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E tempo de comecar

Todos os dias temos novos desafios a vencer, que aos olhos de muitos
podem parecer tdo simples, mas que para outros sdo tdo complexos e
insuperaveis. Na verdade sdo fases na vida de cada um de nés que jamais
deveriamos sublimar. Valorizar a raca e a nossa condicdo de humanos é
fundamental. Aceitar que temos direito a errar, aprender e, com isso, nos
superar; aceitar quem somos, como somos e sermos felizes de qualquer forma.
N&o podemos deixar os valores fundamentais morrerem e eles sdo muito
maiores do que uma tese, oportunidade de trabalho, ou coisa similar. E preciso
resgatar a familia e dedicar o tempo de que precisam nossos pais, irmaos,
maridos, esposas, filhos e avés. Resgatar a verdadeira amizade, essa que ndo
morre nunca porque nao tem compromisso ou laco sanguineo. Resgatar a
confianca nas pessoas, acreditar na palavra do outro e cultivar, praticar e
propagar a honestidade. Faz-se necessario voltar a creditar para que nos
tornemos homens e mulheres de fé, que acreditam num tempo melhor para as
novas geracdes. E para isso precisamos assumir um compromisso pessoal,
agirmos como agentes de mudancas e nos espalharmos pela sociedade. Quem
sabe possamos deixar licbes de amor, amizade, perseveranga,
companheirismo, honestidade, carater, fibra, garra, brio, etc, nocbes de
principios em que os filhos de nossos netos possam se embasar. Vocé e eu

sabemos que o tempo é curto, afinal é tempo de comecar!

Cristhiovwnar Viestt Advincuda Collawes
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RESUMO
COLLARES, C. V. A. Heterogeneidade genética da sindrome de resisténcia
ao ACTH. 2008. 102f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirao

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2008.

A sindrome de resisténcia ao ACTH inclui a deficiéncia de glicocorticoide
familial (DGF) e a sindrome do triplo A. Estas doencas sdo raras, ambas
apresentam heranca autossdmica recessiva e caracterizam-se pela presenca
de insuficiéncia adrenal primaria. A DGF € uma doenca geneticamente
heterogénea caracterizada pela auséncia de resposta da adrenal ao ACTH sem
deficiéncia de mineralocorticéide. Mutacdes no gene do receptor do ACTH
(MC2R) séo causas de DGF. Recentemente, a proteina acessoria ao receptor
2 da melanocortina (MRAP) foi descrita como um co-fator essencial para a
expressdo do MC2R. Mutacbes no gene MRAP foram associadas a DGF. A
sindrome do triplo A é caracterizada pela triade insuficiéncia adrenal, acalasia
e alacrima. O gene AAAS, que codifica uma proteina de 547 aminoacidos
denominada ALADIN, foi identificado como base molecular da sindrome do
triplo A. No presente estudo realizamos a analise molecular dos genes MC2R,
MRAP e AAAS em cinco familias brasileiras, ndo relacionadas, com sindrome
de resisténcia ao ACTH. Os probandos das familias 1, 2, 4 e 5 apresentavam
insuficiéncia adrenal primaria precoce, enquanto o probando da familia 3
apresentava acalasia e alacrima, além da insuficiéncia adrenal primaria. O
sequenciamento da regido codificadora do gene MC2R revelou, na paciente 1,
uma mutacdo missense em homozigose, que resulta na substituicdo de glicina

por valina no codon 116 (p.Glyll6Val), ndo descrita previamente. Seus pais



bem como seu irmdo saudavel apresentaram a mesma mutacdo em
heterozigose. O estudo funcional em células Y6 transfectadas com o DNA do
receptor MC2R normal ou a variante G116V mostrou uma diminuicdo na
geracdo de AMPc pelo receptor mutado, quando comparado com o receptor
normal. O sequenciamento do gene MRAP mostrou, na paciente 2, uma
mutacdo missense em homozigose (p.Metllle) no cédon de iniciagdo desse
gene (exon 3). A analise molecular do gene AAAS da paciente 3 revelou, uma
mutacédo inédita, caracterizada por delecdo g.782_783delTG no exon 1, a qual
introduz um cédon de parada prematuro na posicdo 19. Nas outras duas
pacientes ndo encontramos nenhum alteracdo nos genes analisados. A analise
molecular da regido promotora do MC2R mostrou nas pacientes 1, 2, 4 e 5 a
alteracdo em homozigose CG para GC nos nucleotideos -790/-791; A para G
no nucleotideo -694 e A para C no nucleotideo -759. Estas alteracdes tambéem
foram encontradas em individuos controles. Estes resultados demonstram que
mutacBes nos genes MC2R e MRAP estdo associadas com a DGF e que a
delecdo encontrada no gene AAAS esta associada com a sindrome do triplo A.
A mutacdo p.Glyll6Val do gene MC2R, induz perda da sinalizacdo deste

receptor, levando a resisténcia ao ACTH.

Palavras-chave: ACTH, MC2R, MRAP, AAAS, mutacao, transfeccao.
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ABSTRACT
COLLARES, C. V. A. Genetic heterogeneity of ACTH resistance syndrome.
2008. 102f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2008.

Adrenocorticotropin ~ (ACTH)  resistance  syndrome includes familial
glucocorticoid deficiency (FGD) and triple A syndrome. These diseases are rare
and possess an autosomal recessive inheritance, characterized by early onset
of primary adrenocortical insufficiency. FGD is a genetically heterogeneous
disorder, characterized by failure of adrenal responsiveness to ACTH without
mineralocorticoid deficiency. Mutations of the ACTH receptor gene (MC2R)
have been associated with FGD patients. More recently, melanocortin 2
receptor accessory protein (MRAP) has been implicated as an essential
cofactor for MC2R expression and mutations of MRAP gene have been
described in patients with FGD. Triple A syndrome is characterized by a triad of
adrenal insufficiency, achalasia and alacrima. The AAAS gene, encoding a
protein of 547 amino acids, named ALADIN, was identified as a molecular basis
of triple A syndrome. In the present study we carried out the molecular analysis
of MC2R, MRAP and AAAS genes in five non-consaguineous Brazilian families
with ACTH resistance syndrome. The DNA sequencing of the coding region of
MC2R revealed, in patient 1, a novel homozygous missense mutation, that
results in a substitution of glycine to valine at codon 116 (p.Glyl1l6Val). Her
parents and her healthy brother were heterozygous for the same mutation. The
functional study of wild type and G116V MC2R transfected in Y6 cells showed a

decrease of CAMP generation by the mutant receptor. The DNA sequencing of



the MRAP showed in patient 2 a homozygous missense mutation (p.Metllle) in
the initiation codon of this gene (exon 3). The molecular analysis of AAAS gene
in patient 3 revealed a novel g.782_783delTG base deletion in exon 1, which
introduces a premature stop codon at position 19. In the other two patients
there was no change in the analyzed genes. The molecular analysis of the
promoter region of MC2R showed in the patients 1, 2, 4 and 5 the homozygous
changes CG to GC at nucleotides -790/ -791, A to G at nucleotide -694 and A to
C at nucleotide -759. These alterations were also found in controls. The present
results confirm that mutations of MC2R and MRAP genes are associated with
FGD and that base deletion in AAAS gene is associated with triple A syndrome.
The mutant G116V MC2R is devoid of signal transducing ability leading to the
unresponsiveness to ACTH.

Keywords: ACTH, MC2R, MRAP, AAAS, gene mutation, transfection.



LISTA DE FIGURAS




Figura 1. Esquema representativo do funcionamento do eixo hipotalamo-

NIPOfISE-AAIENAL..........eiiiiiiiee e Pg.24

Figura 2. Esquema representativo do mecanismo de acdo do MC2R........ Pg.26

Figura 3. Sequenciamento direto representativo do gene MC2R mostrando a
mutacdo missense em homozigose (g. 1042G>T) no exon 2, que
resulta na substituicdo da glicina 116 pela valina (p.Glyl16Val) na

1= Tod =1 ] = PPN Pg.45

Figura 4. Concentragdo de AMPc em cultura de células Y6 transfectadas com
receptor MC2R selvagem e com a variante G116V em resposta ao
estimulo com diferentes concentracbes de ACTH [1-24] ou
forskolina. As linhas e as barras representam a média = DPM de trés
experimentos independentes, sendo que cada ponto foi determinado
em duplicata. NE: n&o estimulado; forsk: forskolina 10° M. * p < 0,05
versus MC2R Selvagem..........oooiviiiiiiiiiiiiiiiie e Pg.46

Figura 5. Sequenciamento direto representativo do gene MRAP mostrando a
mutacdo missense g.727G>A em homozigose no codon de iniciacao

do exon 3 (p.Metllle) na paciente 2.........ccoeeevvveeeeeiiivviniiiinneennn Pg.47

Figura 6. Sequenciamento direto representativo do gene AAAS, mostrando a
delecdo g.782-783delTG no exon 1 em homozigose na paciente 3.

Sua mée apresentou a mesma mutacao em heterozigose......... Pg.48

Figura 7. SeqUenciamentos representativos de fragmentos da regido
promotora do gene MC2R mostrando as variacdes existentes no

nucleotideo -694. A: heterozigose AG; B: homozigose GG......... Pg.51

Figura 8. Seqguenciamentos representativos de fragmentos da regido
promotora do gene MC2R mostrando as variacdes existentes no
nucleotideo -759. A: heterozigose AC; B: homozigose AA; C:
NOMOZIGOLOS CC.....oiiiiieee s Pg.52



Figura 9. SeqgUenciamentos representativos de fragmentos da regido
promotora do gene MC2R mostrando a inversdo de posicdo dos
nucleotideos -790 / -791 (GCSCG).....uuuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeieiiiie e Pg.52

Figura 10. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do MC2R de diferentes
espécies (A) e dos receptores da familia de receptores da
melanocortina humana (B). Os aminoacidos fracamente polares
conservados (glicina, alanina, serina) na da terceira hélice

transmembréanica estdo em negrito e sublinhados....................... Pg.57



LISTA DE TABELAS




Tabela 1. Iniciadores, temperaturas de anelamento e tamanho dos fragmentos

amplificados pelas PCRS...........uuiiiiiiiiie e Pg.35

Tabela 3. Variagfes alélicas dos nucleotideos -694, —759 e -790/-791 da regido
promotora do gene MC2R de 4 pacientes com DGF e 50 individuos controles.

Em parénteses o numero de individuos estudados para cada variante....... Pg.51

Tabela 4. Quantidades especificas de cada um dos reagentes utilizados nas
FEAGOES U PCRS......uiiiiiiiiiiii ettt Pg.83



SUMARIO




SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS

INTRODUGAO ..ottt 22
OBUJETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e s e nnbbreeeeeeeas 31
MATERIAL E METODOS ......coviviiteetecteete et et ste ettt sttt 33
1-EXracao de DNA .....oeii e e e e eaaan 34
2- Amplificacdo dos genes de INtEreSSe........cvvvviieiiiieiiiiiiiie e 34
3- Sequienciamento AULOMALICO ..........uuveiiiieeeeieiiiiiiiee e 35
4-Cultura de CEIUIAS YB.....ccooo e 37
5- Construcado do vetor de expressao, clonagem...........ccccceeeeeeeeeeviennnnens 37
B-TranSTECCAO ......ccoo i 39

7- Estimulo com ACRTH [1-24] de células Y6 transfectadas com MC2R
..................................................................................................... 40
8-Dosagem de ProteiNas..........uuuiiiieeeiiieiiiie e 40
9- ANAlise eStatiStiCa......ccceeiie i 41
RESULTADOS ..ottt e e e e ettt et e e e e e s s s eeeeaeeeeeaaans 42
I O 1Yo Lo 101 o 0 1 43
1. 1-PACIENIE L ... 43
1. 1a- Estimulo com ACTH de células Y6 transfectadas............. 45
O = Tox =T 0] = 46
G o= (o =T 0] = 47
1. 4-PACIENIE 4 ... 49
1. 5-PaACIBNIE 5 ... 50
2- Regiao promotora do MC2R .......coooeeiiiiiiiiiiee e 50
DISCUSSAOD ..ottt ettt b st 53
CONCLUSOES. ...ttt 64
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 66

ANEXOS .. 81



1. 1- Protocolo de extrac@o de DNA..........oooviiiiiiee e, 82

1. 2- Protocolo de preparacao do gel de agarose 1%.........cccceeeee... 82
ANBXO 2 ..ttt aeaaaans 83
2. 1-Tabela 4 ... 83

2. 2- Protocolo de purificagdo com isopropanol 75% ..........ccccceec...... 83
ANEBXO 3 .ot e e e e e e e e aa e e eeaaans 84
3. 1-MEIO LB .o 84
3. 2- MEBIO TY it a e e e 84
3. 3-MEIO SOB ...t 84
3. 4- MEIO SOC ... e 84
ANEXO 4 e 85
4. 1- E. Coli eletroCOmMPeteNntesS.......coveeeeeiieeeiiiiiie e e e e 85
ANBXO 5 et e e e e raaas 86
5. 1- Extrag@o do DNA plasmidial ..............eeeeviemiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieennne 86
N 1= (o N G PSP 88
N I -1 153 (= oo T LS 88
ANEBXO 7 et eeraaaas 90
7. 1- Protocolo de dosagem de AMPC .........oooviiiiiiiiieiiieeee e 90
ANBXO 8 ..t 91



INTRODUCAO




23

As glandulas adrenais localizam-se acima dos rins e sao subdivididas em
cortex e medula. O cortex subdivide-se em trés zonas: zona glomerulosa (mais
externa), zona fasciculada (intermediaria) e zona reticular (mais interna). A zona
glomerulosa é responsavel pela sintese de mineralocorticoides. A zona fasciculada
abrange aproximadamente 75% da adrenal e produz os glicocorticoides. A zona
reticular € a menor delas e sintetiza os androgenos adrenais. A medula adrenal € o
local onde ocorre a sintese das catecolaminas (Rainey et al., 2004; Elias et al.,
2008).

A sintese dos glicocorticoides, que ocorre na zona fasciculada do cortex
adrenal, esta sob influéncia do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que € um
polipeptideo de 39 aminoéacidos sintetizado nas células corticotréficas da hipofise
anterior, a partir de um precursor chamado pro-opiomelanocortina (POMC). Um
importante sitio de regulacdo da secrecdo do ACTH esta localizado nos neurdnios
hipotalamicos do nucleo paraventricular, onde sdo produzidos o fator liberador de
corticotrofina (CRF) e a arginina vasopressina (AVP). O CRF é um peptideo de 41
aminoacidos que estimula a expressdao do gene da POMC pelos corticotrofos
hipofisarios. Tanto o CRF como a AVP sao liberados nos vasos porta-hipofisarios
(Baylis, 1991; Grossman, 1999), atingindo a hipofise anterior, onde se ligam a seus
receptores especificos, CRF-R1 e receptor tipo 3 da AVP, respectivamente,
estimulando a sintese e o processamento da POMC, com consequente secrecado de
ACTH.

A regulacdo da secrecao dos glicocorticoides ocorre por um mecanismo de
retroalimentacdo negativa, onde os glicocorticoides inibem a transcricdo do gene da
POMC na hipofise e a sintese e secrecao do CRF e AVP no hipotalamo. A regulacéo

do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal esta esquematizado na figura 1 que se segue:
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Figura 1. Esquema representativo do funcionamento do eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal.

As acbes do ACTH sao mediadas pela sua ligagdo com um receptor de
membrana especifico, acoplado a proteina G, denominado receptor de
melanocortina 2 (MC2R) (Mountjoy et al. 1992; Clark & Cammas, 1996), o qual tem
pouca afinidade por outros derivados da POMC (Cone et al., 1996). O MC2R faz
parte da familia de receptores da melanocortina, que inclui os receptores da
melanocortina denominados de 1 a 5: MC1R, MC3R, MC4R, MC5R. O MCI1R é o
receptor do MSH, sendo expresso em melandcitos com funcédo na regulacdo da
pigmentacdo cutanea (Mountjoy et al., 1992; Cone et al. 1996). O MC3R é
encontrado primariamente na regido hipotalamica e sistema limbico (Gantz et al.,

1993; Adan & Gispen, 1997) estando envolvido no controle da homeostase
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energética (Williams et al., 2001). O MC4R esta presente no cérebro, hipotdlamo,
talamo, cortex cerebral e tronco cerebral (Mountjoy et al.,, 1994) e suas funcdes
estdo relacionadas, também, com o controle do balanco energético. O MC5R se
expressa em glandulas exodcrinas e musculo esquelético e esta envolvido na
regulacédo de secrecdes exocrinas (Chen et al., 1997). Com excec¢ao do MC2R, que
€ praticamente especifico para o ACTH, os demais receptores da familia de
receptores da melanocortina ligam-se a mais de um dos horménios derivados da
POMC (Clark & Cammas, 1996; Cone et al., 1996).

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) subdividem-se nas classes A,
B, C, D e E (Kolakowski, 1994). Os GPCRs séao proteinas de membrana envolvidas
na comunicacao entre as células e o meio que as circunda, que se da por sinais
quimicos através da membrana celular. Estas proteinas fazem parte de uma
superfamilia funcionalmente diversa que consiste de uma cadeia simples de
polipeptideo que atravessa a bicamada lipidica da membrana por sete vezes,
formando as hélices transmembranicas (TM), caracteristicas dessas proteinas
(Probst et al., 1992; Baldwin, 1993; Baldwin, 1994; Strader et al., 1994; Kolakowski,
1994; Eilers et al., 2005; Drake et al., 2006, Fredholm et al., 2007). Estas hélices
comunicam-se alternativamente com as alcas extracelulares e intracelulares. Os
receptores acoplados a proteina G sao ativados a partir da ligacdo do ligante e
enviam as informacdes recebidas aos efetores celulares, como enzimas e canais
ibnicos (Bourne et al.,, 1990; Bourne et al., 1991 ; Sprang, 1997). Estes efetores
influenciam as concentracbes de segundo mensageiro, oS quais regulam uma
grande variedade de processos celulares, incluindo o crescimento e a diferenciacao

celular (Dhanasekaran et al., 1995; van Biesen et al., 1996). Assim, os GPCRs
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parecem estar envolvidos nos mais diversos sistemas de traducdo de sinais em
células eucaridticas.

O receptor MC2R pertence a Classe A dentro da superfamilia de receptores
GPCRs. A ligacdo do ACTH ao seu receptor culmina com a ativacdo da adenilil
ciclase, que por sua vez ativa a adenosina monofosfato ciclica (AMPc), segundo
mensageiro desta reacdo, que fosforila a cascata de proteinas dependentes de
AMPc (PKA), acarretando na fosforilacdo de proteinas especificas que regulam
diferentes etapas de via esteroidogénica (Miller, 1988; Stocco & Clark, 1996). Este

processo esta esquematizado na figura 2:
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Figura 2: Esquema representativo do mecanismo de acdo do MC2R.

A ligacdo do ACTH ao MC2R resulta em respostas especificas agudas ou
cronicas (Imai et al.,, 1990a; Imai et al., 1990b; Lehoux et al., 1998; Cote et al.,
1999). Os efeitos agudos do ACTH resumem-se na promoc¢ao da mobilizagdo e a
transferéncia do colesterol livre para dentro da mitocondria por estimular a

expressao da StAR (steroidogenic acute regulatory protein) e no aumento da
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expressdo da CYP11Al (P450scc — P450 side chain cleavage) com conseqglente
aumento da sintese de pregnenolona (Papadopoulos, 1998; Amri et al., 1996). Ja os
efeitos crénicos do ACTH requerem muitas horas e envolvem a regulacdo de muitos
genes que codificam enzimas da via esteroidogénica, como CYP11Al, 3B-
hidroxiesteroide desidrogenase Il (3B-HSD), CYP 17 (P450 c17), CYP 21A2 (P450
c21) e CYP11B1 (P450 cl11) (Di Blasio et al., 1987; Simpson & Waterman, 1988;
Miller, 1988). Muitos dos efeitos do ACTH sdo mediados por fatores de transcricao
especificos, como, por exemplo, o fator esteroidogénico 1 (SF-1) (Sugawara et al.,
1997; Parker & Schimmer, 1997), que esta envolvido na regulacdo da CYPYP11A e
CYP17 (Morohashi et al., 1993; Takayama et al., 1994; Watanabe et al., 1994;
Clemens et al., 1994; Zhang & Mellon, 1997). As analises das regides promotoras
desses genes tém levado a identificacdo de sequéncias de regides responsivas ao
AMPc (Lacroix, 2001). Evidéncias crescentes indicam que a esteroidogénese
adrenocortical € modulada ndo somente pelo ACTH, mas também por multiplos
horménios peptidicos locais e circulantes, neuropeptideos, neurotransmissores, ions
e citocinas (Clements & Funder, 1986; Ehrhart-Bornstein et al., 1998; Gallo-Payet &
Guillon, 1998; Turnbull & Rivier, 1999).

Em humanos, o MC2R é codificado pelo gene MC2R, que estéa localizado no
braco curto do cromossomo 18 na regido 11.2 (18pl11.2) e em sua estrutura
gendmica a regiao codificadora esta contida em apenas 1 exon (exon 2) (Mountjoy
et al., 1992; Naville et al., 1997). Ha cerca de uma década, a clonagem do MC2R
(Mountjoy et al.,1992) possibilitou um grande avanco no estudo funcional do MC2R
normal e de suas variantes que ocorrem naturalmente, permitindo melhor
conhecimento da funcdo deste receptor (Clark et al., 1993; Weber et al., 1993;

Tsigos et al., 1993; Weber and Clark, 1994; Weber et al., 1995; Tsigos et al., 1995;
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Naville et al., 1996; Slavotinek et al., 1998; Hiroit et al., 1998; Elias et al., 1999; Elias
et al., 2000; Tsigos, 2000; Penhoat et al., 2002; Swords et al., 2004; Metherell et al.,
2006).

Um ano apods a clonagem do MC2R humano foi caracterizada a primeira
mutacdo neste gene em segregacao com o quadro de sindrome de resisténcia ao
ACTH, doenca esta denominada Deficiéncia de Glicocorticéide Familial Tipo 1 (DGF
tipo 1, OMIN#202200) (Clark et al., 1993). A DGF foi descrita pela primeira vez por
Shepard et al. (1959) em duas irmads com doenca de Addison sem deficiéncia de
mineralocorticéide. Esta € uma doenca autossémica recessiva rara caracterizada
pela insuficiéncia adrenal primaria com deficiéncia apenas de glicocorticéide, isto €,
com atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona preservada. Além disso,
esta doenca € caracterizada pela presenca de hipoglicemia neonatal, convulsdes,
pigmentacdo cutanea excessiva, infeccbes frequentes e fraqueza generalizada
(Clark & Weber, 1998). Usualmente, estas manifestacbes ocorrem no primeiro ano
de vida, podendo ocorrer mais tardiamente (Clark & Weber, 1998). As mutacdes no
MC2R sdo encontradas em aproximadamente 25% dos pacientes com DGF
(Metherell et al., 2006), o que sugere o envolvimento de outros genes como causa
desta doenca.

Recentemente foi descrito que o0 MC2R necessita de uma proteina acessoria
fundamental para sua translocacédo do reticulo para a membrana plasmatica, bem
como para sua expressdo na membrana plasmatica. Esta proteina, denominada
proteina acessoria ao receptor 2 da melanocortina (MRAP) (Metherell et al., 2005),
possui uma unica hélice transmembréanica e € codificada pelo gene MRAP. No
homem, este gene esta localizado no braco longo do cromossomo 21, na regido 2

2.1 (21g22.1) e codifica duas isoformas distintas desta proteina: MRAP-o. e MRAP-3
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(Roy et al., 2007). Atualmente, sabe-se que a MRAP € necessaria para a expressao
do MC2R na adrenal, indicando a participagdo da MRAP no processamento,
migracdo e/ou funcdo do MC2R. Mutacdes no gene MRAP foram descritas em
segregacao com a DGF, denominada de DGF tipo 2 (OMIN#607398), em cerca de

20% dos pacientes (Metherell et al., 2006).

Além da DGF, outra doenca que se caracteriza pela resisténcia ao ACTH, é a
sindrome do triplo A ou sindrome de Allgrove (OMIM#231550). Esta doenca que foi
descrita pela primeira vez por Allgrove et al. em 1978, também é uma doenca
genética e se caracteriza pela triade insuficiéncia adrenal, acalasia e alacrima. Os
pacientes com esta doenca geralmente apresentam hipoglicemia decorrente da
insuficiéncia adrenal na primeira década de vida, mas as manifestacbes podem
ocorrer mais tardiamente, na terceira década de vida (Huebner et al., 1999). Alguns
pacientes ainda podem apresentar manifestacbes neurologicas progressivas do
sistema nervoso central, periférico ou autonémico (Gazarian et al., 1995; Handschug
et al., 2001), associadas ao retardo mental (Huebner et al., 1999). Além disso, 15%
dos pacientes ainda apresentam deficiéncia de mineralocorticoide (Prpic et al.,
2003). Os estudos genéticos dessa doenca revelaram uma ligacdo do braco longo
do cromossomo 12, na regido 13 (12q13) com a sindrome do triplo A (Huebner et al.,
2000). Subsequentemente, foi mapeado nesta regido o gene AAAS, que codifica
uma proteina de 547 aminoacidos denominada ALADIN, o qual foi identificado como
base molecular desta sindrome (Tullio-Pelet et al., 2000; Handschug et al., 2001).
Esta proteina faz parte de uma familia de proteinas com repeticbes de triptofano e
aspartato, localizadas nos complexos de poro nuclear (Cronshaw & Matunis, 2004).

Apesar da funcdo da proteina ALADIN ainda n&o estar estabelecida, tem sido
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sugerido que pode estar envolvida na regulacdo do transporte nucleocitoplasmatico
em células especificas e no desenvolvimento de tecidos especificos (Cronshaw &
Matunis, 2003). Diferentes mutac¢des ja foram descritas no gene AAAS de pacientes
com sindrome do triplo A de origens étnicas distintas (Krumbholz et al., 2006).
Assim, consideramos que o estudo molecular da resisténcia ao ACTH, cuja
base genética € heterogénea, pode contribuir para o melhor entendimento da fungéo

do ACTH mediada pelo seu receptor em condi¢des fisioldgicas e fisiopatologicas.



OBJETIVOS
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O presente estudo teve como objetivos:
1- Andlise molecular das regibes codificadoras dos genes MC2R,

MRAP e AAAS em pacientes com sindrome de resisténcia ao ACTH;

2- Andlise da regido promotora do gene MC2R dos pacientes e de

individuos controles;

3- Caracterizacdo funcional do gene MC2R normal e da variante
encontrada por meio de estimulo com ACTH e geracdo de cAMP em

células eucaridticas Y6.



MATERIAL E METODOS
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, processo HCRP

n° 14382 / 2005.

1. Extracdo de DNA

Realizamos a extracdo de DNA do sangue periférico dos pacientes com
sindrome de resisténcia ao ACTH e seus familiares, bem como de 50 individuos
controles, utilizando “QlAamp Blood Kit” (QIAGEN, CA, USA), kit de extracdo de

DNA, seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante (Anexo 1).

2. Amplificacdo dos genes de interesse

Todas as reacdes de PCR foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR
System 9600 Applied Biosystems e os produtos das PCRs foram verificados em gel
de agarose 1% (Anexo 1). Os iniciadores utilizados, bem como as temperaturas de
anelamento e tamanho esperado dos fragmentos especificos encontram-se
sumarizados na tabela 1. Os oligonucleotideos (iniciadores), tampdes, MgCl,, dNTP
e enzima Taq polimerase foram obtidos da Invitrogen (CA, USA). As quantidades

especificas de cada reagente utilizado encontram-se em anexo (Anexo 2).
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Tabela 1 — Iniciadores, temperaturas de anelamento e tamanho dos fragmentos
amplificados pelas PCRs.

Gene Exon Iniciador Sense Iniciador antisense Temperatura Tamanho
de do
anelamento fragmento
MC2R (Regiéo | 2 gtccaagtaacatccccgccttaacc ggattctaaaaccagggatcagccatt 56°C 960 pares
codificardora) de bases
MC2R (Regido cgcctggcaaattcaactc cttcagctctgaagcagg 56°C 915 pares
promotora) de bases
MRAP 3 gaagctctgctggatgcetgg tgtcttcgtgacttagcagg 56°C 549 pares
de bases
4 tccattcagtgtttcctctt gaatactattccattgtagg 46°C 724 pares
de bases
5 tcaggaatttgcctgtgtgg tcaaaggcataggatgctcc 56°C 599 pares
de bases
6 gaaggctggtttcgaactcc agcctcagatgcttgactcc 60°C 541 pares
de bases
AAAs le2 aatctagcccgggaaccgag caccccaaggtaaaggggtg 55°C 1069 pares
de bases
3e4d tgaaactggtagagagggac gacctgcaaggataggaatg 57°C 592 pares
de bases
5e6 cttcagagggtaggagtggt gaaccaaggctggcaaggg 57°C 552 pares
de bases
7 atcatccttcttctctgtggce gtgaggacaaagaacttctcc 57°C 343 pares
de bases
8 tgagcccagagtgggcecatc ccaggattttgctgccgtct 57°C 653 pares
de bases
9e10 | tttgtacattagagaggccag aggcaggagaaggtatgtct 55°C 523 pares
de bases
11-14 ccaatgggcccctgatgctc agcaggcaaccggaggcaag 65°C 970 pares
de bases
15e ggtctggacttctcaccagc tgtaccccactgcaactccc 57°C 614 pares
16 de bases

3. Sequenciamento automatico

Para a realizacdo dos sequenciamentos, os produtos de PCR de todos os

genes analisados foram previamente submetidos a uma reacao de purificacdo por

digestao enzimatica, seguindo o protocolo abaixo:

- Produto da PCR - 10uL

- Exonuclease (Exonuclease | — Amershan Pharmacia Biotech) - 1uL

- Fosfatase alcalina (Shrimp alkaline phosphatase — Amershan LIFE

SCIENCE) - 1uL

Esta reacao foi mantida a 37°C por 15 minutos e, em seguida, mantida a 80°C

por

15 minutos.

A sequir,

as amostras foram usadas nas

reacoes de

sequenciamento, que foram realizadas com o kit comercial ABI Prism® Big Dye™
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Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (PE Applied Biosystem CA, USA).

O protocolo da reacéo de sequienciamento foi realizado como descrito abaixo:

Terminator Ready Reaction MiX ------=--=-m-mmmmmm oo 4 uL
Produto da PCR --------mmm oo 5-20ng
Primer INtern0 ----------mmm oo 5 pmol
AQUA DEPC ---mmm e q.s.p 20 uL

Esta reacdo foi submetida a 25 ciclos em termociclador GeneAmp PCR
System 9600 Applied Biosystems, nas seguintes condicGes: 96°C por 10 segundos,
50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Apos as reacoes de seqlienciamento as
amostras foram purificadas pelo método de purificacdo com isopropanol a 75%
(Anexo 2) e, a seguir, foi realizado o sequenciamento utilizando-se o sequenciador
automatico ABI Prism 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystem CA, USA).

A quantidade do produto de PCR purificado que foi utilizado em cada reacéo
de sequenciamento foi determinada por eletroforese em gel de agarose 1%,
utilizando-se marcador quantitativo de DNA (¢x 174 - Fermentas).

Os resultados dos sequenciamentos da regido codificadora e promotora do
gene MC2R foram comparados com os dados depositados no banco de dados
GenBank n® X65633 e n® Y10100, respectivamente. A andlise do gene MRAP foi
realizada de acordo com a sequiéncia do GenBank n® NM178817 (isoforma 1) e n®
NM206898 (isoforma 2) e no banco de dados Ensembl n® ENSG00000170262. A
sequéncia consenso para avaliagdo dos resultados obtidos para o gene AAAS foi
obtida a partir da referéncia GenBank n® NMO015665 e do banco de dados do
Ensembl n® ENSG00000094914.

Para designacdo das mutagOes utilizamos a nomenclatura da Human

Genome Variation Society, que pode ser encontrada no site http://www.hgvs.org




37

4. Cultura de células Y6

A aliquota de células Y6 utilizadas no presente estudo foi gentiimente cedida
pelo Professor Bernard P Schimmer, Banting & Best Department of Medical
Research,University of Toronto, Canada. As células Y6 sdo mutantes espontaneas
provenientes da linhagem de células Y1 originalmente isoladas de tumor de adrenal
de camundongo, que ndo expressam receptor enddgeno de ACTH, mas sao
capazes de expressar o receptor transfectado (Schimmer et al., 1995; Rainey et al.,
2004).

As células Y6 foram cultivadas em meio de cultura DMEM/F10, contendo 15%
de soro de cavalo inativado (Gibco), 5% de soro bovino fetal (Sigma) e 1% de
penicilina-estreptomicina (Gibco). A cultura de células foi mantida em incubadora a

37°C com 5% de CO..

5. Construcao do vetor de expressao, clonagem

Para a construcdo do vetor de expressao foi realizada a PCR nas condi¢cGes
pré-estabelecidas para o MC2R, porém utilizando-se a enzima Platinum Tagq DNA
polymerase High Fidelity (Invitrogen, CA, USA). O fragmento amplificado foi
verificado em gel de agarose. Adicionou-se a 4 uL da reacdo de PCR, 1 uL de
solucao salina e 1 uL do plasmideo (pcDNA3.1/V5-His TOPO, Invitrogen, CA, USA).
Esta reacdo, a qual chamamos de A, foi agitada e deixada em temperatura ambiente
por 20 minutos para que o gene de interesse fosse inserido dentro do plasmideo.
Apos este periodo, as etapas subsequentes procederam-se no gelo.

Para a realizacdo da eletroporacéo, bactérias E. coli, gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Paulo Sérgio Rodrigues Coelho (Departamento de Biologia Celular e

Molecular e Bioagentes Patogénicos, FMRP-USP), foram previamente preparadas



38

para se tornarem eletro-competentes. Para este procedimento, coletou-se coldnias
de E. coli cultivadas em meio LB (Luria-Betani, Anexo 3) agar para o cultivo em meio
Ty (Anexo 3) a temperatura ambiente. Seguiram-se trés processos de lavagem em
agua milliQ e duas lavagens com glicerol 10%. O conteudo final foi aliquotado e
congelado a -80°C (40 uL em cada tubo). O protocolo detalhado deste procedimento
encontra-se em anexo (Anexo 4).

A transformacéo foi realizada a partir da reagéo A, da qual se retirou 3 uL que
foram adicionados a um frasco contendo bactérias E. coli eletro-competentes (HD10
beta) e agitados levemente. Deixou-se esta reacdo por 30 minutos no gelo que, em
seguida, foi colocada nas cubetas apropriadas para eletroporacdo. Imediatamente
apos o choque, adicionou-se 1000 uL de meio SOC (preparado a partir do meio
SOB, Anexo 3) e incubou-se por 1 hora a 37°C sob agitagdo de 100 rpm. Procedeu-
se com centrifugacdo do conteudo por 1 minuto e retirou-se aproximadamente 700
uL do sobrenadante. O conteudo restante foi semeado em duas placas seletivas de
LB agar contendo ampicilina (100 ug/mL), pré-aquecidas a 37°C, que foram
incubadas por um periodo de 16-18 horas (overnight) a 37°C.

A identificagéo de colonias com o vetor de expressao foi realizada coletando-
se colonias aleatoriamente, as quais foram, individualmente, colocadas em 5 mL de
meio LB liquido contendo ampicilina (100 ug/mL) e mantidas em agitacdo de 150
rom a 37°C, por um periodo de 16-18 horas. Esta solugdo denominamos de B.

A partir da solucdo B realizou-se o procedimento para a extragdo do DNA
plasmidial (MiniPrep), baseado no protocolo de Sambrook & Russell (2001), com
algumas modifica¢des. O protocolo detalhado encontra-se no Anexo 5.

Para a verificacdo da insercdo correta do fragmento de interesse no

plasmideo, apds a extracdo do DNA plasmidial, realizou-se a digestdo enzimatica. O
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DNA foi colocado, juntamente com o tamp&o especifico e a enzima BXTS | a 55°C
por 1 hora e 30 minutos. Em seguida, adicionou-se RNase (200 ug/mL) e deixou-se
a 65°C por 15 minutos. Apos a digestdo, o tamanho do inserto foi verificado em gel
de agarose 1%.

Para confirmar-se a sequéncia correta do inserto, realizou-se o0
sequenciamento automatizado a partir do DNA extraido, de acordo com o protocolo
previamente descrito, utilizando os primers referentes ao inserto (5'-
gtccaagtaacatccccgccttaacc-3' e 5’-ggattctaaaaccagggatcagccatt-3’) e também os
primers do plasmideo (T7 5'-taatacgactcactataggg- 3 e BGH 5'-
tagaaggcacagtcgagg-3’).

A colbnia contendo o clone de interesse foi entdo cultivada em 100 mL de
meio LB liquido, sob agitacdo de 150 rpm, a 37°C por 16-18 horas (overnight). A
partir dessa cultura, realizou-se outra preparacao por kit (MidiPrep, Invitrogen), para
a obtencdo de DNA a ser utilizado para transfeccdo. O DNA obtido foi quantificado

em espectofotdmetro.

6. Transfeccéao

As células Y6 foram transfectadas com o DNA do receptor selvagem e com o
DNA da variante G116V. Este processo foi realizado com a utilizacdo de lipofectina
(Invitrogen, CA, USA). Apds 72 horas, adicionou-se Geneticina (G418, Invitrogen,
CA, USA) na concentracdo de 200 pg/mL. Esta concentracdo de G418 foi mantida
nas culturas por aproximadamente 25 dias para que fossem selecionados apenas
clones contendo o inserto de interesse. Assim, os clones de células Y6 transfectadas
com PCDNA3 contendo o receptor normal e a variante G116V foram congelados,

mantendo-se um dos clones em cultura para ser utilizado no estudo funcional sob
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estimulo com ACTH [1-24]. Para serem congelados a -80°C, os clones foram
colocados em glicerol a 50% previamente autoclavado (70% da solucéo de cultura +
30% de glicerol 50%). O detalhamento da padronizacao da transfeccdo encontra-se

em anexo (Anexo 6).

7. Estimulo com ACTH [1-24] de células Y6 transfectadas com MC2R

As células Y6 expressando o receptor MC2R normal e a variante G116V
foram cultivadas em placas de 96 pocos (1x10* células por poco) até a confluéncia
de 70-80%. No dia do experimento, as células foram lavadas 3 vezes, com meio de
cultura puro, e em seguida incubadas com meio livre de soro contendo 3-isobutyl-1-
methylxantina (IBMX) 1mmol/L, com diferentes concentracdes de ACTH [1-24] (102
a 10° M) ou com forskolina (10° M) por 60 minutos. Apés este periodo as células e
0 sobrenadante foram coletados para a quantificacdo de AMPc por método
imunoenzimatico, utilizando-se o ensaio comercial cAMP Enzymeimmunoassay
Biotrak TM (EIA) System (dual range) (Amersham) (Anexo 7).

Em cada experimento realizado, 4 pogos contendo as células foram lavados
também por 3 vezes com meio sem soro, seguido de adicdo de 500 ul de meio de
cultura sem soro e ao final do experimento as células foram coletadas juntamente

com o meio e congeladas a -20°C para dosagem de proteina.

8. Dosagem de proteina

Para esta dosagem foi utilizado o método colorimétrico. O reagente de cor
(BIO-RAD Protein Assay — dye reagent concentrate) foi diluido cinco vezes em agua
milliQ e filtrado. O padrdo de albumina (Sigma) foi diluido na concentragédo de 2000

ug/mL e a partir desta solugdo concentrada realizou-se a curva do ensaio com
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diluicbes sequenciais (2000 ug/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pug/mL, 125
ug/mL, 62,25 ug/mL e 31,2 ug/mL). Utilizando microplacas de 96 pocos, foram
pipetados 10 ul de cada padréo da curva ou 10 ul de cada amostra por pogo e
adicionou-se a cada poco 200 ul do reagente de cor previamente preparado. Todos
os pontos foram dosados em duplicata. A leitura foi realizada ap6s cinco minutos em
comprimento de onda de 595nm, em leitor de microplaca Espectra — MAX — 250,

utilizando-se o programa SOFT max PRO.

9. Analise estatistica

Os dados de geracdo de AMPc estdo apresentados como média + DPM. A
diferenca entre os grupos foi analisada por meio de teste t, com nivel de significancia

de p < 0,05. Utilizou-se o Programa Graph-Pad Prism 3,0 (San Diego, CA).



RESULTADOS




Todas as amostras de DNA dos individuos estudados resultaram em
amplificagdo, por PCR, dos genes MC2R, MRAP e AAAS com fragmentos de

tamanho esperado, afastando-se grandes delec¢des destes genes.

1. Casos clinicos

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com sindrome de resisténcia ao

ACTH estao sumarizados na tabela 2.

Tabela 2: Dados clinicos dos pacientes com sindrome de resisténcia ao ACTH.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5
Diagnéstico clinico FGD FGD Triplo A FGD FGD
Sexo Feminino Feminino Feminino Feminino Feminino
Idade de inicio dos Ao 11 meses 14 anos 2 anos Ao
sintomas nascimento nascimento
Idade do diagnéstico 4.5 anos 1 ano e 10 meses 17 anos 7 anos e 9 meses 10 meses
cortisol 0,7 pg/dl indetectavel <1,2 pg/dl <0,5 pg/dl 0,1 pg/dl
ACTH 940 pg/mi 330 pg/mi 2140 pg/ml 10670 pg/ml 2970 pg/ml
Resposta ao ACTH nao ndo | e ndo | e
Hipoglicemia Sim (25 mg/dl) | Sim Néo Sim (49 mg/dl) Sim (20

mg/dl)
170Hprogesterona 10 ng/dl | e e | e 4 ng/dl
DHEAS | e | e <3,9 pg/d <20 pg/d 1 pg/di
Sodio/ Potassio (mEg/l) | - | e 132/5,2 140/4,2 137/5,3
ARP | e | e 19,9 ng/ml/hr | ===-mmmemmee 1,6 ng/ml/hr
hiperpigmentacéo Sim Sim | e Sim discreta
Estatura >pP97 >pP97 P10 P90-95 >pP97
Acaléasia Nao Nao Sim Nao Nao
Alacrima Nao Nao Sim Nao Nao
Paciente 1

Paciente 1 € do sexo feminino, nascida de pais consanguineos, com peso ao
nascimento de 3600 g e comprimento de 50 cm. No periodo neonatal apresentou
convulsdes associadas a hipoglicemia e com 1 ano apresentou dificuldade

respiratdria e convulsdes. Seus pais relataram um filho que morreu aos 10 meses
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apos episédio de convulsdo. Aos 4 anos, foi admitida no hospital com febre,
pneumonia, vomito, convulsdes, hipoglicemia (glicose sanguinea de 25 mg/dl) e
hipotermia (35,5°C). Ao exame constatou-se estatura acima do percentil 97 e
pigmentacdo excessiva e generalizada da pele. Nao se observou nenhuma
evidéncia clinica de deficiéncia na produgcdo de lagrimas ou acalasia. Os exames
bioquimicos revelaram concentra¢des plasmaticas baixas de cortisol (0,7 ug/dl) e
elevadas de ACTH (940 pg/mL). Nao houve resposta do cortisol ao teste de estimulo
com ACTH. As concentragdes plasmaticas de 17 hidroxiprogesterona estavam de
acordo com a referéncia (100 ng/dl). Foi realizado o diagnéstico de DGF e iniciado
tratamento com glicocorticéide, havendo melhora dos sintomas com crescimento
normal, redugdo da pigmentagcdo cutdnea excessiva e auséncia de infecgdes e
hipoglicemia.

A analise molecular do DNA desta paciente revelou uma nova mutagdo no
exon 2 do MC2R, com uma substituicdo em homozigose de uma guanina por uma
timina (9.1042G>T), que resulta na substituicdo de uma glicina por uma valina no
cdédon 116 (p.Gly116Val) (figura 3), a qual esta localizada na terceira hélice
transmembranica. Seus pais e seu irmao mais novo assintomatico apresentaram a

mesma mutagédo (p.Gly116Val) em heterozigose.
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Figura 3. Sequenciamento direto representativo do gene MC2R mostrando a mutagdo missense em

homozigose (g. 1042G>T) no exon 2, que resulta na substituicdo da glicina 116 pela valina

(p.Gly116Val) na paciente 1.

Estimulo com ACTH de células Y6 transfectadas

As células Y6 expressando o receptor MC2R selvagem apresentaram
liberacdo de AMPc em um padrdao dose-dependente, quando estimuladas com
ACTH [1-24], porém houve uma redugao na liberagcdo de AMPc com a dose mais
elevada de ACTH [1-24] (10° M). Observou-se que as células Y6 expressando o
receptor mutante G116V apresentaram uma redugao na geragdo de AMPc quando

comparadas com o receptor selvagem (figura 4).
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Figura 4. Concentragdo de AMPc em cultura de células Y6 transfectadas com receptor MC2R
selvagem e com a variante G116V em resposta ao estimulo com diferentes concentragcées de ACTH
[1-24] ou forskolina. As linhas e as barras representam a média + DPM de trés experimentos
independentes, sendo que cada ponto foi determinado em duplicata. NE: ndo estimulado; forsk:

forskolina 10 M. * p < 0,05 versus MC2R selvagem.

Paciente 2

Paciente do sexo feminino, nascida de pais ndo consanglineos, com peso ao
nascimento de 4500 g e comprimento de 55 cm. Apresentou ictericia neonatal e aos
11 meses convulsdes e hipoglicemia e infeccbes recorrentes. Com 1 ano e dez
meses, constatou-se estatura acima do percentil 97, pigmentacdo excessiva e
generalizada da pele e auséncia de alteragdes neuroldgica. As analises bioquimicas
revelaram insuficiéncia adrenal, com cortisol plasmatico basal, bem como o cortisol
apos o teste de estimulo com ACTH, indetectaveis e ACTH plasmatico elevado. Foi
iniciada terapia de reposigdo com glicocorticoide e houve melhora dos sintomas.

A analise molecular do gene MC2R desta paciente ndo revelou nenhuma
alteracdo. Ao avaliarmos o gene MRAP, encontramos uma mutagdo, em
homozigose, com a substituicdo g.727G>A (figura 5) no cédon de iniciagao

(p-Met1lle). Seus pais apresentaram esta mesma substituicdo em heterozigose.
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Figura 5. Sequenciamento direto representativo do gene MRAP mostrando a mutagao missense

g.727G>A em homozigose no cédon de iniciagdo do exon 3 (p.Met1lle) na paciente 2.

Paciente 3

A paciente 3 é do sexo feminino, nascida de pais consangulineos. Aos 16 anos
apresentou perda de peso, nauseas, vomito, hiporexia, pigmentagédo excessiva da pele
e lingua, fraqgueza de membros inferiores e adinamia. Relatava, também, choro com
pouca lagrima desde a infancia. Os exames laboratoriais revelaram insuficiéncia
adrenal, com cortisol plasmatico <1,2 ug/dl, ACTH plasmatico elevado (2140 pg/mL),
reducdo de DHEA-S (<3,9 ug/dl) e aumento da atividade de renina plasmatica (19,9
ng/mL/hr), sédio e potassio séricos de 132 mEqg/l e 5,2 mEq/l, respectivamente. A
producao de lagrima foi verificada pelo teste de Schirmer, que consiste na mensuragao
da producédo lacrimal, utilizando-se tiras de papel padronizadas colocadas no fornix
conjuntival inferior durante um minuto. Este teste confirmou a alacrima nesta paciente.

Realizou-se também o teste de manometria, que consiste no estudo detalhado da
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atividade motora do esbfago, incluindo a mensuragao da pressao esofagica durante a
degluticdo, que confirmou a presenca de acalasia na paciente 3. A avaliagao radiologica
com ressonancia nuclear magnética revelou leve compressao da transigdo cervico-
bulbar e redugao do volume da medula espinhal. A terapia de reposigdo com glico- e
mineralocorticéide resultou em melhora dos sintomas, porém, esta paciente veio a 6bito
por causas desconhecidas aos 17 anos.

A analise molecular dos genes MC2R e MRAP desta paciente ndo mostrou
nenhuma alteragdo. A avaliagdo do gene AAAS revelou uma nova delecao
g.782_783delTG em homozigose no exon 1 (figura 6). Esta mutagéo introduz um
cdédon de parada prematuro na posigdo 19. O sequenciamento do gene AAAS de

sua méae apresentou a mesma mutagao em heterozigose.

L20 130
CCCT AT ATG A2GCACAEEA

Controle

T G
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Paciente 3

.20 130
CCCT AT ATG A ACAH

Figura 6. Sequenciamento direto representativo do gene AAAS, mostrando a delegao g.782-783delTG no

exon 1 em homozigose na paciente 3. Sua mae apresentou a mesma mutagao em heterozigose.
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Paciente 4

Paciente do sexo feminino, nascida de pais consanglineos e apresentando,
ao nascimento, peso de 3000 g. Aos dois anos de idade, apresentou pneumonia,
convulsdes e infecgbes recorrentes. Aos seis anos foi diagnosticada com febre
reumatica. Nenhuma evidéncia clinica de deficiéncia na producédo de lagrimas ou
acalasia foi notada. O histdérico familiar revelou quatro irmaos falecidos (dois deles
ap6s pneumonia antes dos dois anos de vida e dois por razdes desconhecidas) e
cinco irmaos saudaveis vivos. Aos sete anos foi admitida no hospital apresentando
pigmentacdo cutanea excessiva, desidratacdo e nausea. Os exames bioquimicos
revelaram insuficiéncia adrenal, com cortisol plasmatico basal e apods teste de
estimulo com ACTH indetectaveis. As concentracdes de ACTH plasmatico estavam
muito elevadas (10.670 pg/mL). Os valores plasmaticos de sddio, potassio e glicose
foram, respectivamente, 140 mEqg/l, 4,1 mEq/l e 49 mg/dl. Em uma segunda
avaliacao laboratorial, aos 13 anos de idade, foi confirmada a auséncia de resposta
do cortisol ao teste de estimulo com ACTH, bem como o cortisol basal indetectavel.
As concentragdes plasmaticas de 17-hidroxiprogesterona, aldosterona e atividade de
renina foram 30 ng/dl, 6,2 ng/dl, e 2,6 ng/mL/h, respectivamente. Esta paciente esta
em terapia de reposicdo com glicocorticoide desde os sete anos de idade, com
melhora dos sintomas.

As analises moleculares dos genes MC2R, MRAP e AAAS desta paciente ndo

revelaram nenhuma alteracao.
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Paciente 5

Paciente do sexo feminino, nascida de pais ndo-consanguineos, apresentou
convulsdes associadas a hipoglicemia, ictericia e pigmentagao excessiva da pele no
periodo neonatal. Aos dez meses, ao ser examinada, constatou-se comprimento
acima do percentil 97 e pigmentagao cutanea moderada. Os exames bioquimicos
revelaram concentragdes plasmaticas reduzidas de cortisol (0,1 pg/dl) e elevadas de
ACTH (2970 pg/mL). As concentragdes séricas de sbédio e potassio foram de 137
mEq/l e 5,3 mEq/l, respectivamente. O tratamento com glicocorticéide resultou em
melhora dos sintomas.

As analises moleculares dos genes MC2R, MRAP e AAAS desta paciente nao

mostraram nenhuma alteracéo.

2. Regiédo promotora do MC2R

Para melhor investigar a estrutura molecular do MC2R, realizamos o
sequenciamento da regido promotora deste gene. Observamos as trocas em
homozigose -694A>G, -759A>C e -790/-791CG>GC nos pacientes 1, 2, 4 e 5.
Analisando 50 individuos controles encontramos, no nucleotideo -694, 58% GG e
42% AG. Na posicao -759 observamos 26% AA, 52% AC e 22% CC. Avaliando os
nucleotideos -790/-791 nos individuos controles, notamos que todos apresentavam a
substituicdo CG>GC, como observados nos pacientes. Estes resultados estao
sumarizados na tabela 3 e os sequenciamentos representativos destas substituicoes
estdo representados nas figuras 7, 8 e 9, onde se observa as alteragdes

encontradas nos nucleotideos -694, -759 e -790/-791, respectivamente.
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Tabela 3: Variagbes alélicas dos nucleotideos -694, —759 e -790/-791 da regido promotora do

gene MC2R de 4 pacientes com DGF e 50 individuos controles. Em parénteses o numero de

individuos estudados para cada variante.

Posicédo

-694 -759 -790/-791
Consenso (Naville et al., 1997) AA AA CG
Pacientes GG (4) CC (4) GC (4)
Controles AA - 0% AA — 26% GC - 100%

AG —42% AC - 52%

GG - 58% CC-22%

A GTTCTGTGAC B 'GTTCTZéDTGAC

Figura 7. Sequenciamentos representativos de fragmentos da regido promotora do gene MC2R

mostrando as variag¢des existentes no nucleotideo -694. A: heterozigose AG; B: homozigose GG.
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A TTTGGCCEAG B TTTGGCCCIEUG

C ]TTTGG CC ClgnG

Figura 8: Sequenciamentos representativos de fragmentos da regido promotora do gene MC2R
mostrando as varia¢des existentes no nucleotideo -759. A: heterozigose AC; B: homozigose AA; C:

homozigotos CC.

80
666 6 c 6 ca dfeoc]jT oc

Figura 9: Sequenciamentos representativos de fragmentos da regido promotora do gene MC2R

mostrando a inversao de posi¢ao dos nucleotideos -790 / -791 (GC>CQG).
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O presente estudo apresenta os achados clinicos e as analises moleculares
dos genes MC2R, MRAP e AAAS em cinco familias com sindrome de resisténcia ao
ACTH, onde encontramos mutac¢des em trés destas familias.

Todos os pacientes com DGF apresentaram caracteristicas clinicas tipicas,
como deficiéncia de cortisol durante o periodo neonatal, exceto a paciente 4, que
apresentou manifestacées apenas aos 2 anos de idade. Apesar das manifestacbes
clinicas terem sido observadas precocemente em todos os pacientes, a doenca foi
diagnosticada durante a infancia. O diagnéstico tardio da DGF se deve,
provavelmente, aos sintomas inespecificos e a auséncia de perda de sal, além da
raridade da doenca que traz dificuldades ao diagndéstico. Dos 4 pacientes com DGF,
trés apresentavam estatura acima do percentil 97; sendo esta caracteristica
observada também na literatura e associada a presenca de mutacdes do MC2R
(Clark & Weber 1998; Elias et al., 2000). Os mecanismos que levam a associacao da
resisténcia ao ACTH com a alta estatura ndo estdo estabelecidos, ndo havendo
alteracdes do sistema GH/IGF-I, como demonstrado por Clark & Weber (1998).

A paciente 3 apresentou, aos 16 anos, caracteristicas clinicas tipicas de
sindrome do triplo A, obtendo melhora dos sintomas com o tratamento com glico e
mineralocorticéide. As manifestacbes da resisténcia ao ACTH em pacientes com
sindrome do triplo A podem apresentar-se de maneira dramatica, com hipoglicemias
e convulsdes, ou podem ocorrer de maneira mais amena, sem gque haja necessidade
de reposicao de glicocorticoides até a adolescéncia ou idade adulta (Houlden et al.,
2002) como é o caso da paciente 3. A deficiéncia de mineralocorticOide esta
presente em aproximadamente 15% dos pacientes com sindrome do triplo A, como
pode ser observado na paciente 3 pela atividade plasmatica de renina elevada. Além

disso, esta sindrome é frequentemente associada com uma grande variedade de
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alteracdes neuroldégicas (Huebner et al., 2000), como anormalidades progressivas
nos sistemas nervosos central, periférico e autondmico (Houlden et al., 2002) em
60% dos pacientes (Storr et al., 2005). Em concordancia com estas caracteristicas, a
paciente 3 apresentava fraqueza de membros inferiores, sendo que houve melhora
deste sintoma com a utilizacao de glico- e mineralocorticéides. Este dado sugere que
a manifestacdo de fraqueza muscular desta paciente poderia estar relacionada com
a deficiéncia de glico- e mineralocorticoide, como previamente relatado em pacientes
com doenca de Addison (Mor et al., 1987).

A paciente 3 apresentou também compressdo cervico-bulbar, porém a
associacdo desta manifestacdo e a mutacdo encontrada no gene AAAS necessita
ainda ser elucidada, pois ndo ha descricdo prévia desta alteracdo na literatura em
pacientes com sindrome do triplo A.

A analise molecular do gene MC2R da paciente 1 revelou a mutacao
p.Glyll6Val em homozigose. Seus pais e seu irmao assintomatico apresentaram a
mesma mutacdo em heterozigose. A glicina 116 do MC2R estéa localizada na terceira
hélice transmembréanica, a qual é a mais escondida dentre as hélices
transmembréanicas dos receptores acoplados a proteina G (Baldwin, 1993). Esta
conformacao propicia o contato da terceira hélice com as outras seis hélices (Eilers
et al., 2005), o que implica em uma funcéo crucial desta hélice na ativacdo destes
receptores (Chelikani et al., 2007). Dentro da superfamilia GPCRs, as hélices
transmembranicas sdo responsaveis por transmitir o sinal de ligacdo do ligante,
culminando com a ativacao da proteina G (Eilers et al., 2005). Estudos bioquimicos e
de mutagénese tém demonstrado que a ativacdo pelo ligante de muitos receptores
acoplados a proteina G causa mudancas na orientacdo das hélices

transmembréanicas 3 e 6 (Hamm, 2001). Algumas das hélices transmembranicas nos
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GPCRs sdo flanqueadas por residuos de glicina conservados, geralmente
localizados préximos a regido amino terminal (Baywater et al., 2001).

Em estudo comparativo dos receptores das classes A e D dos GPCRs, Eilers
et al. (2005) sugeriram a existéncia de micro-dominios conservados com funcdes
similares, localizados nas hélices transmembréanicas 3, 6 e 7. A glicina € um membro
do grupo-conservado de aminoacidos pequenos e fracamente polares da classe A
dos GPCRs, onde agrupam-se também a alanina, serina, cisteina e treonina (Eilers
et al., 2005). No caso do MC2R, ha uma conservacao entres espécies da glicina
116, como se pode observar na figura 10. Além disso, dentro da familia dos
receptores da melanocortina, na posi¢cdo da glicina 116 do MC2R, ha um residuo
serina para o0 MC1R humano e um residuo alanina para os MC3R, MC4R e MC5R
humanos (Clark & Cammas, 1996). Em adicdo, tem sido descrito mais de 80% de
conservacao deste grupo de aminoacidos pequenos e fracamente polares entre os
membros da classe A dos receptores acoplados a proteina G (Eilers et al., 2005).
Estes aminoacidos exercem acao importante como mediadores do contato entre as
hélices nos receptores acoplados a proteina G, que é essencial para a estabilizacéao

do receptor inativo na auséncia do ligante (Liu et al., 2004).
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A - MC2R

Homo sapiens Il 1 DSLFVLSLLGSIFSLSVIAADRY
Mus musculus Il DCMF I LSLLGSIFSLSVIAADRY
Bos taurus VVD SLFI LSLLGSICSLSVIAADRY
Canis familiaris Il MDSLF I LSLLGSIFSLSVIAADRY
Ratus novergicus Il'IT DCMFVLSLLGSI FSLSVI AADRY
Macaca mulatta Il 1l DSLFVLSLLGSIFSLSVIAADRY
B — Receptor da melanocortina humano

MC2R humano I I DSL FV SLLGSIFSLSVIAADRY
MC1R humano VIDVI TCSSMLSSLCFLGAI AVDRY
MC3R humano Il FDSMI CIl SLVASICNLLAIAVDRY
MC4R humano VI DSVICSSLLASICSLLSIAVDRY
MC5R humano VFDSMI CI SVVASMCSLLAI AVDRY

Figura 10. Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos do MC2R de diferentes espécies (A) e dos
receptores da familia de receptores da melanocortina humana (B). Os aminoéacidos fracamente
polares conservados (glicina, alanina, serina) na terceira hélice transmembranica estdo em negrito e
sublinhados.

A primeira mutacdo descrita na terceira hélice transmembrénica do MC2R foi
a troca da serina 120, aminoacido fracamente polar, pela arginina, aminoacido
positivamente carregado, (p.Serl120Arg), tendo sido esta mutacédo associada a DGF
(Tsigos et al., 1993). Posteriormente, o estudo funcional da variante p.Ser120Arg do
receptor MC2R demonstrou perda de funcéo deste receptor, ndo havendo producéo
de AMPc apés estimulo com ACTH (Penhoat et al., 2002). Outra mutacao ja descrita
na terceira hélice transmembranica do MC2R é a substituicdo da tirosina 245 por
uma cisteina (p.Tyr245Cys); esta mutacédo ndo tem uma funcao efetiva, mas parece
estar relacionada a ruptura da estrutura terciaria do MC2R, alterando o local de
ligacdo do ligante e/ou 0 acoplamento da proteina G pela introducéo de uma cisteina
extra (Fluck et al., 2002).

Uma grande dificuldade no estudo funcional do MC2R decorre da expressao

endogena deste receptor em células eucariodticas, o que impede a caracterizacao
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precisa da funcdo do MC2R transfectado (Weber et al., 1993, Naville et al.,1996; Wu
et al.,1998). Neste contexto, um grande avanco nos estudos funcionais do MC2R
ocorreu apoés a caracterizacdo de duas linhagens celulares, Y6 e OS3 (Schimmer et
al., 1995). Estas células sdo derivadas de uma linhagem de células de tumor
adrenocortical de camundongos (Y1) resistentes ao ACTH e que ndo expressam
nenhuma atividade enddgena do receptor da melanocortina, mas sdo capazes de
expressar o receptor de ACTH transfectado. Assim, tornou-se viavel a comprovacao
da relacdo causal entre as mutacdes do gene MC2R e a resisténcia ao ACTH, com a
demonstracdo de que as variantes resultam em perda de funcdo do MC2R. Elias et
al. (1999) utilizando as células Y6, demonstraram que varias mutacdes do MC2R
associadas com a DGF, como a S74l, 144M, e R146H, resultam numa resposta
diminuida na producado de AMPc em resposta ao ACTH. Demonstraram também que
outras mutacdes, como a R128C, D103N e T159K, resultam em um deslocamento
para direita da curva dose resposta ao estimulo com diferentes doses de ACTH [1-
24], denotando menor sensibilidade ao agonista (Elias et al., 1999).

Para investigar o efeito funcional da mutacéo p.Glyl1l6Val, realizamos estudo
in vitro, utilizando células Y6 transfectadas com receptor selvagem ou receptor
mutado estimuladas com ACTH. As células Y6 expressando MC2R selvagem
apresentaram geracao de AMPc de maneira dose-dependente, sendo que houve um
decréscimo da geracdo deste segundo mensageiro com a dose maior de ACTH (10°®
M). Este padrdo de resposta tem sido descrito para outros GPCRs (Birnbaumer et
al., 1992; Yasuda et al.,, 1997), indicando perda ou diminuicdo da eficacia do
agonista na ativacéo do receptor. E possivel que a dessensibilizagdo do MC2R seja
responsavel por isto, embora se saiba que o receptor selvagem néo apresenta esta

resposta, exceto em elevadas concentracdes de ACTH. Tem-se observado que em
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células de camundongo Y1 o MC2R dessensibiliza-se lentamente em resposta ao
ACTH (Baig et al.,, 2001). O estudo funcional do receptor MC2R p.Glyll6Val
mostrou uma diminuicdo da geracdo de AMPc quando estimulado com ACTH,
indicando que a mutacdo p.Glyll6Val afeta a traducdo de sinal levando a
resisténcia ao ACTH.

A andlise molecular do MC2R da paciente 2 ndo revelou nenhuma alteracéo
neste gene, porém ao analisarmos o gene MRAP observamos uma mutacdo em
homozigose com uma substituicdo de guanina por adenina (g.727G>A) no codon de
iniciacao (p.Metllle). Seus pais apresentaram a mesma mutacdo em heterozigose.
Esta mutacdo missense ja havia sido descrita por Metherell et al. (2005) em nove
pacientes de oito familias ndo relacionadas. Utilizando células CHO transfectadas
com o MC2R e com MRAP, estes autores mostraram que o MC2R interage com a
MRAP estando co-localizados tanto no reticulo endoplasméatico como na membrana
plasmatica. Mais recentemente, Roy et al. (2007) mostraram que o MC2R
isoladamente pode expressar-se na membrana plasmatica, mas € incapaz de ligar-
se ao ACTH e gerar AMPc, na auséncia da MRAP. Estes autores sugeriram que a
MRAP poderia facilitar a expressdo do MC2R na superficie celular de proteinas
essenciais para o acoplamento da proteina G e a expressao da adenilil ciclase.

Mutacdes nos coédons de iniciacdo de diferentes genes sao relativamente
incomuns quando comparadas com outros tipos de mutacdes. Contudo, estas
mutacdes tém sido descritas como causas de algumas doencas humanas (Beris et
al., 1993; Chen et al., 1994; Waye et al., 1997; Hayashi et al., 2007). Cddons de
iniciacao diferentes de ATG mostraram-se ineficientes em estudo utilizando células
eucaridticas (Kozak, 1989). Contudo, em condicées supra-fisiolégicas de Mg?* pode

haver reconhecimento de codons de iniciacdo diferentes de ATG, porém, com
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eficiéncia reduzida (Kosak, 1989). Estudos in vitro tém demonstrado que mutacdes
no cédon AUG impedem que a RNA polimerase reconheca o codon de traducao
inicial (Chen et al., 1994), podendo acarretar na traducdo do RNAmM a partir de um
coédon de iniciacdo subsequente, resultando em uma proteina truncada com perda
grave de funcdo. Geralmente, mutacdes no codon de iniciacdo de diferentes genes
estdo associadas a um fenotipo mais grave da doenca. Ja foi descrito que pacientes
com P talassemia apresentam anemia mais grave quando possuem mutacao no
codon de iniciagdo do gene f-globin (Waye et al., 1997). Mais recentemente, Yu et
al. (2006) mostraram que a mutacdo com troca da trinca ATG pela ATC, no codon de
iniciacdo do gene LPL resulta na reducdo da atividade catalitica da lipase
lipoproteica. Assim, a mutacdo p.Metllle no gene MRAP resultaria em um possivel
coédon de iniciacdo no coédon 59, levando a formacdo apenas da por¢cdo C-terminal
da proteina, provavelmente com perda significativa de sua funcao.

O diagnostico da sindrome do triplo A na paciente 3 foi confirmado pela
analise molecular do gene AAAS, que revelou uma mutacdo nova no exon 1, ¢.782-
783delTG. Diferentes mutacbes em homozigose e em heterozigose no gene AAAS
tém sido descritas em 95% dos pacientes com sindrome do triplo A de diferentes
etnias (Krumbholz et al. 2006; Metherel et al., 2006). Investigando 134 familias com
sindrome do triplo A, Krumbholz et al. (2006) identificaram 51 mutacdes distintas,
sendo que a maioria delas é do tipo nonsense, frameshift ou splice site; apenas 8
mutacdes do tipo missense foram identificadas. Como a funcéo da proteina ALADIN
ndo esta bem estabelecida, acredita-se que, devido a sua localizagcdo nos
complexos de poro nuclear, esteja envolvida no transporte nuleo-citoplasmatico
(Cronshaw & Matunis, 2003; Huebner et al. 2006; Krumbholz et al., 2006).

Estudando algumas variantes da ALADIN descritas em pacientes com sindrome do



61

triplo A, observou-se que esta proteina, quando mutada, pode apresentar-se em
regides ectopicas no citoplasma (Cronshaw & Matunis, 2003; Huebner et al. 2006).
Krumbholz et al. (2006) avaliando a mutacdo Q15K na proteina ALADIN, notaram
que, apesar desta mutacdo nao acarretar localizacao ectépica desta proteina, pode
culminar com alteracdes funcionais desta proteina, ratificando os achados de
Cronshaw & Matuins (2003), em que pelo menos os primeiros 47 aminoacidos desta
proteina ndo estao envolvidos com a localizagdo da ALADIN nos complexos de poro
nuclear, mas provavelmente sao criticos para a interacdo da ALADIN com outra(s)
proteina(s) essencial(is) para sua funcao.

Baseado em analises microscopicas de células de pacientes com sindrome
do triplo A, nenhuma alteracdo morfolégica pdde ser observada no nucleo, no
envelope nuclear ou nos complexos de poro nuclear, sugerindo que as mutacdes
encontradas no gene AAAS acarretam anormalidade funcional e nao estrutural nos
complexos de poro nuclear, onde se encontra a proteina ALADIN (Cronshaw &
Matunis, 2003).

Estudo realizado por Storr et al., (2005) mostrou expressdo aumentada de
RNAmM de AAAS no cortex adrenal e no sistema nervoso central, sendo mais
pronunciada no cortex cerebral, cerebelo, hipocampo e em ndcleos associados a
atividade motora, incluindo ndcleo do nervo craniano e corno ventral da medula
espinhal. Este estudo de expressdo confirma a participacdo da proteina ALADIN
tanto na adrenal como sua funcdo no sistema nervoso central, o que vai de encontro
com os achados clinicos da sindrome do triplo A, envolvendo diferentes sistemas. A
proteina ALADIN faz parte da familia de proteinas com repeticbes de triptofano e
aspartato (WD repeat protein), a qual possui uma grande variedade funcional

incluindo interacdes entre proteinas, traducdo de sinais, processamento de RNA,
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trafego vesicular, estrutura do citoesqueleto e controle da divisdo celular (Houlden et
al., 2002). A variabilidade da gravidade da doenca (Metherell et al., 2006) pode estar
relacionada com diferentes tipos de mutacdes em diferentes regides do gene,
podendo também ser consequéncia de fatores adicionais envolvidos na patogénese
desta doenca (Huebner et al., 2006).

A correlacéo entre fenoétipo da sindrome do triplo A e o gendtipo (mutacdes no
gene AAAS) nao esta bem estabelecida, contudo, pacientes com mutacdes do gene
AAAS que levam a formacdo de um codon de parada precoce parecem apresentar
um fendtipo mais grave, provavelmente, em conseqiéncia da perda de funcdo da
proteina truncada (Houlden et al., 2002). Assim, os achados clinicos de maior
gravidade da paciente 3, que apresenta a mutacao g.782-783delTG estdo de acordo
com a literatura.

A analise molecular dos pacientes 4 e 5 ndo mostrou nenhuma mutagao nos
genes MC2R, MRAP e AAAS. Este resultado vem ao encontro de estudos prévios
em que mais de 50% dos pacientes com DGF tém causa genética desconhecida até
o presente momento (Metherell et al., 2006). Recentemente, foi demonstrado que o
MC2R interage com a Nup50, uma proteina do complexo de poro nuclear (Fan et al.,
1997), sugerindo que esta interacao seja um novo mecanismo de acao do receptor
do ACTH (Doufexis et al., 2007). A participacdo de mutacdes da Nup50 como causa
da DGF ainda precisa ser estabelecida.

Nossos resultados da andlise molecular da regidao promotora do gene MC2R
revelaram trés alteracdes distintas tanto nos pacientes como em individuos
controles, envolvendo os nucleotideos -694, -759 e -790/-791. Mesmo nao sendo
usual associar mutacdes na regido promotora de genes como causa de doencas

humanas, polimorfismos em regibes promotoras de diferentes genes tém sido
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descritos como possiveis causas de doencas, como a sindrome de Von Hippel-
Lindau (Muscarella et al., 2007), esclerose sistémica (Balbi et al., 2007) e esclerose
amiotrofica lateral (Dierick et al., 2007).

Slawik et al. (2004) descreveram o polimorfismo CTC ou CCC na regido
promotora do gene MC2R, em seu sitio de inicio da transcri¢cdo, e observaram maior
relacdo ACTH/cortisol em resposta ao estimulo com fator liberador de corticotrofina
em individuos sadios homozigotos CCC/CCC, sugerindo uma reducdo da
sensibilidade ao ACTH nesses individuos. Utilizando estudo in vitro, Slawik et al.
(2004) demonstraram também que a expressdo de vetores contendo regiao
promotora do MC2R com a sequiéncia CCC resulta em menor atividade promotora,
quando comparada a sequéncia CTC. Esses dados sugerem que a atividade da
regido promotora do MC2R pode ser afetada por polimorfismos desta regidao. Naville
et al. (1997) caracterizaram a presenca de elementos responsivos a fatores de
transcricdo génica na regido promotora do MC2R humano, como APl e CRE. No
entanto, as substituicbes por noés encontradas ndo se localizam nas regifes
responsivas descritas até o presente momento e sao distintas daquela descrita por
Slawik et al. (2004). Assim, as alteracfes que encontramos na regiao promotora do
MC2R sugerem uma possibilidade de polimorfismo deste gene, cuja repercussao

funcional necessita ser elucidada.
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1. Observamos que a sindrome de resisténcia ao ACTH € geneticamente
heterogénea e pode acometer os individuos de diferentes formas. Descrevemos

mutacfes dos genes MC2R, MRAP e AAAS em segregacdo com esta sindrome.

2. Os resultados funcionais comprovam a perda de funcdo decorrente da
mutacdo p.Glyll6Val no gene MC2R, evidenciada pela diminuicdo da geracdo de
AMPc ao estimulo com ACTH, em células Y6 transfectadas com o MC2R normal e a

variante p.Glyl1l6Val.

3. As substituicbes que encontramos na regido promotora do MC2R sugerem
uma possibilidade de polimorfismo. Contudo, estudos futuros desta regido precisam

ser realizados para que se esclarecam suas implicacdes funcionais.
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ANEXO 1
Protocolo de extragcdo de DNA
1) Pipetou-se 200 pL da amostra em um tubo microtubo estéril de 1.5 mL.
2) Adicionou-se ao tubo 20 pL do QIAGEN Protease ou solugdo estoque de
Proteinase K e 200 pL do tampéao AL. Agitou-se no vortex por 15 segundos.
3) Incubou-se a 56°C por 10 minutos.
4) Adicionou-se 200 pL de etanol 96-100% ao tubo e agitou-se novamente.
5) A amostra foi transferida para a coluna QlAamp spin column, que estava
acoplada a um tubo de coleta, centrifugada a 6000g (8500 rpm) por 1 minuto e 0
tubo de coleta contendo o filtrado foi descartado.
6) Cuidadosamente, adicionou-se 500 pL do tamp&o AW1 na QlAamp spin
column que estava acoplada a outro tubo de coleta e centrifugou-se a 6000g
(8500 rpm) por 1 minuto. Descartou-se o tubo de coleta contendo o filtrado.
7) A seguir, adicionou-se mais 500 pyL do tampdo AW2 na QlAamp spin column.
Centrifugou-se na rotacdo de 9000g (13200 rpm) por 3 minutos e descartou-se 0
tubo de coleta contendo o filtrado.
8) A QIAamp spin column foi acoplada em outro tubo microtubo de 1.5 mL estéril.
9) Foram adicionados 200 yL do tamp&o AE na QIAamp spin column e incubou-
se a temperatura ambiente por 5 minutos, seguindo-se uma centrifugacdo a
6000g (8500 rpm) por 1 minuto. O filtrado, contendo o DNA extraido foi estocado

e mantido a —20°C, até o momento da realizacdo da PCR.

Protocolo de preparagcéo do gel de agarose 1%:
1 g de agarose

100 mL de Tampéo TAE 1X*

5 uL Brometo de Etideo 10 mg/mL.

Tampao TAE 50X

Tris base - 242 g

Acido Acético Glacial - 57,1 mL
EDTA (0,5 M; pH = 8,0) - 100 mL
Agua Destilada — 1 L
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Tabela 4 - Quantidades especificas de cada um dos reagentes utilizados nas reacdes de PCRs.

Gene exon Iniciador Iniciador Tampéo MgCl, dNTP Taq DNA DMSO
sense (10pM) | antisense (10 pm) 10X (50mM) | (10mM) | (5U/uL)
MC2R 2 3uL 6 uL 5uL 1,5uL luL 0,5uL 5uL | -
(codificadora)
MC2R 2,5uL 2,5uL 5puL 2uL 1puL 0,5 uL S5uL | ----e-
(promotora)
3 SuL SulL 5uL 1,5uL 1uL 0,5uL 5uL 5uL
4 2 uL 2 uL 5 uL 2 uL 1puL luL 5uL 5uL
MRAP 5 5uL 5uL 5pul 15uL | 1pL | o5uL | 5uL 5ul
6 5uL 5uL 5uL 1,5uL 1pL 0,5uL 5uL 5puL
AAAS lal6 5uL 5uL 5puL 1,5uL 1puL 0,5 uL S5uL | -----ee--

Protocolo de purificagdo com isopropanol 75%:

1) Adicionou-se a reagdo de sequenciamento 80 ul de isopropanol 75%;
2) Agitou-se em vortex;

3) Incubou-se em temperatura ambiente por 15 minutos;

4) Centrifugou-se em velocidade maxima por 20 minutos;

5) O sobranadante foi aspirado e descartado;

6) Adicionou-se 250 ul de isopropanol 75% e agitou-se em vortex;

7) Centrifugou-se novamente em velocidade maxima por 5 minutos;

8) Aspirou-se o sobrenadante;

9) O tubo contendo o precipitado foi deixado a 90°C por 1 minuto para secagem.




ANEXO 3

Meio LB (Luria-Betani)

1,0% triptona

0,5% extrato de levedura
1,0% NaCl

pH 7,0

Meio TY (Triptona e extrato de levedura)
20 g/L de triptona

5 g/L de extrato de levedura

5 g/L de NaCl

pH 7,0

Meio SOB (100 mL)
Triptona— 2 g

Extrato de Levedura—-0,5g
NaCl - 0,059

pH 7,0

Meio SOC (100 mL)

Para 10 mL de SOB adicionar:
Glicose 1M — 2 mL

MgCl, 1M — 100 pL
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ANEXO 4

E. coli eletrocompetentes

1) Colbnias de bactérias E. coli crescidas em meio LB (Luria-Betani) agar foram
cultivadas em meio Ty foram inoculadas e deixadas para crescimento por 16
horas (overnight).

2) As bactérias E. coli foram plagueadas em meio LB (Luria-Betani) agar e
deixadas para crescimento por 16 horas (overnight).

3) No dia seguinte, foi preparado o in6culo com meio Ty (Triptona e Extrato de
levadura) e inoculamos 1 colonia de E. coli a 37°C a 180 rpm por 16 horas.

4) Apos este periodo, inoculou-se 1,2 mL de cultura em 300 mL de meio Ty.
Incubou-se em temperatura ambiente por 3 horas. A seguir, as células foram
transferidas para 6 tubos de 50 mL e deixadas no gelo por 15 minutos.

5) Centrifugou-se a 0°C por 5 minutos a 5000 rpm. Desprezou-se o
sobrenadante.

6) Ressuspendeu-se o precipitado em 50 mL de agua milliQ estéril gelada, e
seguiram-se a agitacdo em vortex, centrifugacao e retirada do sobrenadante.

7) Ressuspendeu-se o precipitado em 30 mL de agua milliQ estéril gelada,
seguido de agitacdo, centrifugacdo e eliminagdo do sobrenadante. O conteldo
total foi agrupado em dois tubos.

8) Ressuspendeu-se o precipitado em 50 mL de agua milliQ estéril gelada, e
mais uma vez, seguiram-se as etapas de agitacéo, centrifugacao e descarte do
sobrenadante. O conteudo foi reunido em um anico tubo.

9) Em seguida, lavou-se o conteudo com 25 mL de glicerol 10% gelado (diluido
em agua). Esta lavagem foi seguida de centrifugacdo e descarte do
sobrenadante. Este procedimento foi repetido mais uma vez.

10) O conteudo foi aliquotado e congelado a -80°C (40 uL em cada tubo).
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ANEXO 5

Extragcdo do DNA plasmidial

1) Colocou-se 1,5 mL da cultura (item 8.4) em um microtubo e centrifugou-se em
velocidade maxima por 30 segundos a 4°C. A porgdo original da cultura ndo
utilizada foi estocada a 4°C.

2) Apos centrifugar, removeu-se 0 meio por aspiracdo, deixando o precipitado de
bactérias 0 mais seco possivel.

3) Este precipitado foi ressuspendido em 100 uL de solucéo alcalina de lise I (50
mM de glicose, 25 mM de Tris-Cl pH 8,0, 10 mM de EDTA pH 8,0) gelada, sendo
agitado em vértex vigorosamente.

4) Adicionou-se 200 pL de solucao alcalina de lise 1l (0,2 N NaOH, 1% SDS) a
suspensado, fechou-se bem o0s tubos para homogeneizar vertendo-os
rapidamente por 5 vezes. ApoOs este procedimento, os tubos foram deixados no
gelo.

5) Prosseguiu-se com a adicdo de 150 uL solucéo alcalina de lise Il (5 M de
acetato de potassio, acido glacial acético, H,O — 28,5 mL) gelada. Os tubos
foram novamente fechados e homogeinizados por meio de diversas inversoes.
Deixou-se no gelo por 3-5 minutos.

6) Em seguida, centrifugou-se o lisado em velocidade maxima por 5 minutos a
4°C e o sobrenadante foi transferido para outro tubo.

7) lgual volume de fenol-cloroformio foi adicionado, seguindo-se a agitacao,
centrifugacdo (5 minutos a 4°C) e transferéncia da fase aquosa para um tubo
limpo.

8) O acido nucléico do sobrenadante foi precipitado adicionando-se 2 volumes de
etanol a temperatura ambiente. A solucdo foi misturada em vortex e deixada em
temperatura ambiente por 5 minutos.

9) Centrifugou-se a solucdo da etapa 8 em velocidade maxima por 5 minutos a
4°C.

10) O sobrenadante foi removido por aspiracéo e o tubo deixado invertido sobre

papel filtro para secar.
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11) Adicionou-se 1 mL de etanol 70% ao precipitado e inverteu-se o tubo fechado
por diversas vezes. O DNA foi recuperado por centrifugacdo em velocidade
maxima por 2 minutos a 4°C.

12) Todo o sobrenadante foi removido e o tubo foi deixado aberto em
temperatura ambiente até que todo etanol remanescente tivesse evaporado.

13) O DNA foi dissolvido em 25 uL de TE (pH 8.0) e estocado a -20°C.
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ANEXO 6

Transfeccao

1) Células Y6 (10° células) foram plaqueadas em placas de cultura de 6 pocos,
em meio de cultura completo (acima descrito), até que atingissem 70-80% de
confluéncia.

2) No dia da transfeccdo, 5 ug de DNA, isto € plasmideo PCDNA3 contendo
MC2R normal e mutante G116V, foi diluido em 100 pL de meio sem soro.

3) Em seguida, diluiu-se 30 pL de lipofectina (Invitrogen) em 150 pL de meio
sem soro, a qual foi mantida em temperatura ambiente por 45 minutos.

4) O DNA plasmidial e a solucéo de lipofectina foram adicionados em um tubo
microtubo, agitados gentiimente e incubados por 15 minutos em temperatura
ambiente.

5) O meio de cultura foi removido e as células lavadas duas vezes com 2 mL de
meio sem soro. Apés este procedimento, o meio de lavagem foi aspirado.

6) Adicionou-se a mistura da etapa 5 2,7 mL de meio sem soro, misturou-se
gentilmente e, em seguida, esta solucdo foi pipetada na placa contendo as
células.

7) Incubou-se a 37°C em estufa de CO, por 10 horas.

8) Apos as 10 horas de incubacéo, retirou-se a solugdo de transfeccdo e 4 mL
de meio de cultura completo foram adicionados.

9) Apbs 72 horas, adicionou-se Geneticina (G418, Invitrogen) na concentracao
de 200 pg/mL.

10)As células transfectadas foram mantidas em cultura, com meio de cultura
completo contendo 200 pg/mL de Geneticina, com troca do meio a cada 4 dias.
11)Ap6s cerca de 20 a 25 dias de cultura, retirou-se o meio e as células foram
lavadas duas vezes com meio sem soro. As colonias de células foram
tripsinizadas individualmente e transferidas para placa de cultura de 24 pocos,
com 400 pL de meio de cultura completo contendo G418 (200 pg/mL).

12)Apo6s 7 dias, as células foram transferidas para placa de cultura de 6 pocos,
com 400 pL de meio de cultura completo contendo G418 (200 pg/mL).

13)Apds 7 dias, com confluéncia de 80%, as células foram transferidas para

frascos de cultura de 25 cm?.
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14)Os clones de células Y6 transfectadas com PCDNA3 contendo o receptor
normal e a variante G116V foram congelados, mantendo-se um dos clones que

foi utilizado para a realizagéo do estudo funcional.
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ANEXO 7

Protocolo de dosagem de AMPc: ensaio comercial cAMP
Enzymeimmunoassay Biotrak TM (EIA) System (dual range) (Amersham)

1) Células cultivadas em placas de 96 pocos (10* células/poco) por 24 horas a
37°C com 5% CO; e 95% de umidade foram incubadas por 60 minutos com 20 pl
de ACTH [1-24] em concentracbes variando de 10™*? a 10° ou incubadas com
forskolina 10° M.

2) A segquir, adicionou-se 20 ul de reagente de lise 1 (fornecido pelo ensaio
comercial) e incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente.

3) Transferiu-se 100 ul do lisado celular para a placa de ensaio.

4) Pipetou-se 100 ul do reagente de lise 1B e 100 ul do reagente de lise 2B nos
pocos NSB (ligacdo ndo especifica).

5) Pipetou-se 100 ul do reagente de lise 1B nos poc¢os zero do padrao.

6) Pipetou-se 100 ul de cada padréo nos pogos apropriados.

7) Pipetou-se 100 ul das amostras desconhecidas nos po¢os apropriados.

8) Pipetou-se 100 ul do anti-soro em todos 0s po¢os, exceto nos brancos e NSB.
9) Cobriu-se a placa, agitou-se gentilmente e incubou-se 3-5°C por 2 horas.
10)Cuidadosamente pipetou-ser 50 ul da peroxidase conjugada (CAMP-
peroxidase conjugate) em todos 0S pogos, exceto nos brancos.

11)Cobriu-se a placa, misturou-se gentilmente e incubou-se a 3-5°C por 60
minutos.

12)Aspirou-se e lavou-se todos os pocgos 4 vezes com 400 ul de tampéo de
lavagem, vertendo-se a placa em papel absorvente para que qualquer volume
residual fosse removido.

13)Imediatamente colocou-se 150 ul de substrato enzimatico em todos 0s pocos,
cobriu-se a placa e misturou-se em agitador de microplaca por 60 minutos em
temperatura ambiente (15-30°C).

14)Pipetou-se 100 pl 1.0 M de acido sulfurico em cada poco e foi feita a leitura

em densidade 6tica de 450 nm dentro de 30 minutos.
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Abstract

Objective: ACTH resistance syndromes are rare, autosomal, and genetically heterogeneous diseases that
include familial glucocorticoid deficiency (FGD) and triple A syndrome. FGD has been shown to
segregate with mutations in the ACTH receptor (MC2R) or MRAP gene, whereas mutations in the
triple A syndrome (AAAS, Allgrove syndrome) gene have been found in segregation with triple A
syndrome. We describe the clinical findings and molecular analysis of MC2R, MRAP, and AAAS genes
in five Brazilian patients with ACTH resistance syndrome.

Design and methods: Genomic DNA from patients and their unaffected relatives was extracted from
peripheral blood leucocytes and amplified by PCR, followed by automated sequencing. Functional
analysis was carried out using Y6 cells expressing wild-type and mutant MC2R.

Results: All five patients showed low cortisol and elevated plasma ACTH levels. One patient had
achalasia and alacrima, besides the symptoms of adrenal insufficiency. The molecular analysis of FGD
patients revealed a novel p.Glyl16Val mutation in the MC2R gene in one patient and p.MetlIle
mutation in the MRAP gene in another patient. Expression of p.Gly116Val MC2R mutant in Y6 cells
revealed that this variant failed to stimulate cAMP production. The analysis of the AAAS gene in the
patient with triple A syndrome showed a novel g.782_783delTGdeletion. The molecular analysis of
DNA from other two patients showed no mutation in MC2R, MRAP, or AAAS gene.

Conclusions: In conclusion, the molecular basis of ACTH resistance syndrome is heterogeneous,
segregating with genes coding for proteins involved with ACTH receptor signaling/expression or
adrenal gland development and other unknown genes.

Q3

European Journal of Endocrinology 159 1-10

Introduction 25% of FGD patients (1). The MC2R is a member of the

melanocortin receptor family in class A of the seven

Adrenocorticotropin (ACTH) resistance syndromes
include familial glucocorticoid deficiency (FGD) and
triple A syndrome, also known as Allgrove syndrome
(1). These syndromes are rare autosomal recessive
disorders characterized by early onset of primary
adrenocortical insufficiency (2). FGD was first described
by Shepard and colleagues (1959) (3) in two sisters
with Addison’s disease without mineralocorticoid
deficiency. Clinical onset is usually in the first year of
life, but it may occur later, and is accompanied by
failure to thrive, hypoglycemia, convulsions, and skin
pigmentation (2).

FGD is a genetically heterogeneous disease. FGD type
1 (OMIM no. 202200) includes patients with mutation
in the ACTH receptor gene (MC2R) that accounts for

© 2008 Society of the European Journal of Endocrinology

transmembrane domain G protein-coupled receptors
(GPCRs), and signals through the cAMP pathways by
stimulating adenylyl cyclase activity. The MC2R maps
to 18p11.2 and comprises two exons; exon 1 is
untranslated and exon 2 encodes the entire sequence
for the MC2R protein (4). Since the first report of MC2R
mutation (5), several other mutations in the coding
region of this gene have been described in segregation
with FGD (for review, see 1).

More recently, mutations in MRAP, a gene encoding a
small single-transmembrane domain protein known as
melanocortin 2 receptor accessory protein, have been
described in a subset of patients with ACTH resistance
syndrome, comprising FGD type 2 (OMIM no. 607398)
(6, 7). Human MRAP is located at 21q22.1 and codes
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for two MRAP isoforms, MRAP-o. and MRAP-, which
differentially regulate the function of MC2R (8). MRAP
mutations are present in 20% of patients with FGD (6).
In more than 50% of FGD patients, there is no known
molecular genetic defect. In three of these families,
linkage was shown to markers on chromosome 8q
(OMIM% 609197), confirming the genetic hetero-
geneity of the disease (9). The disease linking to
chromosome 8q was defined as FGD type 3.

Triple A syndrome (AAAS, Allgrove syndrome,
OMIM no. 231550) is a genetic disorder characterized
by a triad of adrenal insufficiency, achalasia, and
alacrima, first described by Allgrove et al. (1978) (10).
Patients with triple A syndrome usually present with
hypoglycemia due to adrenal insufficiency in the first
decade of life but it can become manifest as late as the
third decade of life (11). Some patients may have
progressive and disabling neurological manifestations
due to central, peripheral, or autonomic nervous
system involvement (12, 13), often associated with
mild mental retardation (11). Genetic linkage analysis
revealed a locus on chromosome 12ql13 as a critical
region in segregation with triple A syndrome (14).
Subsequently, a novel gene (AAAS), encoding a protein
of 547 amino acids named ALADIN (for alacrima/
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by Katsumata et al. (21). Eight pairs of primers were
used to amplify 16 exons of AAAS by PCR with the
following annealing temperature: exons 1 and 2, 55 °C;
exons 3 and 4, 57 °C; exons 5 and 6, 57 °C; exon 7,
57 °C; exon 8, 57 °C; exons 9 and 10, 55 °C; exons
11-14, 65 °C; and exons 15 and 16, 57 °C. Following
PCR amplification of each gene, automated sequencing
was performed on ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer,
using the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit,
according to the manufacture’s protocol (Perkin—Elmer
Applied Biosystems Division, Foster City, CA, USA).
The molecular analyses were compared with data-
bank information from Ensembl:ENSGO0O000185231
for MC2R, Ensembl:ENSGO0000170262 for MRAP, and
Ensembl:ENSGO0000094914 for AAAS.

MC2R expression vectors and stable cell line
generation

The full-length coding sequence of MC2R was amplified
by PCR from patient and control genomic DNA and
cloned into the expression vector pcDNA3.1/V5-His
TOPO (Invitrogen). The integrity of the DNA sequence
was confirmed by sequencing. Mouse Y6 cells, kindly
provided by Prof. Bernard Schimmer, University of

achalasia/adrenal insufficiency/neurologic disorder),a3 Toronto, were grown in DMEM—Ham's F-10 (vol/vol)
was identified as a molecular basis of triple A syndrome@3 with horse serum (15%), FBS (5%), and penicillin/

(13, 15). This protein belongs to the WD repeat family
of regulatory proteins, and is located in the nuclear
pore complexes (16). Though the function of ALADIN is
not yet known, it has been suggested that it could
regulate nucleocytoplasmic transport in specific cell
types and the development of specific tissues (17).
Homozygous and compound heterozygous mutations in
the AAAS gene have been identified in several patients
with triple A syndrome from different ethnic back-
ground (18, 19).

In this study, we aimed to describe the clinical findings
and molecular analysis of MC2R, MRAP, and AAAS of
five Brazilian patients with ACTH resistance syndrome.

Subjects and methods

Blood samples were obtained from five patients with
ACTH resistance syndrome and their relatives and also
from 50 control individuals. This study was performed
with informed consent and the approval of the
University Hospital Ethics Committee.

DNA extraction, PCR, and sequencing

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
leucocytes collected from affected patients and unaf-
fected relatives using QIAamp Blood Kit (Qiagen),
according to the manufacturer’s protocol. PCR con-
ditions and respective primers were based on previous
reports for MC2R (20) and MRAP (6). Amplification of
AAAS was performed using specific primers as reported

www.eje-online.org

streptomycin. Cells were transfected with pcDNA
expression vector containing normal orp.Glyl16Val
MC2R using Lipofectin Reagent (Invitrogen). Cells
were selected in the presence of G418 (200 pg/ml)
25 days after transfection, and resistant clones were
isolated by ringing. Positive clones expressing each
mutation were further cultured and tested for cAMP
generation.

ACTH stimulation

Y6 cells expressing the normal or p.Glyl16Val MC2R
were seeded into 96-well plates and grown until
70-80% confluence. On the day of the experiment,
cells were incubated with serum-free medium
containing 1 mmol/l 3-isobutyl-1-methylxanthine
with different concentrations of ACTH-(1-24) (10~ 12—
10~ ®mol/l) or forskolin (10~ > M) for 60 min. After
incubation, cells and medium were harvested and
cAMP was determined using cAMP Biotrak Enzyme
Immunoassay System (Amersham Biosciences).

Results

Clinical and molecular findings

Patient 1 The female patient from consanguineous
parents was born at term, with a birth weight of 3600 g
and length of 50 cm. In the neonatal period, she had
seizures associated with hypoglycemia and, at 1 year of
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age, she had respiratory distress and seizures. At the age of
4 years, she was admitted with fever, pneumonia,
vomiting, seizures, hypoglycemia (blood glucose:
25 mg/dl), and hypothermia (35.5 °C). On examination,
height was above the 97th percentile and generalized
excessive skin pigmentation was noticed. No clinical
evidence of deficient tear production or achalasia was
observed. The parents revealed that her old brother died at
10 months after an episode of convulsion. Biochemical
analysis showed cortisol deficiency (0.7 pg/dl) with
elevated ACTH (940 pg/ml) plasma levels. There was no
cortisol response to ACTH stimulation test. Plasma
17-hydroxyprogesterone levels were 100 ng/dl, within
the reference range. Since the diagnosis of FGD, the
patient has been maintained on glucocorticoid therapy
and appears to have normal growth, free from infections
or hypoglycemia, and reduction of skin pigmentation.

The molecular analysis of this patient revealed a
novel mutation in the exon 2 of the MC2R, with a
homozygous substitution of guanine by thymine
(g.1042G>T) that results in a substitution of glycine
by valine in codon 116 (p.Glyl16Val; Fig. 1), which is
located at the third transmembrane domain. Her
parents and her young healthy brother were hetero-
zygous for p.Gly116Val mutation.

Y6 cells expressing wild-type MC2R showed a dose—
response pattern of cAMP generation when stimulated

760 *
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with different doses of ACTH, however, p.Glyl16-
ValMC2R failed to generate cAMP (Fig. 2).

Patient 2 The female patient from non-consanguineous
parents was born at term with a birth weight of 4500 g
and length of 55 cm. She showed neonatal jaundice
and, at 11 months old, she had convulsions with
hypoglycemia and history of recurrent infections. On
examination, at 1 year and 10 months, she had height
above the 97th percentile, generalized skin pigmenta-
tion, and no remarkable neurological findings. Bio-
chemical analysis showed undetectable basal cortisol
with elevated plasma ACTH level. There was no cortisol
response to ACTH stimulation test. Glucocorticoid
treatment improved her symptoms.

The molecular analysis of MC2R gene of this patient
showed no alteration. MRAP gene analysis showed a
homozygous mutation with a substitution of guanine by
adenine (g.727G>A; Fig. 3) in the initiation codon
(p.Met1lle). Her parents were heterozygous for the same
MRAP mutation.

Patient 3 The female patient was born from con-
sanguineous parents, and at 16 years of age, she
showed body weight loss, nausea, vomiting, hyporexia,
excessive pigmentation of the tongue and skin,
weakness, adynamia, and dizziness. She also presented
with lower limb weakness. Her history revealed that she

3

T CTTGGCTTCOC
Control
300 2 370
T GCTTGT ET '€ £ TG € TT 6 QT € C

Patient 1 T

360
TGECITTEGET CC

Mother

e

Father

330
TGCTTSG 6CT CC

Brother  kigure 1 Representative direct sequencing of

MC2R gene showing the homozygous mis-
sense mutation (g.1042G>T) in exon 2, that
results in a substitution of glycine by valine in
codon 116 in patient 1 (p.Gly116Val). Her
parents and her brother showed a hetero-
zygous p.Gly116Val MC2R mutation.
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Figure 2 cAMP responses of Y6 cells transfected with wild-type MC2R or the variant G116V to various concentrations of ACTH-(1-24).
Points represent the mean +s.p. for three independent experiments in which each point was determined in duplicate.

had always cried with few tears and the Schirmer test
confirmed alacrima. Achalasia was diagnosed by
manometry. The laboratory findings revealed elevated
ACTH plasma levels (2140 pg/ml), low serum cortisol
(<1.2 pg/dl), low serum DHEA-S (<3.9 pg/dl), and

AAAS revealed a novel g.782_783delTGbase deletion in
exon 1 (Fig. 5), which introduces a premature stop
codon at position 19. Her mother was heterozygous for
the same AAAS gene mutation.

Patient 4 The female patient from consanguineous

elevated plasma renin activity 19.9 ng/ml per h withs parents was born at term with a birth weight of 3000 g.

serum sodium and potassium of 132 and 5.2 mEq/l,
respectively. MRI of the brain and spinal cord revealed
bone deformity of the foramen magnum and left atlas
arch, causing a slight cervicomedullary compression
(Fig. 4). Upon gluco- and mineralocorticoid replace-
ment, she had an improvement of the symptoms. She
died of unknown causes at the age of 17 years.

The molecular analysis of this patient showed no
alterations in MC2R and MRAP genes. The analysis of

480 £40

At 2 years of age, she had pneumonia and convulsions,
which were followed by recurrent infections. At the age
of 6 years, she was diagnosed as having rheumatic fever.
No clinical evidence of deficient tear production or
achalasia was noted. She had four dead brothers (two
died of pneumonia before 2 years old and two died of
unknown causes) and five healthy siblings. At the age of
7 years, she was admitted with excessive skin
pigmentation, dehydration, and nausea. Laboratory

G A CATG GC C A & G A CATA GC C A
Control Patient 2
&) M
390 190
G4 € AT 86 C C & A G AC ATG G C C A A
Father Mother
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Figure 3 Representative direct sequencing of
MRAP gene showing the homozygous mis-
sense mutation (g.727G > A) in patient 2. Her
parents were heterozygous for this mutation
in the MRAP gene.
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Figure 4 (A) Axial CT scan of the skull base. Bone deformity of the foramen magnum and left atlas arch (*), causing a slight compression of
cervicomedullary junction (white arrow). (B) Axial T2-weighted MR image, posterior cranial fossa level. Left vertebral artery slightly dilated

and tortuous (white arrow), causing small medullary compression (*).

analysis showed undetectable plasma cortisol levels
with no responses after ACTH stimulation. Basal ACTH
plasma levels were high (10 670 pg/ml). Sodium,
potassium, and glucose plasma levels were 140, 4.1,
and 49 mg/dl respectively. A second laboratory re-eva-
luation, at the age of 13 years, confirmed the
undetectable basal and ACTH stimulated plasma
cortisol. Plasma 17-hydroxyprogesterone and aldoster-
one levels, and plasma renin activity were 30 ng/dl,
6.2 ng/dl, and 2.6 ng/ml per h respectively. Computer-
ized tomography showed adrenal atrophy with no other
abnormality. She has been on glucocorticoid therapy
since 7 years of age with improvement of the symptoms.

The molecular analysis of MC2R, MRAP, and AAAS
genes of this patient showed no alterations.

] <+

130
MG C

Control

Patient 3

Patient 5 The female patient, born from non-
consanguineous parents, showed seizures associated
with hypoglycemia and jaundice, and skin pigmenta-
tion in the neonatal period. On examination, at the
age of 10 months, her height was above the 97th
percentile and she had mild skin pigmentation.
Biochemical analysis showed undetectable basal
cortisol levels (0.1 pg/dl) with elevated plasma
ACTH (2970 pg/ml). Plasma 17-hydroxyprogester-
one, aldosterone, plasma renin activity, and sodium
and potassium were 4 ng/dl, 4.8 ng/dl, 1.6 ng/ml per
h, 137 mEq/l and 5.3 mEq/l respectively. Ultra-
sonography showed no urogenital morphological
abnormality. Glucocorticoid treatment improved her
symptoms. The molecular analysis of MC2R,

130
i A C

Figure 5 Representative direct sequencing
of AAAS gene showing the homozygous
deletion g.782_783delTG in exon 1. Her
mother was heterozygous for
g.782_783delTG mutation.
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MRAP, and AAAS genes of this patient showed no
alterations.

None of the mutations described in the present study
was found in control individuals.

Discussion

In the present study, we report the clinical findings and
molecular analysis of four patients with FGD and one
patient with triple A syndrome. We found mutations in
the MC2R, MRAP, and AAAS genes in three patients and
no molecular alterations in these genes in two patients.

With the exception of patient 4, all patients with FGD
showed the typical clinical findings of severe cortisol
deficiency during the neonatal period. Patient 4 showed
pneumonia and convulsions, followed by recurrent
infections at 2 years of age. In spite of the early clinical
manifestations observed in all FGD patients, the disease
was diagnosed only during infancy or childhood, as
previously reported (2). The delay of the diagnosis of
FGD may be due to the non-specific symptoms and
absence of salt loss, and also due to the rarity of the
disease. Three out of four patients with FGD had stature
above the 97th percentile, a clinical finding already
reported in the literature, although its association with
ACTH receptor function has not yet been clarified (22).

Patient 3 presented at 16 years of age with the typical
clinical findings of triple A syndrome, which were
improved by glucocorticoid and mineralocorticoid
treatment. Manifestations of ACTH resistance in
patients with triple A syndrome may present in a
dramatic fashion with hypoglycemia and seizures or
may be less severe and not necessitate glucocorticoid
replacement until the teenage years or later (23), as
observed in this patient. Mineralocorticoid deficiency
may be present in about 15% of patients with triple A
syndrome, as demonstrated by the elevated plasma
renin activity in patient 3. Moreover, this syndrome is
frequently associated with a variety of neurological
disorders, such as progressive central, peripheral, and
autonomic nervous system abnormalities, in 60% of
triple A syndrome patients (14, 23). In accordance with
these features, patient 3 showed lower limb weakness,
which improved by steroid treatment, suggesting that
this clinical finding, in this case, might be related to
gluco- and mineralocorticoid deficiencies, as previously
reported in patients with Addison’s disease (24). The
causal relationship between medullary compression
present in this patient and AAAS mutation remains to
be elucidated, since this manifestation has not been
described in other triple A patients from the literature.

The molecular analysis of MC2R from patient 1
revealed the p.Glyl1l6Valhomozygous mutation. Her
parents and her healthy young brother were hetero-
zygous for this mutation. Glycine 116 of MC2R is
located in the third transmembrane domain, which is
the most buried transmembrane domain in the
structural arrangement of the GPCR (25), playing a

www.eje-online.org
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critical role in receptor activation (26). In fact,
mutagenesis and biochemical studies have demon-
strated that activation of several GPCRs by ligand
binding causes changes in the orientation of trans-
membrane domains 3 and 6 (27).

Glycine is a member of a group of small and weakly
polar amino acids that are conserved among the class A
GPCR family, other members being alanine, serine,
cysteine, and threonine (28). In the case of MC2R, there
is an interspecies conservation of glycine 116, as shown
in Fig. 6. Moreover, in the melanocortin receptor family
at the equivalent position to glycine 116, there is a
serine residue in human MCIR and an alanine residue
in human MC3R, MC4R, and MC5R (29). In addition,
more than 80% of group conservation of these small
and weakly polar amino acids among other class A
GPCR members has been described (28). These amino
acids play an important role in mediating helix—helix
contact in the GPCRs, which is essential for receptor
stabilization in an inactive conformation in the absence
of ligand (30). It is interesting to note that changing of
serine 120, also a weakly polar amino acid located at
the third transmembrane domain of MC2R, to a
positively charged arginine (p.Ser120Arg) was shown
to be associated with FGD (31). Functional study of
p.Ser120Argmutated MC2R demonstrated loss of
function of the receptor, with no cAMP production
after ACTH stimulation (32). Therefore, the substitution
of glycine at codon 116 by valine, a hydrophobic amino
acid, in the ACTH receptor, as found in patient 1, is
likely to impair its function, leading to ACTH resistance.

To investigate the functional effect of p.Glyl1l6Val
mutation, we carried out in vitro ACTH stimulation
using Y6 cells transfected with wild-type and mutant
receptors. Wild-type MC2R showed cAMP generation in
a dose-response pattern, though a decrease of cAMP
generation was observed at the highest dose of ACTH.
This pattern of response has been described for other
GPCRs (33, 34), indicating loss or decrease of agonist
efficacy in receptor activation. It is possible that
desensitization of the MC2R may account for this,
although it is notable that the wild-type receptor does
not show this response except possibly at high ACTH
concentrations, and in mouse Y1 cells, this receptor has
been shown to desensitize relatively slowly in response
to ACTH (35). Functional study of p.Gly116Val mutated
MC2R showed a decreased cAMP generation when
stimulated with ACTH. Therefore, this result confirms
that the p.Gly116Val mutation affects signal transduc-
tion leading to ACTH resistance.

The MC2R molecular analysis of patient 2 did not
show alteration of this gene. However, the molecular
analysis of MRAP demonstrated a homozygous
mutation with a substitution of guanine by adenine
(g.727G>A) in the initiation codon (p.MetlIle). This
missense mutation was previously described by Mether-
ell et al. (6) in nine patients from eight families. In their
study, they showed that MRAP and MC2R interact and
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A -MC2R

Homo sapiens 1 1T DS L F V L S
Mus musculus I T b CcCMF I L S
Bostaurus vvbD S L F I L S
Canis familiaris 1 MD S L F I L S
Ratus novergicus 1 1T D C MU F V L S
Macaca mulatta 1 1T DS L F V L S

B — Human melanocortin receptor

Human MC2R I 1 b S L F V L S
Human MC1R vi D Vv 1 T C S S
Human MC3R I F D S M1 C I S
Human MC4R vi D S v 1 C S S
Human MC5R VFD S MI1I C 1 S
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L L GG ST F S L S VI AADRY
L L G S 1TFSL S VI AADRY
L L G S 1IT CSL S VI AADRY
L L G S 1T F S L S VI1I AADR RY
L L G S 1T F S L S VI1I AADR RY
L L GG S 1T F S L S VI1I AADR RY
L L GG S 1T F S L S VI1I AADRY
ML S S L C L G A1 AVDRY
L VA S I CNULIUL AT AVDRY
L L AS 1T CSULU LS I AVDRY
V VA § MC S L L A1 AV DRY

Figure 6 Alignment of the amino acid sequences of the (A) MC2R from different species and (B) human melanocortin receptors. Conserved
weak polar amino acids (glycine, alanine, and serine) in a region of the receptors within the third transmembrane domain are highlighted in

bold and underlined letters.

are co-localized in the endoplasmic reticulum and
plasma membrane.

Though not frequent, mutations in the initiation
codon have been reported as a cause of human diseases
(36—38). It has been demonstrated that initiation at
non-AUG codons is inefficient in eukaryotic cells (39). It
has been shown in vitro that mutation at the initiation
AUG prevent the RNA polymerase from recognizing the

splice site with some missense mutations (23, 41).
Though the function of ALADIN is not yet well
established, this protein localizes in the nuclear pore
and is involved in the nucleocytoplasmic transport
(17, 18, 42). Studying natural variants described in
triple A syndrome, a mislocalization of mutant ALADIN
proteins in the cytoplasm was demonstrated (17, 42).

Storr et al. (43) showed high expression of AAAS

translation start codon (36). Mutations in the initiation@ mRNA in the adrenal cortex and CN (CNS), mostly in

codon may lead to a translation of mutant mRNA from
a subsequent in-frame initiation codon, resulting in a
truncated protein with a predictable severe loss of
function. In patients with B-thalassemia, more severe
anemia has been associated with different mutations
in the initiation codon of the (-globin gene (37). More
recently, Yu et al. (40) showed that M1I mutation, due
to a change of ATG to ATC, in the initiation codon of LPL
gene results in a reduced catalytic activity of lipoprotein
lipase. Taking into account these reports, we can
assume that mutation at the initiation codon of
MRAP would result in a loss of the N-terminus of the
protein, which would probably be non-functional,
leading to the ACTH resistance in patient 2.

The diagnosis of triple A syndrome in patient 3 was
confirmed by molecular analysis of AAAS, which
revealed a novel g.782_783delTGbase deletion in exon
1. Her mother was heterozygous for the same AAAS
gene mutation. Homozygous and compound hetero-
zygous AAAS gene mutations have been described in
95% of the patients with triple A syndrome from
different ethnic backgrounds (1, 18). The majority of
mutations in AAAS gene are nonsense, frameshift, or

the cerebral cortex, cerebellum, hippocampus, motor-
associated nuclei of the brainstem including cranial
nerve nuclei, and ventral horn of the spinal cord. This
pattern of expression confirms the role of ALADIN in the
adrenal and CNS function and agrees with the clinical
features of triple A syndrome. However, the wide variety
and severity of clinical findings in triple A syndrome (1),
the absence of phenotype resembling human disease in
Aaas—/— in mice, indicate that additional factors may
be involved in the pathogenesis of this disease (42).

Molecular analysis of DNA from patients 4 and 5 did
not show mutation in MC2R, MRAP, and AAAS genes.
This result is in accordance with previous report that
about 50% of FGD has unknown genetic cause (1).
Recently, it was shown that MC2R interacts with
Nup50, a nuclear pore complex protein (44 ), suggesting
that this interaction could be a novel mechanism of
action of ACTH receptor (45). The participation of
changes in Nup50 function as a cause of ACTH
resistance syndrome remains to be established.

In conclusion, we describe five patients with ACTH
resistance syndrome with heterogeneous clinical find-
ings, suggesting that excluding congenital adrenal

www.eje-online.org
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hyperplasia, this rare syndrome should be investigated

in

infants and children with congenital adrenal

insufficiency. Furthermore, besides genes already
known to be involved in the FGD pathogenesis, other
accessory proteins to ACTH receptor function may also
underline the molecular basis of this disease.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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