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RESUMO

A forma renal do pseudohipoaldosteronismo tipo 1 (PHA1) caracteriza-se por
perda de sal no periodo neonatal secundaria a uma resisténcia renal a agao
dos mineralocorticéides. A forma renal do PHAL1l ocorre por mutactes
inativadoras no gene do receptor do mineralocorticoide (MR). No presente
estudo avaliamos a possibilidade de um efeito fundador para a mutacdo MR
p.R947X em familias turcas e uma familia brasileira com PHAL. A analise de
marcadores flanqueando o gene do MR mostrou diferentes haplétipos
segregando com a mutacdo em cada familia. Excluimos, portanto, a
possibilidade de efeito fundador desta mutacado, caracterizando o primeiro hot
spot mutacional no gene do MR. Avaliamos, também, se os polimorfismos MR
c.-2G>C, oENaC p.C618F e BENaC p.G442V poderiam influenciar os
diferentes fenotipos obserados nos individuos brasileiros portadores da
mutacdo MR p.R947X. Todos os individuos estudados foram homozigotos para
os alelos mais frequentes destes polimorfismos, descartando-se a participacéo
destes polimorfismos na variabilidade fenotipica destes individuos. Realizamos
0 estudo funcional das mutacées MR p.R947X e da mutagcdo MR p.L848P,
encontrada em outra familia com PHAL. A andlise transcricional, realizada em
culturas de células RCSV3 transfectadas com o MR nativo ou com o0s
receptores mutantes evidenciou a auséncia de atividade transcricional induzida
pela aldosterona para a mutacdo p.R947X e transativacao significativamente
reduzida do receptor mutante MR P848. Adicionalmente, estudamos a
expressdo de genes responsivos a aldosterona (SGK1, SCNN1A e GILZ), em
células HK transfectadas com os MR nativo e os mutantes MR X947 e MR
P848. Nas células transfectadas com os receptores mutantes, o padrdo de
expressao destes genes foi diferente do padréo observado com o MR nativo,
nao tendo sido observado incremento significativo da expressao génica com 0s
receptores mutados. Desta forma, a atividade transcricional reduzida
observada nos receptores mutantes MR X947 e MR P848, comprova a

participacdo destas mutacdes no fendétipo do PHAL.



Summary

The renal form of pseudohypoaldosteronism type 1 (PHA1) is a rare genetic
disease characterized by neonatal renal salt wasting resulting from a renal
resistance to aldosterone. Loss-of-function mutations in the mineralocorticoid
receptor (MR) gene are associated with the renal form of PHAL. In this study,
we investigated the presence of a founder effect for the mutation MR p.R947X
in Brazilian and Turkey families with PHALl. The analysis of microsatellites
flanking the MR gene locus and intragenic MR polymorphisms showed different
haplotypes segregating with the MR p.R947X mutation in each family.
Therefore, we excluded the possibility of a founder effect for this mutation and
we described the first mutational hot spot in the MR gene. We studied the
association among the polymorphisms MR c.-2G>C, aENaC p.C618F and
BENaC p.G442V with large phenotypic variability observed in the carriers of the
MR p.R947X mutation. All subjects were homozygous for the common alleles of
these polymorphisms. Therefore, these polymorphisms were not associated
with the different phenotypes observed. We performed the functional analysis of
the mutation MR p.R947X and the mutation MR p.L848P, found in another
family with PHAL1. We observed impaired transcriptional activity of the mutant
MR P848 and abolished transactivation of the mutant MR X947 in comparison
with the wild type receptor in transfected RCSV3 cells. In addition, we analyzed
the expression of responsive genes to aldosterone (SGK1, SCNN1A e GILZ) in
HK cells transfected with either the wild type MR or the mutants MR X947 and
MR P848. The pattern of genetic expression observed in cells transfected with
the mutants MR was significantly different of the pattern observed in wild type
ones. The expression of SGK1, GILZ and SCNN1A did not increase after the
aldosterone estimulation in cells transfected with the mutants MR. In
conclusion, the reduced transcriptional activity observed for the mutants MR
X947 and MR P848 supports the major role of these mutations in the phenotype
of PHAL.
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Os mineralocorticoides sdo horménios esterdides envolvidos na regulagéo
de sddio e agua, por meio da regulacdo do transporte de sédio nos tecidos
epiteliais. A aldosterona é o principal mineralocorticdide humano e
desempenha um papel crucial na regulacdo da pressao arterial e da
homeostase eletrolitica. Sua ag&do principal ocorre pela interacdo com um
receptor intracelular especifico, o receptor do mineralocorticéide (MR) (Booth et
al., 2002; Sartorato, 2003; Geller, 2005). O MR é reconhecido como um fator de
transcricdo atuante em varios processos fisiologicos.

A presenca de receptores especificos mediando a a¢do da aldosterona e
outros esterbéides adrenais na bexiga de sapos foi descrita originalmente em
1964 (Porter & Edelman, 1964). Estudos de ligacdo de aldosterona marcada
com tricio caracterizaram um receptor com afinidade elevada pela aldosterona,
gue atuava como regulador maior da reabsor¢éo renal de sodio (Funder et al.,
1972). Analisando tecido renal de ratos, dois tipos de receptores de
corticoesterdides foram descritos e identificados como tipo | (MR) e tipo Il
(receptor do glicocorticéide ou GR) (Marver et al., 1974). O DNA complementar
(cDNA) do receptor do mineralocoricoide humano (hMR) foi clonado em 1987
a partir de uma “biblioteca” de cDNA renal (Arriza et al, 1987) e posteriormente
foi clonado e caracterizado em diferentes espécies de anfibios, aves, peixes e
mamiferos (Pattel et al, 1989; Greenwood et al., 2003, Pryce et al., 2005). Na
tltima década foram identificados co-reguladores que medeiam a acdo do MR
sobre a transcricdo de genes-alvo (Fuse et al.,, 2000; Zennaro et al., 2001;

Pascual Le Tallec et al., 2003; Obradovich et al., 2004).
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Estrutura Molecular do MR

O MR pertence a superfamilia dos receptores nucleares, da qual fazem
parte 0s outros receptores de hormbnios esteréides (glicocorticéides,
progesterona, estrogénio e androgénios), 0 receptor dos hormoénios
tireoidianos, o receptor do &cido retindico, o receptor da vitamina D e os
chamados receptores nucleares Orfaos cujos ligantes ainda nao foram
identificados (Evans, 1988; Danielian et al., 1992). O MR age como um fator de
transcricdo dependente da ligacdo ao hormoénio (aldosterona), exercendo seus
efeitos por meio da indugdo ou repressdo de genes-alvo especificos
(Mangelsdorf et al., 1995).

O gene do MR estd localizado no cromossomo 4qg31.1 e possui
aproximadamente 450 quilobases (kb), sendo é composto por dez exons
(Figura 1). Os éxons 1a e 1B correspondem a sequéncia 5 ndo traduzida, onde
estdo localizadas duas regides promotoras distintas. A proteina é codificada
pelos exons 2 a 9 e, & semelhanca de todos os membros da superfamilia dos
receptores nucleares, 0 MR possui trés dominios funcionais maiores: dominio
amino-terminal (NTD), dominio central de ligacdo ao DNA (DBD) e um dominio
carboxi-terminal de ligagdo ao horménio (LBD). O NTD do MR é codificado pelo
éxon 2, que contém 2 pares de bases da regido 5" nao transcrita e 1757 pares
de bases de sequéncia codificada. Dois exons pequenos, 3 e 4, codificam os
dois dedos de zinco do DBD. O LBD ¢ codificado pelos exons 5 a 9 (Figura 1)
(Zennaro et al., 1995, Pascuall-Le Tallec & Lombes, 2005).

O NTD do MR possui 602 aminoacidos cuja sequéncia apresenta pouca
homologia com o0s outros receptores esterdides. Entre diferentes espécies,

entretanto, o NTD do MR é bastante conservado e apresenta mais de 50% de
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homologia, sugerindo especificidade funcional. Dois dominios funcionais de
ativacdo AFl-a e AF1-b, compreendendo os residuos 1 a 167 e 445 a 600,
respectivamente e um dominio central de inibicao (residuos 163 a 437) foram
descritos recentemente (Pascual-Le Tallec et al., 2003). Estes dominios do
NTD recrutam diferentes co-reguladores responsaveis por modular
seletivamente a atividade transcricional do MR, sendo, desta forma,
determinantes importantes da especificidade do receptor (Pascual-Le Tallec et

al., 2005).

Gene

P \ . ; ’ }_3

MRNA \AJe

. NTD S pBD LBD ..
Proteina
1 167 445 ., 601 677 . 984

[aF1a [ b | ] [AF2)

e | |
Fosforilacéo v42v73|y119 Y502 ||S601
NLS, NES NLS, NLS,
Sumoilagao K89 K399K428 K494 K953
Acetilagao K677
Ubiquitinacao K367 K715

Figura 1. Representagdo esquematica da estrutura do hMR apresentando o gene do MR,
RNAm, proteina, dominios funcionais e modificacdes pds traducionais. As localizacdes de
aminodcidos-alvo para fosforilacdo, acetilagdo, sumoilacdo e ubiquitinacdo séo indicadas. AF:
dominio de ativacdo funcional. NLS: sinal de localizacdo nuclear. NES: sinal de exportacédo
nuclear. (modificado de Viengchareun et al., 2007).

O DBD do MR possui 66 aminoacidos, é altamente conservado e
apresenta cerca de 90% de homologia entre o0s receptores esterbides.

Caracteriza-se  estruturalmente por duas «a-hélices perpendiculares,
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coordenadas por um ion zinco que interage com quatro residuos cisteina
(dedos de zinco). O primeiro dedo de zinco possui uma regido conhecida por “P
Box,” que é responsavel pela interagdo com elementos responsivos ao
hormoénio (HRE) no DNA dos genes-alvo. No segundo dedo de zinco esti
localizada a regido “D box”, responsavel pela dimerizagdo do receptor (Liu et
al., 1995). Regibes de sinalizagdo nuclear (NSL1) e de exportagdo nuclear
(NES) também foram identificadas na regido carboxi-terminal do DBD e entre
os dedos de zinco, respectivamente (Black et al., 2001). Existe uma grande
similaridade estrutural e funcional entre o DBD do MR e o DBD do GR. Desta
forma, mecanismos complexos de recrutamento de co-reguladores estdo
envolvidos na diferenciagdo de suas atividades transcricionais (Pascual-Le
Tallec & Lombés, 2005).

O LBD do hMR é um dominio complexo e multifuncional composto por 251
residuos e apresenta 60% de homologia com outros receptores esteréides e
mais de 85% de homologia com 0 MR de outras espécies (Pascual-Le Tallec &
Lombés 2005). Sua agdo consiste em ligagdo hormonal especifica e traducdo
da mensagem hormonal em respostas transcricionais especificas. A estrutura
tridimensional do LBD do MR foi descrita recentemente e € caracterizada por
onze a-hélices e uma B-fita, formando trés camadas antiparalelas (Bledsoe et
al., 2005; Fagart et al., 2005). Na auséncia do ligante, o LBD apresenta sitios
de interacdo com proteinas de choque térmico (HSP) como HSP 90, HSP 70 e
imunofilinas (Binart et al., 1991, Pratt et al., 1997). Ao se ligar a aldosterona,
estas interacdes sao perdidas, sendo exposto o sinal de localizagdo nuclear
(NLS2) que é responséavel pela translocacdo do receptor ativado (Lombés et

hY

al.,, 1994; Nishi et al., 2001). Adicionalmente a descricdo da estrutura
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cristalogréfica, foram caracterizados os residuos responsaveis pela interacao
do LBD a aldosterona. Os residuos Glicina 776 na a-hélice H3 e Arginina 817
no final da a-hélice H5 mantém contato direto com o grupo 3-cetona da
aldosterona. O residuo Asparagina na a-hélice H3 estabiliza o grupo 18-
hidroxila do esterdide e outros residuos nas a-hélices H6, H7 e H10 mantém
contato direto com a aldosterona (Rogerson et al., 2007; Viengchareun et al.,
2007).
O MR possui um dominio de ativacao funcional (AF2) que é ativado apos
a ligacédo da aldosterona a bolsa hidrofébica do LBD. Esta bolsa hidrofébica é
constituida pelas a-hélices H3, H4, H5 e H12. O AF2 é composto por 30
aminoacidos na o-hélice H12, sendo esta seqUéncia capaz de recrutar a
maquinaria transcricional (Hollenberg & Evans, 1988; Pascual Lé-Tallec &
Lombés, 2005). Este dominio funcional é altamente conservado entre 0s
receptores esterodides. Apds a ligacdo ao horménio, ocorre uma alteracdo
conformacional do receptor, com rotagdo da o-hélice H12. Esta rotagéo leva a
oclusdo da bolsa de ligagdo e posterior rearranjo das a-hélices H3, H5 e H11,
expondo um sulco hidrofébico na superficie do LBD. Este sulco hidrofébico
atua como uma superficie de ancoragem para co-ativadores transcricionais que
possuem um “NR Box” definido pela sequéncia de aminoacidos LXXLL
(L=leucina e X= qualquer aminoacido) (Heery et al., 1997).
A iniciacdo da transcricdo alternativa do éxon 1o ou 1B gera duas
isoformas de RNAmM, MRa. e MR, que sdo expressas em tecidos onde ha acéo
da aldosterona (Zennaro et al., 1996). As duas isoformas correspondem a

proteinas de 107 kDa e presumidamente apresentam diferencas na
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estabilidade de transcricdo ou eficiéncia de traducdo. Entretanto, a funcéo
exata destas isoformas ainda nao esta elucidada (Pascual-Le Tallec & Lombés,
2005). Outras variantes de splice codificando diferentes proteinas do MR ja
foram descritas. Uma variante com insercdo de quatro residuos entre os dedos
de zinco do DBD nao apresenta diferenca transcricional em relacdo ao MR
nativo (Bloem et al.,, 1995). Outro receptor variante, com interrupcdo da
tradugdo no codon 807 e auséncia de resposta a aldosterona, foi evidenciado
em tecido renal humano (Zhou et al., 2000). Adicionalmente, foi descrita uma
variante com perda da traducdo dos exons 5 e 6. Esta isoforma é expressa em
varios tecidos e apresenta a capacidade de ativacdo independente do ligante

(Zennaro et al., 2001).

Acdes do MR

O efeito principal da aldosterona é mediado pela sua ligacdo ao MR e
promove, em tecidos epiteliais, a reabsorcdo de sb6dio e a secrecdo de
potassio e hidrogénio. O transporte de sddio pela membrana apical nos tecidos
epiteliais dos tubulos renais distais, célon distal, glandulas sudoriparas e
salivares é regulado pelo canal de sddio sensivel a amilorida (ENaC). O ENaC
representa o passo limitante no transporte ibnico regulado pela aldosterona
(Zennaro & Lombés, 2004). O transporte ativo pela membrana basolateral é
catalisado pela bomba de sédio e potassio ATP dependente (Na/K ATPase)
(Pearce et al., 2003). A ligacdo ao hormonio induz diferentes modificacoes:
mudancga conformacional do receptor, dissociacdo do complexo hétero-
oligomérico e fosforilacdo (Farman & Rafestin-Oblin, 2001; Booth et al., 2002;

Zennaro & Lombeés, 2004).
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Apés a ligacdo ao horménio, o MR forma homodimeros e transloca-se até o
ndcleo onde se liga a elementos especificos do DNA, localizados em regides
regulatérias de genes alvos. Os genes codificadores das subunidades das
proteinas Na/K ATPase e do ENaC foram identificadas como genes
responsivos a aldosterona (Verrey et al., 2000). Outros genes responsivos a
aldosterona no epitélio renal foram descritos recentemente: serum and
glucocorticoid-induced kinase type 1 (Sgk-1), Kirsten-Ras type 2A gene (Ki-
Ras-A), corticosteroid hormone induced factor (CHIF), N-myc dowsntream-
regulated gene 2 (NDRGZ2) e glucocorticoid induced leucine zipper protein
(GILZ). As proteinas codificadas por estes genes estdo implicadas na fase
rapida de transporte de sédio estimulado pela aldosterona (Spindler et al.,
1997; Naray-Fejes-Toth et al., 1999; Bhargava et al., 2001; Robert Nicoud et
al., 2001; Boulkron et al., 2002; LE Menuet et al.,, 2004). Na figura 2 esta
representado o modelo de agado genémica da aldosterona.

A resposta do ENaC a aldosterona pode ser dividida em trés fases: fase
latente, que dura aproximadamente 45 minutos e ndo ha efeito discernivel na
atividade do canal; a fase rapida que dura de 45 minutos a 3 horas e a fase
tardia, com duragcdo de 3 horas a varios dias. Embora a fase tardia esteja
associada a um aumento no RNAm da subunidade o do ENaC, na fase
precoce ocorre a reabsorcdo de sodio e 4gua precedendo a acumulagdo de
RNAmM do ENaC. Este fato sugere que a aldosterona induza ou reprima genes
envolvidos na insercdo do ENaC na superficie celular ou nas suas
propriedades. Os genes SGK1 e Ki-Ras-A, responsivos a aldosterona, parecem

estar envolvidos nesse processo (Gormley et al., 2003).
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A aldosterona apresenta um mecanismo de acdo n&do-gendémico que
também é mediado pelo MR em tecidos epiteliais, vascular e cardiaco. Os
efeitos desta acdo ndo-gendmica sdo semelhantes a acdo gendmica, porém
ocorrem significativamente mais rapidos (Funder, 2005). Recentemente foi
proposto que a aldosterona ativa a proteina quinase D (PKD) por meio da
interagcdo do MR com o receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR). A
ativacdo da PKD por esta via poderia modular o trafego de subunidades do
ENaC pré-expressas e, desta forma, mediar a fase rdpida de acdo da

aldosterona sobre o transporte de sédio (Thomas et al., 2008).

LUMEN I Célula epitelial _J SEROSA
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Figura 2. Modelo de acdo genbmica da aldosterona em célula epitelial. A aldosterona se liga
ao MR, o qual se dissocia do complexo com Hsp, dimeriza-se e transloca-se até o nicleo onde
se liga aos elementos responsivos aos esteréides, induzindo a sintese de proteinas, entre elas
a SGK, Ki-RasA e CHIF, Estas proteinas aumentam a agdo do ENaC durante a fase rapida de
acao. Posteriormente o MR induz a sintese de subunidades do ENaC e de componentes da
bomba Na/K ATPase. Hsp: proteina de choque térmico, ENaC: canal de sodio sensivel a
amilorida; MR: receptor do mineralocorticoide; SRE: elementos responsivos aos esteroides
(modificado de BOOTH et al., 2002).
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O MR também possui afinidade elevada de ligacdo aos glicocorticoides.
As concentracdes de glicocorticéides sao cerca de cem vezes maiores do que
as concentracbes de aldosterona, o que seria suficiente para manter o MR
ativado constantemente. A especificidade de ligacdo € garantida em trés niveis:
pré-receptor, receptor e pos-receptor.

O mecanismo de especificidade pré-receptor é conferido pela acdo da
enzima 11 B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (11p-HSD2) que converte
glicocorticbides em 11-esterdides inativos. Esta enzima é expressa
conjuntamente com o MR em tecidos epiteliais, garantindo a especificidade da
ligagcdo do MR A aldosterona nestes tecidos. Em outros tecidos, a 11p-HSD2
nao esta expressa e o MR liga-se aos glicocorticéides e aldosterona,
indistintamente (Farman & Rafestin-Oblin, 2001).

Diferengas conformacionais entre a aldosterona e o cortisol s&o
responsaveis pela seletividade do receptor. A ligacdo da aldosterona ao MR
promove uma maior transativacdo do que a ligagdo com o glicocorticéide
(Arriza et al., 1987; Lim-tio et al., 1997),além de resultar em uma conformacéo
mais estavel do que a ligagdo ao glicocorticéide, o que poderia influenciar a
interacdo com coativadores (Farman & Rafestin-Oblin, 2001). O mecanismo de
especificidade pds-receptor € efetuado pela ligagdo de co-reguladores
especificos ao NTD do MR, que possui dominios de ativacdo e repressao
funcional diferentes dos outros receptores esterdides (Pearce & Yamamoto,

1993; Pascual-Le Tallec & Lombés, 2005).
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Pseudohipoaldosteronismo tipo 1(PHA1L)

O hipoaldosteronismo ocorre em varias sindromes clinicas e pode ser
classificado em trés grandes categorias, de acordo com a sua fisiopatologia:
defeito na estimulacdo da secrecdo de aldosterona (hipoaldosteronismo
hiporreninémico congénito ou adquirido), defeitos primarios na sintese de
aldosterona (hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia de CYP21A2 e 3p-
HSDII, deficiéncia do DAX-1) e resisténcia a aldosterona (PHAL).

O PHA1 é uma doenca rara, descrita em 1958 caracterizada por perda de
sal no periodo neonatal, desidratacdo, hipotensdo, hipercalemia e acidose
metabdlica, apesar de concentracdes plasmaticas elevadas de aldosterona e
de renina plasmatica (Cheeck & Perry, 1958; Geller et al.,, 1998). No PHA1
existe um defeito no transporte de sd6dio no néfron distal, secundario a uma
resisténcia de oOrgados-alvo a acdo dos mineralocorticoides. Existem duas
formas de PHA1, uma forma com padrdo de heranga autossdmico recessivo e
uma forma com padrdo de heranca autossomico dominante (Kuhnle et al.,
1990; Armanini et al., 1991; Hanukoglu, 1991; Hanukoglu et al., 1994).

A forma autossdmica recessiva do PHAl1 (OMIM #264350), também
chamada de forma sistémica, € a mais grave, pois ocorre perda de sal em
diversos 6rgdos e tecidos como glandulas salivares, glandulas sudoriparas,
epitélio colbnico, rins e pulméo. Os sintomas persistem por toda a vida e ha a
necessidade de reposicdo de grande quantidade de sodio. Nas formas mais
graves ocorrem infec¢des pulmonares de repeticdo, podendo assemelhar-se a
fibrose cistica (Oberfield et al., 1979; Savage et al., 1982; Bosson et al., 1986).
A forma sistémica do PHAl é causada por mutagbes nos genes das

subunidades a, p e y do ENaC (Chang et al., 1996; Strautnieks et al., 1996;
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Arai et al., 1999; Adachi et al.,, 2001). O ENaC é composto por trés
subunidades homologas (a, B e y) e cada subunidade apresenta dois dominios
hidrofobicos altamente conservados (H1IM1 e H2M2). MutagBes nos genes
codificadores das subunidades do ENaC resultam em faléncia na absorgéao de
sédio em cada 6rgdo-alvo, com conseqiente perda de sal sistémica e
concentracfes plasmaticas elevadas de aldosterona e renina. Os pais das
criancas afetadas (heterozigotos para mutacbées no gene do ENaC)
apresentam concentracdes plasmaticas de aldosterona e renina normais
(Chang et al., 1996; Strautnieks et al., 1996; Arai et al., 1999; Adachi et al.,
2001).

A forma renal do PHA1 (OMIM #177735), também denominada forma
autossébmica  dominante, é caracterizada por uma resisténcia
predominantemente renal & acdo da aldosterona. Os pacientes com a forma
renal do PHAL apresentam melhora clinica importante com a reposicao de 1 a
2 gramas ao dia de cloreto de sédio (NaCl) durante o primeiro ano de vida.
Apés este periodo, a suplementacdo da NaCl pode ser suspensa e o paciente
permanece clinicamente assintomatico, a despeito das concentracdes de
aldosterona e atividade de renina plasmatica (PRA) elevarem-se
significativamente (Oberfield et al., 1979). A forma renal do PHAL é secundatria,
na maioria dos casos, a mutagdes inativadoras no gene do MR (Geller et al.,
1998; Sartorato et al., 2003). Em estudos de familias com mutagées no MR,
alguns individuos carreadores da mesma mutacdo que o caso-indice, sdo
clinicamente assintométicos embora apresentem concentracdes elevadas de

aldosterona e da PRA (Sartorato et al., 2003; Riepe et al., 2004).
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Até o momento, cerca de 50 mutagbes inativadoras do tipo missense,
frameshift, nonsense ou em sitio de splice, no gene do MR, foram descritas em
pacientes com PHAl. A maioria destes casos foi familiar, porém casos
esporadicos também foram descritos. Estas mutacdes no gene do MR levam a
codificacdo de receptores com acgdo diminuida ou proteinas anémalas (Geller
et al.,, 1998; Tajima et al.,, 2000; Viemann et al., 2001; Riepe et al. 2003,
Sartorato et al., 2003; Nystrom et al., 2004; Riepe et al., 2004, Riepe et al.,
2006; Geller et al., 2006; Pujo et al., 2007; Bellot et al., 2008). Adicionalmente
as mutacOes descritas no gene do MR, recentemente foi descrita, em duas
pacientes de uma mesma familia com PHAL, uma delecdo de parte do éxon 2,
em heterozigose no gene do MR, verificada através do estudo de marcadores

intragénicos (Sartorato et al., 2004).

Somente mutacdes em heterozigose foram descritas em humanos,
sugerindo que o estado homozigoto possa ser letal jA no periodo intra-uterino.
A presenca de um alelo mutado resulta em haploinsuficiéncia, suficiente para

ocasionar sintomas de PHA1 (Geller et al., 2005).

PHA1 em familias brasileiras

Estudamos previamente o gene do MR em duas familias brasileiras com a
forma renal do PHAl. Nas duas familias encontramos mutacdes em
heterozigose no gene do MR (Fernandes-Rosa & Antonini, 2007). Na primeira
familia encontramos uma substituicdo de citosina por timina na posi¢éo c.2839
(c.2839C>T) (figura 3). Esta substituicdo resulta na troca de cédon codificador

de Arginina por um cédon de terminacdo prematura na posicdo 947 (MR
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p.R947X). Esta mutacdo nonsense foi encontrada em trés geracdes desta

familia, havendo uma grande variacdo fenotipica entre os individuos

carreadores das mutacoOes (tabela 1).

A

1 140
TACACCTTCCGAGAGTCCC

] 4
L. CTTCOHGAGAGTCDC

Figura 3. A: Cromatograma representativo do éxon 9 do MR em sua sequéncia de referéncia
(CGA) da regido do codon 947. B: Cromatograma representativo do éxon 9 sense, mostrando a
mutagcdo R947X. Troca em heterozigose, no cédon 947, da base citosina pro timina (seta),
levando a introducao de um codon de terminacao prematuro.

Tabela 1. Correlagéo gendétipo-fenotipo dos individuos portadores da mutagdo MR p.R947X.

Individuos Afetados

Desidratac&o no

periodo neonatal

Avidez por sal

Aldosterona plasmatica
em ortostase (ng/dL)
(VN: <28 ng/dL)

Caso-indice Sim Sim 296,0
Mae Sim Sim 34,0
Avo N&o N&o 66,0
Tio materno 1 Nao Nao 7,0

Tio materno 2 Nao Nao 11,0
Primo materno 1 Nao Nao 38,2
Primo materno 2 Nao Nao 28,7

A mutacdo MR p.R947X foi descrita previamente por Riepe et al. (2004)

em dois individuos de uma familia turca com a forma renal do PHAL, porém o

estudo funcional desta mutacdo nado foi realizado (Riepe at al., 2004). Mais

recentemente, na analise do gene do MR em dois individuos de uma segunda

familia turca com PHAL, também foi encontrada a mutacdo MR p.R947X

(comunicagéao verbal, Dr Felix Riepe, Universidade de Kiel, Alemanha). A
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recorréncia de uma mesma mutacdo em diferentes familias com PHA1l nédo
havia sido descrita até o momento.

A populacao brasileira é formada por diferentes origens étnicas, incluindo
origem da regido mediterrdnea e de regifes arabes previamente colonizadas
pelo Império Otomano (populagdes de origem turca). Desta forma, a origem
comum (efeito fundador) da mutacdo MR p.R947X nestas trés familias era uma
possibilidade plausivel, embora pouco provavel. Caso ndo fosse caracterizada
a presenca de efeito fundador desta mutacdo entre estas 3 familias, o codon
947 poderia ser considerado como o primeiro hot spot para mutagbes neste
gene.

Nas trés familias descritas com a mutacdo MR p.R947X houve variacédo
fenotipica entre os individuos portadores da mutacdo (Riepe et al., 2004;
Fernandes-Rosa & Antonini, 2007). Na analise de toda a regido codificadora do
MR, também verificamos, no caso-indice da familia brasileira um polimorfismo
caracterizado por uma substituicdo de adenina por guanina na posi¢ao c.538,
resultando na substituicdo de isoleucina por valina no cédon 180 (Fernandes-
Rosa & Antonini, 2007). Este polimorfismo (MR p.I1180V; rs5522) foi encontrado
em todos os portadores da mutacdo nesta famila ndo sendo, portanto,
responsavel pela variagdo fenotipica encontrada. Nenhum estudo de
frequéncia populacional deste polimorfismo havia sido realizado em individuos
brasileiros até o0 momento. Polimorfismos na regido nao codificadora do gene
do MR bem como polimorfismos nos genes das subunidades do ENaC
poderiam estar envolvidos nos diferentes fenotipos apresentados pelos
individuos portadores da mutacdo MR p.R947X (Arai et al., 1999; Riepe et al.,

2003).
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No caso-indice de uma segunda familia brasileira com PHAL,
encontramos uma substituicio em heterozigose de timina por citosina na
posicao c.2543, resultando na troca de leucina por prolina no residuo 848 (MR
p.L848P) (figura 4). A mutacdo MR p.L848P foi encontrada no caso-indice e em
sua mae, indicando padrao de heranca autossomico dominante. Nenhum outro
familiar materno apresentou a mutacao esta mutagéo, sugerindo uma mutacéo
de novo. Em fungcdo de limitagbes éticas, esta possibilidade ndo pdde ser
confirmada.

Esta mutacdo missense ndo havia sido descrita previamente em nenhum
paciente com PHALl e é a primeira descrita no éxon 7 do MR, regido que
codifica o LBD, ocorrendo entre as a-hélices H6 e H7. A funcdo especifica
dessas duas a-hélices ainda ndo foi completamente elucidada. Em estudos
populacionais do gene do MR e na analise de familias com PHA1 em estudos
multicéntrico europeus esta mutacdo nao foi descrita, bem como qualquer
polimorfismo acometendo o éxon 7 do gene do MR (Arai et al., 1994; Ludwig et

al., 1998; Sartorato et al., 2003).

A B 7

b0 1]
LiCTATGCCAGGGG & "GAACHATGCCAGGGG
—

dt ey

Figura 4. A: Cromatograma representativo do éxon 7 do MR em sua sequéncia de referéncia
(CTA) da regiao do codon 848. B: Cromatograma representativo do éxon 7 mostrando a
mutacgdo L848P. Troca em heterozigose, no codon 848, da base timina por citosina (seta) na
posicao c.2543, levando a substituicdo do aminoacido leucina por prolina.
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Justificativa do presente estudo

O PHAl1 é uma doencga rara, com aspectos fisiopatologicos ainda
desconhecidos. Novos estudos sdo necessarios para o entendimento da
histéria natural da doenca visando uma intervencao terapéutica mais precoce,
evitando dessa forma episodios graves de desidratacdo no periodo neonatal. O
estudo funcional das mutagbes encontradas pode ajudar no conhecimento das
funcbes especificas de regibes do receptor com ac¢bBes ainda nao
estabelecidas, bem como os mecanismos moleculares de a¢céo da aldosterona
e seu receptor. Adicionalmente, a presenca de polimorfismos na regido n&o
codificadora do MR bem como nos genes das subunidades do ENaC pode
explicar, pelo menos em parte, a variagao fenotipica encontrada nos individuos

portadores de mutagdes no gene do MR.
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Objetivos

1- Analisar a existéncia de possivel efeito fundador entre a familia brasileira e

familias turcas com a mutacdo MR p.R947X.

2- Verificar a presenca dos polimorfismos c.-2G>C no gene do MR, p.C618F
no gene da subunidade alfa do ENaC e p.G442V no gene da subunidade
beta do ENaC nos individuos portadores da mutagcdo MR p.R947X e

possivel associa¢cdo com a variagdo fenotipica.

3- Realizar a analise funcional das mutacfes MR p.R947X e MR p.L848P.



Materiais e Métodos
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1- Individuos

1A- Individuos Estudados na Andlise de Efeito Fundador da Mutagdo MR

p.R947X

Familia Brasileira

O caso-indice € uma criangca do sexo masculino, branco, procedente de
Passos-MG, filho de pais ndo consanglineos, nascido a termo com peso de
nascimento 3250g. Apresentou letargia, sucgdo débil, vomitos e desidratacdo a
partir de duas semanas de vida. Tais sintomas regrediam parcialmente com a
administracdo de solu¢cbes de rehidratacdo oral. Durante episodio de
desidratacdo foi detectado hiponatremia (Na=126 mEqg/L) e hipercalemia
(K=6,3 mEg/L). A genitalia externa era masculina, com testiculos palpaveis na
bolsa escrotal e sem a presenca de hipospadia. Exames laboratoriais
mostraram concentra¢des normais de 17-OH-progesterona (47,0 ng/dL), ACTH
(25,3 pg/mL) e cortisol (9,5 ug/dL) e excluiram o diagnostico de insuficiéncia
adrenal. Apresentava sodio urinério elevado (244 mmol/L; VN<40 nmol/L),
sédio no suor normal e concentragBes plasmaticas muito elevadas de
aldosterona (296 ng/dL; VR em lactentes= 6,0 a 90,0 ng/dL) bem como de PRA
(7,3 ng/mL/h, VR em dieta normossédica= 0,3 a 1,6 ng/mL/h). Esta avaliacdo
foi realizada estando o paciente com dieta sem adicdo de sal. Desta forma foi
confirmado o diagnéstico de PHA1l forma renal. O paciente apresentou
normalizacdo eletroliica e ganho pondero-estatural adequado com a
administracao de 2g de NacCl por dia, bem como normalizagéo da concentracéo
plasmatica da aldosterona (66,0 ng/dL). Aos 10 meses de vida, a

suplementacdo de NaCl foi suspensa, sendo o paciente monitorizado clinica e
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laboratorialmente. Houve aumento nos valores de aldosterona plasmatica
(121,8 ng/dL) e da PRA (e 14,8 ng/mL/h), porém a pressao arterial, o
crescimento pondero-estatural e as concentracdes plasméticas de sodio e
potassio permaneceram normais.

Além do probando, foram avaliados 12 familiares, sendo seis portadores

da mutacao p.R947X e 4 familiares sem a mutacgao (figura 5).

- SR

w ! 2 3 [ Portador p.R947X

Na&o-Portador

Nao avaliados

Figura 5. Familia brasileira com portadores da mutagdo MR p.R947X.

Familia Turca 1

O caso-indice era uma crianca do sexo masculino, filho de pais
consangliineos (primos em primeiro grau), nascido a termo com peso de
3310g. Necessitou de internacdo aos 4 meses de vida devido a vOmitos
recorrentes e baixo ganho ponderal (peso de 3210g). Na admissao
apresentava hiponatremia (129 mEqg/L) e hypercalemia (6,4 mEg/L), mas sem

acidose metabdlica. As concentra¢cdes de aldosterona plasmatica (2554 pg/mL,
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VR= 150-1050 pg/mL) e PRA (>40 ng/mL-h, VR= 1.5-10.2 ng/mL/h) estavam
elevadas enquanto que as concentracbes de 17-OH-progesterona, ACTH,
cortisol e sédio no suor eram normais. A crianga apresentou recuperacao
pondero-eststural apés terapia com NaCl oral (3-8 mmol/kg-dia). Os eletrdlitos
plasmaticos permaneceram normais durante a terapia com NaCl e apos a
interrupcdo do tratamento aos 24 meses de idade, porém houve persisténcia
de concentracdes elevadas de aldosterona plasméatica (1395 pg/mL; VR= 100-
880 pg/mL). Foram avaliados o pai, portador assintoméatico da mutagcdo MR

p.R947X e a mée, ndo portadora da mutacgao (Riepe et al., 2004).

Familia turca 2

O caso-indice era uma crianca do sexo masculino, filho de pais néo
consangliineos, nascida a termo e com peso de 3600g. Foi admitida no
hospital com 2 semanas de vida em funcdo do ganho ponderal baixo e de
vomitos. Foram evidenciados hiponatremia (Na=129 mEg/L) e hipercalemia
(K=5,8 mEg/L), enquanto que as concentracdes plasmaticas de 17-OH-
progesterona e de cortisol plasmatico estavam normais. As concentracfes
plasmaticas de aldosterona (212 ng/dL) e renina (8676 ng/L) estavam
elevadas. Apos a suplementacdo de NaCl (4 mmol/kg_dia) houve normalizacao
do ganho ponderal e dos eletrolitos plasmaticos. A suplementagdo foi
interrompida aos 18 meses e a crianga permaneceu assintomatica. Seu pai,
portador assintomatico da mutacdo MR p.R947X e sua mae, ndo portadora da

mutacado, também foram avaliados.
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1B- Familia Brasileira com a mutacdo MR p.L848P (Figura 6)

Caso-indice

O caso-indice era uma crianca do sexo feminino, branca, procedente de
Carmo do Paranaiba-MG, filha de pais ndo consangiiineos. Aos 40 dias de vida
comecou a apresentar episodios de vomitos freqientes, baixo ganho ponderal
e desidratagdo. Apresentava genitalia externa feminina, sem fusdo de rafe ou
clitoromegalia. Durante um episédio de desidratacdo apresentou instabilidade
hemodinamica. As avaliagdes clinica e laboratorial foram realizadas no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia e evidenciaram
hiponatremia (124 mEg/L) e hipercalemia (8,3 mEqg/L). Nao houve melhora com
a administracdo de hidrocortisona e o quadro clinico estabilizou-se com
reposicdo de NaCl. Apresentava concentragcfes plasméticas normal de cortisol
(22,6 ug/mL) e concentracdo de 17 OH-Progesterona (439 ng/dL) néo
compativel com o diagnostico da forma classica de hiperplasia adrenal
congénita por deficiéncia de 21-hidroxilase. Apresentava concentracéo
plasmatica elevada de aldosterona (422 ng/dL), confirmando o diagnéstico de
PHAL. A crianga permaneceu assintomatica com a reposicao de NaCl (2g/dia),
apresentando crescimento pondero-estatural e desenvolvimento

neuropsicomotor adequados.
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If .Portador p.L848P

1 N&o portador

Figura 6. Familia brasileira com portadores da mutagdo MR p.L848P

2- Métodos

2.1- Anadlise de efeito fundador da mutagcdo MR p.R947X entre a familia

brasileira e as familias turcas com a forma renal do PHA1.

Para esta andlise foram escolhidos 3 microssatélites centroméricos ao
gene do MR, D4S3014, D4S3031 e D4S1586, localizados a uma distancia de
0,2 cM, 0,3 cM e 2 cM respectivamente em relacdo ao gene e o marcador
telomérico D4S3008 com distancia de 0,9 cM ao gene do MR (NR3C2). Esses
microssatélites foram selecionados por serem 0s Unicos marcadores
polimorficos na regido do gene do MR e por apresentarem uma distancia de até

2,0 cM do gene do MR, visto que com essa distancia génica a possibilidade de
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recombinacdo se torna pouco provavel. Estudamos também 2 polimorfismos

intra-génicos de substituicdo simples do gene do MR (figura 7).

2.0

4031
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‘ 0.2 ‘ 0.9
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D4S1586 D4S3031  D4S3014 | D4S3008
1180

A241
Figura 7. Representagdo esquematica do locus do gene do hMR no cromossomo 4, mostrando

a distancia em cM dos microssatélites e a localizacdo dos polimorfismos 1180V e A241V.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se o kit “QIAmp Blood Kit”
(QIAGEN, cA, usa). Em tubo de 1,5 mL foram adicionados 200 pL de sangue total e
20 pL de Proteinase K para lise celular. Apés incubacédo a 56°C por 10 minutos,
adicionou-se etanol 100%. A solucdo foi entdo aplicada na coluna “QlAamp
spin colunm” e centrifugada a 8000g por 1 minuto. O filtrado foi descartado e as
colunas foram novamente centrifugadas ap0s adicdo tampédo de lavagem. O
DNA extraido foi eluido em TE e estocado a —20°C. Aliquotas das amostras
extraidas foram aplicadas em gel de agarose de 1% e coradas com brometo de
etidio (0,5uL/200ml de gel) sendo posteriormente submetidas a eletroforese
para verificagdo da eficiéncia de extracdo. O gel foi observado em

transiluminador com luz ultravioleta (BioRad Laboratories Inc) € fotografado

digitalmente por meio do Electrophoresis Documentation and Analysis system
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(EDAS 290 Kodak, Earstman Kodak Company, New Haven, USA) Todas essas amostras foram
guantificadas no espectrofotometro Biophotometer plus (Eppendorf, Hambourg, Germany)
e foram estocadas a uma concentracdo final de 50 pg/uL para posterior

andlise.

Foi realizada a andlise de segregacdo de haplotipos dos quatro
marcadores, cujo tamanho difere entre individuos, de acordo com o nimero de
repeticdes (CA)n. Os primers (tabela 2) foram marcados na posi¢cao 5 com
fluorescéncia 6-FAM pela Invitrogen (nvitrogen corp., MD, usA). NO protocolo de
amplificagdo do produto de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foram
usados 10 ng de DNA gendmico, 20 pmol de cada primer, 1,5 mM de MgCl2,
2,5U Tag Polymerase (applied Biosystems, New Jersey, UsA), € 100 uM de dNTP em 50 uL
de reacdo. A PCR foi realizada em um termociclador GeneAmp PCR system
9700 (applied Biosystems) SOb as seguintes condicdes: desnaturacdo a 94° C por 5
minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 30 segundos, anelamento a
55° C ou 56° C, e extensao a 72° C por 2 minutos; extensao final a 72° C por

10 a 15 min.

Tabela 2 Primers utilizados para o estudo de microssatélites do gene hMR

Primer sense Primer antisense
D4S3014 |5- ATTGATTGGGCCGCTG - 3' 5- TGCTATACCTCAGTGATGTTGTAAT- 3
D4S3031 | 5- TGGTAAGCCCCAAAGC -3' 5- AGAATGCAAAGCGCCT -3'

D4S3008 | 5- TAACTGAATGGATTTGAGACTACC -3' | 5- GCTTGATCTTGCCTTGGA -3'

D4S1586 | 5- GCATGTACCATTGCCAGG -3' 5'- CCCAGAGTGCTGATGTGTG -3'
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Em todas as amplificagcbes, foi incluido um controle negativo (todos os
reagentes exceto o DNA). As amostras amplificadas foram aplicadas em gel de
agarose 1 a 3% e marcadas com brometo de etidio (0,5uL/100ml de gel) sendo
posteriormente submetidas a eletroforese. O gel foi observado em
transiluminador com luz ultravioleta iorad) € fotografado digitalmente por meio
do Kodak EDAS 290 e por meio do programa Kodak 1D v.3.6.2. (Earstman Kodak

Company, New Haven, USA).

Os produtos de PCR foram entdo submetidos a eletroforese em capilar no
sequenciador ABI 310, utilizando-se o polimero POP4 e o padrdo de tamanho
molecular ROX-500 (pe Applied Biosystems). A analise do sinal e a determinacdo do
gendtipo foram realizadas com os softwares GENESCAN 3.0 (Pe Applied Biosystems)

e GENOTYPER 2.5 (Pe Applied Biosystems).

Verificamos também a presenca dos polimorfismos p.A241V e p.1180V no
MR nos individuos das 3 familias. Realizamos a amplificagdo do fragmento
desejado através de PCR. A seqliéncia dos primers esta descrita na tabela 3.
No protocolo de amplificagdo do produto por PCR foram usados 10 ng de DNA
gendmico, 20 pmol de cada primer, 1,5 mM de MgCI2, 2,5U Taq Polymerase
(Applied Biosystems, New Jersey, USA), € 100 uM de dNTP em 50 uL de reagéo. A PCR foi
realizada em um termociclador GeneAmp PCR system 9700 (applied Biosystems) SOb
as seguintes condicbes: desnaturacdo a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de
desnaturacdo a 94° C por 30 segundos, anelamento a 54° C , e extenséo a
72°C por 1 minuto; extensdo final a 72°C por 10 minutos. Em todas as
amplificacdes, foi incluido um controle negativo. As amostras amplificadas

foram aplicadas em gel de agarose de 1 a 3% e marcadas com brometo de
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etidio (0,5uL/2100ml de gel) sendo posteriormente submetidas a eletroforese. O
gel foi observado em transiluminador com luz ultravioleta (BioRad Laboratories Inc.) €
fotografado digitalmente por meio do Kodak EDAS 290 e por meio do programa

Kodak 1D v.3.6.2. (Earstman Kodak Company, New Haven, USA).

Tabela 3. Oligonucleotidios utilizados para amplificacéo da regido codificadora do fragmento B
do exon 2 do gene do MR

EXON 2 - FRAGMENTO B

sense 5'- AAACTGAGCTGGAATCTAAGGAAC -3

antisense 5- ATTATTGGGACTGGAGACTGGAG -3

Para eliminar o excesso de reagentes presentes (primers e dNTPs), foi
realizada a purificagdo dos fragmentos de PCR a serem sequenciados, por
meio de digestdo enzimatica. Foram realizadas as reagbes com 10 ulL do
produto de PCR, 1 unidade (U) de exonuclease (Exonuclease | — Amersham Pharmacia
Biotech) € 1 U de fosfatase alcalina (shrimp alkaline phosphatase - Amersham). ESSa reacao foi
incubada em um termociclador a 37°C durante 15 minutos e, posteriormente, a
80°C durante 15 minutos.

O DNA amplificado por PCR foi sequenciado pelo método de
sequenciamento automatico (aBi Prism 310 Genetic Analyser, PE Apliied Biosystems), NO
Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Clinica Médica da
FMRP-USP, utilizando-se o kit ABI Prism® Big Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit with AmpliTag® DNA Polymerase (pe Aplilied
Biosystems). A reagdo de sequenciamento foi realizada em um termociclador

GeneAmp 9700 (applied Biosystems). O volume final da reacao foi de 20 uL, sendo 5
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a 10 ng do produto de PCR ap0s purificacdo, 4 uL do tampéo do kit, contendo,
além do tampéao, dNTPs e ampli Taq polimerase, 5 pmol do primer sense ou
antisense e agua DEPC. Essas amostras foram submetidas a 25 ciclos de:
96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 240 segundos.

Apdés a reagdo de sequenciamento as amostras foram purificadas
utilizando-se isopropanol. Depois de purificados esses produtos foram
liofilizados e entdo ressuspensos em 20 uL de TSR (Template Supression
Reagent ABI Prism), desnaturados durante 5 minutos a 95°C e apds, imersos
em gelo por mais 5 minutos, quando entdo foram submetidos a eletroforese no
sequenciador automatico.

AplOs o seqglienciamento os cromatogramas foram comparados com a
sequéncia normal do gene MR, depositadas no GENBANK
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez) pelos coédigos de acesso NR3C2,

AF068816 (éxon 2).

2.2- Andlise de polimorfismos nos genes do MR e das subunidades do ENaC.
A analise dos polimorfismos foi realizada por ensaio de discriminacao
alélica TagMan™ em PCR em tempo real. No sistema TagMan™, a sonda se
hibridiza na regido complementar do DNA entre os sitios de ligacdo delimitados
pelos primers. Sondas especificas para cada alelo sdo marcadas na
extremidade 5’ com fluordforo repérter especifico (VIC ou FAM). Um aumento
no sinal de um dos fluor6foros indica homozigose do alelo correspondente e
aumento de ambos os sinais indica heterozigose. Apés a reacdo de PCR, é

realizada uma analise de fluorescéncia do aparelho subtraindo o sinal de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez
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fluorescéncia inicial e separando as amostras de acordo com a fluorescéncia

encontrada (post read).

Os polimorfismos no gene do hMR e nos genes codificadores das
subunidades a e B do ENaC selecionados para o presente estudo estéo
listados na tabela 4. Para cada polimorfismo, sequiéncias de primers e sondas
foram determinadas com o auxilio do Applied Biosystems design service e do
software File Builder 3,0. Os ligantes fluorogénicos utilizados foram FAM e VIC

e a referéncia passiva ROX.

A PCR em tempo real foi realizada no equipamento Real Time 7500
System (Applied Biosystems) com 3,125 pl de TagMan 2x universal master mix
(Applied Biosystems, CA), 0,19 pl de primer-sonda (470 nM e 100 pM,
respectivamente) e 3 yul de DNA, em um volume total de 6,25 puL por reacgéo.
DNA com genotipo conhecido foi usado como controle positivo e agua como

controle negativo em cada corrida.

Tabela 4. Polimorfismos Analisados e seus respectivos Ensaios de discriminacdo alélica
(Applied Biosystems).

Polimorfismo | Referéncia Sequéncia -Fluoréforo: (VIC / FAM)
Fabricante
MR -2C>G
(rs2070951) ACTGTGGTAGCCTTTGGTCTCCATC[C/G]JCTAACAAATAAATTTACATTAAAAA

C__1594392_10

oaENaC
p.C618F

(rs3741913)

C__25603868_10 | cAAGGACAGAGACATGGGGTGGGGG[A/CIAGAAGTGGGAAGGAGGGGAGGATGC

BENaC
p.G442V C__ 9610682_20 | GTGGCGCAGAGAGAGACCTGCATTG[G/TICATGTGCAAGGAGTCCTGCAAGTGA

(rs16940050)
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2.3- Andlise Funcional das muta¢g6es MR p.L848P e MR p.R947X

A- Mutagénese sitio-dirigida

Cada mutacgéo foi obtida artificialmente utilizando-se o kit QuickChange
site directed mutagenesis (stratagene) € 0 plasmidio recombinante pcDNA3-hMR,
contendo um fragmento de 3 kb de hMR Xmall-Afll inserida no pcDNAS3.

Os seguintes primers sense foram utilizados com seus oligonucleotideos
antisense correspondentes:

Mutacdo MR p.L848P: CTGCCATGTATGAACCATGCCAGGGGATGCAC
Mutacao MR p.R947X: CTGCTTCTACACCTTCTGAGAGTCCCATGCGC

A PCR foi realizada em um volume final de 50 uL. Os componentes das
reacoes foram:

pcDNA3 hMR: 50ng,primer sense: 125 ng, primer antisense: 125ng, dNTP
10 mM: 1uL, Tampao 10x: 5 uL, Pfu-turbo DNA polimerase: 1uL e H20 gsp 50
uL. A PCR foi realizada em um termociclador GeneAmp PCR system 9700
(Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢cdes: 95°C por 30 segundos, 12
ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 68°C por 6 minutos.
Apdés a PCR os produtos foram submetidos a a¢do da enzima Dpnl para
digestdo do DNA de dupla fita.

A seguir foi realizada a transformacéo de células supercompetentes XL1-
blue (stratagene). Em 50 pL de células XL1 foi adicionado 1 pL de produto de PCR.
As células foram mantidas no gelo por 30 minutos, a 45°C por 42 segundos e
novamente no gelo por 2 minutos. Posteriormente foi adicionado 500 pL de

meio S.O.C. (Invitrogen) e a reacao foi incubada a 37° C por 1 hora. Em seguida
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as células foram distribuidas em placas LB-ampi e mantidas a 37° C por 16
horas.

As mutacgOes de interesse foram identificadas por sequenciamento direto e
apos a identificacdo dos clones mutantes, para verificar a presenca ou nao de
mutacdes randdémicas. Fragmentos de hMR foram entdo separados por meio
de restricdo enzimética (Hindlll e Xhol) e subclonados em um vetor de

expressdo pcDNAS3.

Transcricao/Traducéo in vitro

Para a realizagcdo dos experimentos de transcri¢gao/traducgéo in vitro foi
utilizado o kit TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation System
(Promega). A 1 pg do plasmidio MR ou mutante foram adicionados 40 pL de
TNT® Quick Master Mix, [**S]Metionina (1000Ci/mmol a 10mCi/ml) e &gua
sem nuclease para um volume final de reacéo de 50 pL. A reacao foi incubada
a 30°C por 90 minutos. Posteriormente 5 pL da reagdo foram submetidos a

eletroforese em gel SDS-PAGE 8%.

Cultura celular e transfecgao

Células RCSV3, derivadas do ducto coletor cortical renal de coelhos e
células HK, derivadas de linhagem renais humanas, foram mantidas em cultura
no seguinte meio:
Dubecco’s MEM high glucose qnvitrogen), F12 Nutrient mixture + L-glutamine
(nvitrogen), Penicilina/ Streptomicina : 100 Ul/mL/100 ug/mL, HEPES: 20 mM;

Soro bovino fetal sem esterdides: 2% e Dexametasona: 50 nM
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As células foram semeadas em placas de seis po¢os a uma densidade de
1,5x10™ células por poco, 24 horas antes dos procedimentos de transfeccéo,
em meio de cultura sem adi¢do de esteroides. Para todos 0s experimentos de
transfeccdo, as células RCSV3 e HK foram utilizadas entre as passagens 35 e
40. No dia seguinte foi realizada a transfeccdo usando-se Lipofectamina

(Invitrogen) €M meio “serum-free” Opti-MEM (invitrogen).

Estudo da atividade transcricional

Em células RCSV3 foram transfectados 0,3 pg dos plasmidios pcDNA3-
hMR ou dos plasmidios codificando os receptores mutantes MR P848 e MR
X947, na presenca de 0,8 pg do plasmidio MMTV-luciferase ou GRE2-
luciferase reporteres. Para controle e normalizacéo da eficiéncia da transfec¢éo
foi realizada a co-transfecgéo de 0,16 pg do plasmidio pSV B-Gal (Clonentech). OS
procedimentos foram realizados em triplicata e foram realizadas duas
transfeccOes para cada receptor mutante.

No dia seguinte a transfeccéo, concentracdes crescentes de aldosterona
(entre 10™M a 10°M) foram adicionadas por 24 horas. A seguir as células
foram lavadas duas vezes com PBS e foi adicionado o tampéao de lise (Glicil-
glicina pH 7,8: 25mM; EDTA: 1mM; MgSO4: 8mM; 1% Triton 10X; 15%
Glicerol; Dithiothreitol: 1mM). O extrato celular foi mantido a 4°C por 5 minutos
e centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos. Para a verificacdo da eficiéncia de
transfeccdo (atividade de [(-Gal), em 100 pL do lisado celular foram
adicionados 100 pL do tampéo de lise, 150 yL do tampé&o Z (60mM Na2HPO4,

40 mM NaH2PO4, 10 mM KCI e 50 mM 3 mercaptoetanol) e 75 pL de ONPG. A
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reacdo foi mantida a 37°C até obter-se coloracdo amarelada. Foram
adicionados 150 pL de Na2CO3 para interromper a reacao. Apos foi realizada,
a leitura em um espectofotémetro, a 420 nm.

Para a dosagem da atividade de luciferase, em 100 pL do lisado celular
foram adicionados 100 pL de substrato para luciferase (10 mg de luciferina, 140
mL de tampao de lise e 710 pL ATP 200 mM) sendo a leitura efetuada em
aparelho Gliomax (promega). Os resultados foram padronizados para eficiéncia de
transfeccdo e expressos como a razao entre a atividade de luciferase e a

atividade da -Gal, em unidades arbitrarias.

Estudo da expressdo de genes responsivos a aldosterona

Em células HK (human kidney) foram transfectados 0,3 pg dos plasmidios
pcDNA3-hMR ou plasmidios codificando os receptores mutantes MR P848 e
MR X947. Foi realizada a co-transfeccédo de 0,16 pg do plasmidio pSV B-Gal
(Clonentech) para controle e normalizagdo da eficiéncia da transfeccdo. No dia
seguinte a transfec¢do, adicionou-se meio de cultura com ou sem aldosterona
em uma concentracdo de 10® M. As amostras foram obtidas nos tempos zero,
60 e 120 mitnutos apds a adicdo do meio, para analise da expressao génica.
Os procedimentos foram realizados em triplicata e foram realizadas duas

transfeccdes para cada receptor mutante.

Extragcdo do RNA
Apés a transfeccdo de células HK e a administracdo de esterodides por 60
ou 120 minutos, foi realizada a extracdo de RNA destas células segundo o

seguinte protocolo: as células foram lavadas 2 vezes com PBS 1x e foi



48

adicionado 1mL de Trizol® por poco, sendo o produto transferido para um tubo
de 1,5 mL. Adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio por tubo e a seguir foi realizada
a centrifugacdo a 12000 rpm por 15 minutos (4°C). A fase aquosa foi
recuperada em um novo tubo. Foram adicionados 500 pL de isopropanol e a
reacdo foi mantida a -20°C por uma hora. Realizou-se entdo a centrifugacéo
por 10 min a 13000 rpm (4°C) e o sobrenadante foi desprezado. Adicionou-se 1
mL de etanol 75% e foi feita nova centrifugacdo a 13000 rpm por 5 minutos
(4°C). O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi resuspenso em 30 L de
agua DEPC. Posteriormente foi realizada a incubagédo a 60°C por 10 minutos,
seguida por resfriamento em gelo por 5 minutos. Fez-se entdo a quantificacéo
do RNA em espectofotdmetro (absorbancia a 260 nM) e a eletroforese em gel

de agarose 1% para verificar a integridade do RNA.

Tratamento com DNAse |

A 1 pg de RNA foram adicionados 1 pL de tampédo 10x, 1uL de DNAse
Amplifivation Grade (nvirogen) € H,0 DEPC para completar 10 pL de reagao. Esta
reacao permaneceu em temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente
foi adicionado 1 pL de EDTA (25 mM) e a reacéo foi incubada por 10 minutos a
65°C. Realizou-se, entdo nova quantificacdo do RNA utilizando-se o Quant-iT™

RiboGreen® RNA Assay Kit (invitrogen).

Reacgé&o de Transcricdo Reversa
Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit SuperScript Il gnvitrogen). A 500 ng
de RNA tratados com DNase | foram adicionados 1 pL de primers randdmicos

(125 ng), em 11 pL de volume. Esta reacao foi incubada a 70°C por 10 minutos.


https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewProductDetails&productDescription=32202&catname=European%20Main
https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewProductDetails&productDescription=32202&catname=European%20Main
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Posteriormente foram adicionados a reacdo 4 pL de tampédo 5x, 2 uL de DTT
(0,1 M) e 1 pL de dNTP (10 mM). A reacdo foi mantida 10 minutos a 25°C e
posteriormente foi adicionado 1 pL de Superscript Il (transcriptase reversa).
Foram realizadas, a seguir, uma incubacéo a 42°C por 50 minutos e a 70°C por

15 minutos. O cDNA foi entdo estocado a -20°C.

PCR Quantitativa

A PCR quantitativa (QPCR) em tempo real foi realizada no aparelho
Chromo 4 PCR detection system (Bio-Rad, Marmes-la-Coquette, France), Utilizando-se
gPCR MasterMix Plus para SYBR® green | (Eurogentec, Seraing, Belgium), € analisada
com o programa Opticon Monitor 3.

O ensaio da gPCR foi efetuado em um volume final de 25 pl, contendo
12.5 ng de c.DNA, 300 nM de cada primer sense e antisense e 12,5 pl de
MasterMix. As sequéncias dos primers utilizados na PCR estdo descritas na
tabela 5.

Os parametros da reacao foram: 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos a
95°C, 15 s e 60°C, 1 minuto. Controles de RNA ndo submetidos a transcriptase
reversa e controles sem DNA foram incluidos para verificar se a fluorescéncia
nao foi superestimada por amplificacdo de DNA gendmico residual ou formacéo
de primer-dimer.

RNA ribossdmico 18S foi utilizado para normalizagdo segundo a qualidade
e a quantidade do RNA e eficiéncia da PCR. Para a normalizacdo segundo a

eficiéncia de transfeccéo, a expressao da [-galactosidase foi utilizada.
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A quantificacdo foi realizada por meio do método de curva padréo.
Curvas-padrao foram originadas de diluicdes sucessivas de um plasmideo
linearizado contendo o amplicon especifico para cada gene compreendendo 6
ordens de magnitude, com um coeficiente de correlacdo de ao menos 0,98 em
todos os experimentos. Para todos os experimentos a eficiéncia da PCR foi

proxima a 1.

Tabela 5. Sequéncia de primers utilizados na PCR quantitativa

Gene Primer sense Primer antisense
SCNN1A tcatcttcgacctcctggtcatc tctgtgcttgtggaaggcagtgt
SGK1 aagagcacatcctcctctcag accaacggctctgactgac
GILZ ccaagcgtcatctcatgtg ggagcatattggcattcc

18S accgcagctaggaataatgga gcctcagttccgaaaacca

4- Andlise Estatistica

Para a comparacéo dos resultados de transativacao, foi utilizado o teste
de ANOVA em duas vias o0 MR nativo como controle.

Para a comparacao entre a expressdo em células transfectadas com MR
nativo e células transfectadas com os recptores mutantes p.P848 e p.X947,
bem como entre a expressao nos tempos 60minutos e 120 minutos, foi utilizado
o teste de ANOVA para comparacdes multiplas.

Valores de p<0,05 foram consideradoa estatisticamente significantes.

Os resultados dos experimentos de transativagcéo sao apresentados como
a porcentagem de transativacao em relagédo a estimulacdo do MR nativo com a
concentracdo de aldosterona a 10°M.

Os resultados da avaliacdo da expressdo dos genes responsivos a

aldosterona sé@o apresentados em relacdo a expressao génica basal (tempo
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zero do estimulo com aldosterona). Para a comparagdo entre a expressao em
células transfectadas com MR nativo e células transfectadas com os recptores
mutantes p.P848 e p.X947, bem como entre a expressdo nos tempos
60minutos e 120 minutos, foi utilizado o teste de ANOVA para comparagdes

multiplas.
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1- Analise de Efeito Fundador

Apés a amplificacdo por PCR dos microssatélites e dos polimorfismos no
gene do MR, foi verificado em gel de agarose o tamanho esperado dos
fragmentos amplificados (figura 8). Em seguida, foi realizado o sequenciamento
automético dos polimorfismos e a genotipagem dos microssatélites com a
utilizacéo dos softwares GENESCAN 3.0 e GENOTYPER 2.5 (P Applied Biosystems).
Foram construidos, entdo, haplétipos associados a mutacdo MR p.R947X para
investigar a presenga de um cromossomo ancestral comum responsavel pela

recorréncia da mesma mutacdo nas trés familias.

A

Figura 8. Fotos representativas de gel de agarose com produtos de PCR. A: amplificacdo do
marcador D4S1586. B: Amplificagdo do marcador D4S3031. C: Amplificacdo do marcador
D4S3038. D: Amplificacao do marcador D4S3014. E: amplificagdo do fragmento do éxon 2 do
gene do MR onde estéo localizados os polimorfismos 1180V e A241V.
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Na familia brasileira, todos os individuos, portadores ou ndo da mutacao
MR p.R947X, eram homozigotos para o alelo de 272 pb do marcador D4S3031
e para o polimorfismo MR p.A241V. O alelo de 248 pb do marcador D4S3014,
o alelo com 266 pb do marcador D4S3008, o alelo com 107 pb do marcador
D4S1586 e a variante valina do polimorfismo MR p.I180V segregaram com a
mutacdo nos individuos portadores. Encontramos, portanto, um mesmo
haplétipo segregando com a mutacdo MR p.R947X nesta familia, conforme

demonstrado na figura 9.

|
1

D4S1586 107 107
D4S3031 272 272
D4S3014 248 248
1180V \Y |
A241V \Y \Y
R947X X R
D4S3008 266 270

D4S3031 272 272 272 272 272 272 272 272 272
D4S3014 248 254 248 244 248 244 248 244 248
1180V | | \Y | \Y | \Y | |
A241V \Y \Y \Y vV Vv \Y \Y \Y \Y

97 107 105 107 105

272 272 272 272 272

244 248 244 248 244

| | | | |

\Y \Y \Y \Y \Y
R947X R R X R X R R R R R
D4S3008 262 262 266 262 266 262 270 266 270 266

262 266 262 270

D4S1586 99 101 107 97 107 | 97 107 97 107

1 2 3

D4S1586 107 99 107 97 107 105
D4S3031 272 272 272 272 272 272
D4S3014 248 248 248 248 248 250
1180V \% | \% | \% |
A241V \% \ \% \% \% \%
R947X X R X R X R
D4S3008 266 262 266 266 266 262

Figura 9. Heredograma representando a segregacdo de haplétipos na familia brasileira.
Individuos carreadores sao indicados por simbolos preenchidos. Os genétipos para 0s
marcadores D4S1586, D4S3031, D4S3014 e D4S3008, os polimorfismos 1180V e A241V e a
mutagdo R947X sdo apresentados em relacdo ao gene do hMR. O haplétipo associado a
doenca é indicado por barras pretas.
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Encontramos o alelo de 272 pb do marcador D4S3031 e a variante valina
do polimorfismo MR p.A241V em homozigose nos trés individuos estudados na
primeira familia turca. O alelo com 248 pb do marcador D4S3014, o alelo com
270 pb do marcador D4S3008, o alelo com 99 pb do marcador D4S1586 e o
variante valina do polimorfismo MR p.I1180V segregaram com a mutacdao MR
p.R947X. Desta forma, encontramos um haplétipo comum aos portadores da

mutacdo MR p.R947X nesta familia (figura 10).

b

D4S1586 99 99 107 107
D4S3031 272 272 272 272
D4S3014 248 244 248 248
1180V \Y | | |
A241V \Y \Y \Y \Y
R947X X R R R
D4S3008 270 262 262 262

D4S1586 99 107
D4S3031 272 272
D4S3014 248 248
1180V \Y |
A241V \Y \Y
R947X X R
D4S3008 270 262

Figura 10. Heredograma representando a segregacdo de haplétipos na familia turca 1.
Individuos carreadores sao indicados por simbolos preenchidos. Os genétipos para 0s
marcadores D4S1586, D4S3031, D4S3014 e D4S3008, os polimorfismos 1180V e A241V e a
mutagdo R947X sdo apresentados em relacdo ao gene do hMR. O haplétipo associado a
doenga é indicado por barras pretas.
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Na segunda familia turca, encontramos o alelo de 272 pb do marcador
D4S3031 e a variante valina do polimorfismo MR p.A241V em homozigose nos
trés individuos estudados O alelo com 248 pb do marcador D4S3014, o alelo
com 272 pb do marcador D4S3008, o alelo com 97 pb do marcador D4S1586 e
o alelo nativo isoleucina do polimorfismo MR p.1180V segregaram com a
mutacdo MR p.R947X. Encontramos, portanto, um haplétipo comum aos

portadores da mutacdo MR p.R947X nesta familia (fig 11).

b

D4S1586 97 107 99 107
D4S3031 272 272 272 272
D4S3014 248 248 244 252
1180V | | | |
A241V \Y \Y \Y \Y
R947X X R R R
D4S3008 262 262 262 262

D4S1586 97 99
D4S3031 272 272
D4S3014 248 244
1180V | |
A241V \Y \Y
R947X X R
D4S3008 262 262

Figura 11. Heredograma representando a segregacdo de haplétipos na familia turca 2.
Individuos carreadores sao indicados por simbolos preenchidos. Os genétipos para 0s
marcadores D4S1586, D4S3031, D4S3014 e D4S3008, os polimorfismos 1180V e A241V e a
mutagdo R947X sdo apresentados em relacdo ao gene do hMR. O haplétipo associado a
doenga é indicado por barras pretas.



57

Ao analisarmos o haplétipo segregando com a mutagdo em cada familia,
verificamos que o alelos dos marcadores D4S1586, D4S3008 e o polimorfismo
MR p.1180V ndo sdo concordantes entre as 3 familias estudadas. Esses
resultados mostraram que o hapl6tipo co-segregando com a mutacdo MR
p.R947X foi diferente em cada familia (figura 12). Como a chance de
recombinacado € improvavel devido & pequena distancia génica dos marcadores
em relacdo & mutacdo, pode-se inferir que a possibilidade de a existéncia de
um efeito fundador para esta mutacdo € muito remota. Desta maneira,
descrevemos pela primeira vez uma mesma mutacdo no gene do MR
acometendo 3 familias ndo relacionadas com PHA1L, caracterizando, dessa

forma, o primeiro hot spot mutacional no gene do MR.

D4S1586 107 99 97

D4S3031 272 272 272

D4S3014 248 248 248

1180V \ \Y I

A241V \ \ \

R947X X X X

D4S3008 266 270 262
Familia Familia Familia
Brasileira Turca 1 Turca 2

Figura 12. Haplétipos segregando com a mutacdo MR p.R947X na familia brasileira e nas
familias turcas.
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2-Analise dos Polimorfismos nos genes do MR e das subunidades aENaC
e BENaC.

Verificamos a presenca dos polimorfismos MR ¢.-2G>C, aENaC p.C618F
e BENaC p.G442V nos individuos brasileiros carreadores da mutagcdo MR
p.R947X para avaliar sua possivel associacdo com a variacdo fenotipica
observada nesta familia.

Todos os individuos portadores da mutacdo MR p.R947X foram
homozigotos para o alelo mais comum (G442) do polimorfismo p.G442V, para
o alelo p.C618 do polimorfismo aENaC p.C618F e para o alelo c.-2C do
polimorfismo MR c.-2G>C. Portanto, ndo houve variagdo genotipica em relagédo
a estes trés polimorfismos nos individuos carreadores da mutacdo MR

p.R947X, independente da apresentacédo fenotipica.

3- Andlise funcional das mutagdes MR p.R947X e MR p.L848P

A- Transcricao/ Tradugéo in vitro

Experimentos de transcricao/traducdo in vitro foram realizados para
verificarmos o tamanho em kDa das proteinas geradas pelos plasmidios
codificando o MR nativo e os mutantes MR P848 e MR X947. Como
apresentado na figura 13, os MR mutantes foram traduzidos com a mesma
eficacia do MR nativo. A traducdo do MR nativo gerou uma proteina com
tamanho aproximadamente de 107 kDa, o mesmo ocorrendo com 0 mutante
missense MR P848. O fragmento gerado pelo mutante nonsense MR X947
também apresentou tamanho entre 100 e 110 kDa (perda dos ultimos 37

aminoacidos e tamanho esperado de 102 kDa).
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M MR  848P 947X

132 kDa

100 kDa

78 kDa
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Figura 13. Foto de gel SDS-PAGE 8% mostrando o resultado da transcrigao/traducéo in vitro
de plasmidios codificando o MR nativo e os mutantes MR P848 e MR X947. M: marcador de
tamanho molecular.

B-Andlise da atividade transcricional

A capacidade das proteinas hMR mutantes ativarem a transcricdo de
genes reporteres foi avaliada por ensaios de transfeccao transitéria em células
RCSV3. Vetores de expressdo dos receptores mutantes (P848 e X947) e do
receptor nativo foram co-transfectadas com plasmidio reporter MMTV-
luciferase ou GRE2-luciferase na presenca de concentracdes de aldosterona
variando de 10 M a 108 M.

A andlise da transativagcdo do MR utilizando-se o gene reporter MMTV-
luciferase seguiu um padrdo dose-resposta, atingindo resposta maxima a uma

concentracdo de 10® M de aldosterona e posterior plateau. O mutante MR
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P848 apresentou inicio de resposta a aldosterona na concentracdo de 10 M,
atingindo uma resposta maxima correspondente a 14,3%, significativamente
inferior a resposta observada com o receptor nativo (p<0.01). O mutante MR
X947, também induziu uma resposta maxima de luciferase (2%)
significativamente menor que a atividade transcricional do receptor nativo

(p<0,01) (figura 14).

140,00

120,00 -

100,00 - - MR MMTV
- 848P

80,00 = X947

60,00 -|

40,00 -

% WT + Aldoste

20,00 -|

——

WT Aldo Aldo Aldo Aldo
10-11 1010 109 10-8

0,00

Fig 14. Transfeccdo do plasmidio reporter MMTV-luciferase. Curva dose-resposta a
aldosterona para o receptor hMR nativo e mutantes P848 e X947. A inducdo transcricional
relativa é representada a inducdo maxima observada para cada receptor.

Nos experimentos utilizando-se o plasmidio GRE2-luciferase como
reporter, a aldosterona aumentou a transativacdo do MR seguindo um padrao
dose-resposta, porém sem atingir um plateau. A atividade de luciferase maxima
induzida pelo receptor mutante MR P848 foi 11%, significativamente menor que
a resposta observada com o MR nativo em concentracéo de aldosterona a 10
M (p<0,01). O receptor mutante MR X947 induziu a uma atividade méaxima de

luciferase significativamente menor que em relacdo a atividade induzida pelo
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receptor nativo (2% vs. 100%; p<0,01), ndo apresentando um padrao de dose-

resposta (figura 15).

120,00

100,00 1

—— VR GRE2
60,00 —— P848
—¥— X947

% hMR + Aldo 1°

WT  Aldo 10- Aldo 10- Aldo 10- Aldo 10-
11 10 9 8

Fig 15. Transfeccao do plasmidio repdrter GRE2-luciferase. Curva dose-resposta a aldosterona
para o receptor hMR nativo e mutantes P848 e X947. A inducéo transcricional relativa é
representada a inducdo maxima observada para cada receptor.

C- Andlise da expresséo de genes responsivos a aldosterona

Células HK transfectadas com o plasmidio codificador do MR nativo ou
plasmidios codificadores dos mutantes MR P848 e MR X947 foram tratadas
com aldosterona em uma concentracéo de 10® M por 1 a 2 horas ou com meio
sem esterdides (controle). O RNA destas células foi extraido e a expressao de

genes responsivos a aldosterona foi avaliada por meio de Q-PCR.
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SGK1

O tratamento das células transfectadas com o receptor nativo com
aldosterona levou a um aumento significativo da expressao do SGK1 (2,4 = 0.6
vezes, p<0,01) ap6s 60 minutos com posterior decréscimo da expressao em 2
horas (0,4 £ 0,2 vezes, p<0,01).

Nas células transfectadas com o mutante MR P848 verificamos um
aumento da expressdo do SGK1 1 hora apos o tratamento com aldosterona
(1,4 £ 0,4 vezes, p=0,03), porém este incremento foi significativamente menor
do que o observado com o receptor nativo (p<0,01).

Nas células transfectadas com o mutante MR X947 ndo houve aumento

na expressdo do SGK1 apds a administragdo de aldosterona (figura 16).
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Figura 16. Expressédo do gene SGK1 em células HK transfectadas com MR, MR P848 e MR
X947 nos tempos 0, 1 hora e 2 horas ap0s a adi¢cao de aldosterona 10® M. Os resultados s&o
descritos em relacao a expressédo basal (tempo 0). a: p<0,01 vs espressdo MR tempo O; b:
p<0.01 vs expressdo MR P848 1 hora e MR X947 1 hora; c:p=0,03 vs X947 0.

SCNN1A (a-ENaC)
A expressdo do gene SCNN1A (a-ENaC) nas células transfectadas com o

receptor nativo aumentou gradativamente apos a adicdo de aldosterona (1,7 +
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0,3 vezes em uma hora, p=0,04 e 2,4 £ 0,8 em 2 horas, p<0,01). Nas células
transfectadas com o receptor P848 ndo houve aumento significativo da
expressdo do SCNN1A apds 1 hora de tratamento (1,19 + 0,17 vezes, p=0,14),
porém houve tendéncia a redugéo da expressao apos 2 horas (p=0,05).

Nas células transfectadas com o receptor X947, também ndo houve
aumento da expressdo do SCNN1A apos 1 hora (1,02 + 0,4 vezes, p=0,9) ou 2

horas de tratamento com aldosterona (1,5 £ 0,3 vezes, p=0,1) (figura 17).
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Figura 17. Expressédo do gene SCNN1A em células HK transfectadas com MR, MR P848 e MR
X947 nos tempos 0, 1 hora e 2 horas apés a adi¢do de aldosterona 10-® M. Os resultados sdo
descritos em relacdo a expressao basal (tempo 0). a: p<0,04 vs MR tempo 0; b: p<0.01 vs Mr
tempo zero.

GlLZ

Houve um aumento significativo na expresséo do gene GILZ nas células
transfectadas com o MR nativo (3,0 + 0,8 vezes, p=0,03) ap6s 2 horas
administracdo da aldosterona 10® M. N&o houve aumento significativo da
expressao deste gene nas células transfectadas com os mutantes P848 e X947

apos a administracao de aldosterona (figura 18).
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Figura 18. Expressao do gene GILZ em células HK transfectadas com MR, MR P848 e MR
X947 nos tempos 0, 1 hora e 2 horas ap0s a adi¢cao de aldosterona 10® M. Os resultados s&o
descritos em relacdo a expressdo basal (tempo 0). a: p<0,01 vs MR tempo 0 e 1 hora; b:
p<0.01 vs MR P848 2 horas; c:p<0,01 vs X947 2 horas.
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A forma renal do PHAl1 é uma doenca genética rara, transmitida por
padrdo de herangca autossdémico dominante ou esporadico, caracterizada por
perda urinaria de sal no periodo neonatal, vomitos, desidratacdo e baixo ganho
pondero-estatural. Os pacientes afetados apresentam hiponatremia,
hipercalemia, aumento da PRA e concentragdes muito elevadas de aldosterona
plasmatica, secundarios a uma resisténcia renal a aldosterona. As alteracdes
clinicas e eletroliticas regridem com a reposicdo oral de sédio, porém a
concentracdo de aldosterona plasméatica e a PRA continuam elevadas
(Oberfield et al., 1979).

Mutacdes inativadoras do gene do MR estédo associadas a forma renal do
PHAl1 em vérias familias afetadas cujo padrdo de heranca € autossémico
dominante bem como em casos esporadicos. Até o momento, foram descritas
aproximadamente 50 muta¢cdes no gene do MR em familias com PHA1l
(Viengchareun et al.,, 2007). Todos o0s casos-indices apresentaram
manifestagdo clinica grave e houve grande variacdo fenotipica para a mutacao
dentro da mesma familia (Geller et al., 2005). Em alguns pacientes com PHA1,
entretanto, a analise do gene do MR néo evidenciou mutacdes nos oito éxons
transcritos (Geller et al., 1998; Viemann et al., 2001; Sartorato et al., 2003).

Estudamos, previamente, o gene do MR em duas familias brasileiras com
individuos afetados por PHAL. Encontramos duas mutacdes em heterozigose
no gene do MR, uma mutacdo nonsense (p.R947X) em trés geragbes de uma
familia e uma nova mutacdo missense (p.L848P) em dois individuos da
segunda familia. As duas mutacdes encontradas nas familias brasileiras com

PHA1 estéo localizadas na regido do gene do MR que codifica o LBD.
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A mutacdo MR p.R947X havia sido descrita por Riepe et al. (2004) em
uma familia de origem turca, cujo caso-indice apresentara quadro classico de
PHA1, enquanto seu pai, também carreador da mutagdo era assintomatico.
Este mesmo grupo de pesquisadores alemaes, estudando uma segunda familia
de origem turca com individuos portadores do PHAL, verificou mais uma vez a
ocorréncia da mutacdo MR p.R947X.

A recorréncia de uma mesma mutacdo no gene do MR em individuos de
familias ndo-relacionadas ndo havia sido previamente descrita. A recorréncia
de uma mutacéo pode ser explicada de duas maneiras. Primeira, o nucleotideo
pode ser area de risco elevado ou hot spot para mutacdes. Alternativamente, a
recorréncia desta mutacdo pode ser devida ao um efeito fundador de uma
mutacao que ocorreu em um ancestral comum.

No presente estudo, duas das familias afetadas eram originarias da
Turquia, enquanto que a familia brasileira era proveniente da regido sudeste do
Brasil e ndo conhecia a sua ascendéncia. Sabe-se que a populacao brasileira é
formada por diferentes grupos étnicos, incluindo muitos descentes de
imigrantes sirio-libaneses. Essa regido do Oriente Médio foi colonizada durante
cinco séculos pelo Império Otomano que deu origem a atual Turquia. Assim,
embora pouco provavel, a possibilidade da existéncia de um ancestral comum
entre as familias turcas e a familia brasileira ndo poderia ser, a priori,
descartada.

Para verificar esta hipétese realizamos a andlise haplotipica usando
guatro microssatélites adjacentes ao gene do MR, cobrindo uma regido de 3,2
centimorgans (cM) ao redor deste gene. Estes microssatélites representam

todos os marcadores polimorficos a uma distancia de até 2cM do gene do MR.
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Como a distancia de 1cM é equivalente a chance de recombinacéo génica de
1%, optamos por estudar marcadores com distancia até 2cM em relagdo ao
gene do MR. Utllizamos como marcadores adicionais o0s polimorfismos
intragénicos p.1180V e p.A241 no MR. A possibilidade de recombinacdo entre
estes marcadores é bastante improvavel, devido a pequena distancia génica
entre eles e a mutacdo MR p.R947X.

Para confirmarmos a existéncia de um efeito fundador para a mutagéo
R947X no gene do MR, todos os microssatélites deveriam ser idénticos nos
individuos carreadores da mutacdo e os individuos carreadores deveriam
apresentar os mesmos genétipos em relagdo aos polimorfismos intragénicos de
substituicdo simples. Nossos resultados mostraram, entretanto, que individuos
afetados pela mutacdo apresentavam haplétipos comuns dentro de uma
mesma familia, porém, esses haplétipos eram distintos entre as familias. Além
de diferirem em relacdo ao gendtipo de um dos polimorfismos intragénicos,
dois dos quatro microssatélites analisado foram diferentes entre as diferentes
familias portadoras da mutacdo MR p.R947X. Estes resultados permitiram
excluir a possibilidade de efeito fundador para esta mutagao.

Desta forma, descrevemos 3 familias com PHAL apresentando a mesma
mutacdo inativadora. Como as familias ndo séo relacionadas e ndo ha um
efeito fundador, nossos dados demonstraram que o codon 947 representa uma
hot spot para mutacées no gene do MR. Esta foi a primeira demonstracao de
recorréncia de mutacdes no gene do MR e, provavelmente, de uma érea de hot
spot neste gene (Fernandes-Rosa et al., 2006).

O co6don 947 do MR contém uma sequéncia de dinucleotideo CG que esta

localizado numa regidao rica em CG na extremidade 3’ deste gene (Hellal-Levy
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et al., 2000). A recorréncia de mutacdes nesse cdédon sugere um mecanismo
mutacional envolvendo deaminacdo do nucleotideo citosina. Este mecanismo
de deaminacdo de 5-metilcitosina em timina em sitios CpG representa o
mecanismo molecular mais freqiente de mutacdes na espécie humana, sendo
responsavel por mais de 20% de todas as substituicdes de bases nitrogenadas
que dao origem a doencgas genéticas (Krawczak et al., 1998).

Outro objetivo do presente estudo foi avaliar se a presenca de
determinados polimorfismos nos genes do MR, a-ENaC e #ENaC poderia
explicar a ampla variacdo fenotipica observada nos individuos portadores da
mutacdo MR p.R947X.

Na familia brasileira a mutagéo p.R947X foi encontrada, em heterozigose,
no caso-indice, na sua mae, na sua avdé materna, em dois tios maternos e em
dois primos maternos em primeiro grau, evidenciando padrdao de heranca
autossémico dominante e segregacdo dessa mutacdo com o PHA1 na familia
materna. Houve grande variacdo fenotipica entre os individuos afetados, tanto
na apresentacdo clinica como nas concentracdes plasmaticas de aldosterona..
Essa variacdo fenotipica ja havia sido descrita em outras familias com a forma
renal do PHAL (Riepe et al., 2003; Sartorato et al., 2003; Nystrom et al., 2004;
Riepe et al., 2004).

Arai et al. (2003) sugeriram que os polimorfismos p.1180V e p.A241V
possam alterar a acdo do MR e, portanto, poderiam contribuir para a
variabilidade fenotipica observada em pacientes com PHAL. Neste estudo os
autores demonstraram uma menor atividade dos receptores polimérficos MR
V180 e MR V241 comparados ao receptor nativo. Em estudo recente,

entretanto, a analise funcional do MR V180 mostrou que ndo ha reducéo da



70

atividade transcricional do receptor polimoérfico em relagdo ao receptor nativo
guando estimulado com aldosterona. Entretanto, quando o ligante era um
glicocorticoide, se observou reducédo significativa no padréo transcricional (de
Rijk et al., 2006). Apesar do possivel papel funcional destes polimorfismos, os
mesmos parecem ndo estar associados a variacdo fenotipica na familia
brasileira, visto que todos os individuos portadores da mutacdo MR p.R947X
apresentavam genoétipo semelhante para os polimorfismos MR p.I180V e MR
p.A241V. Testamos, entdo, a possivel participagdo de um polimorfismo na
regido de Kozak do MR (c.-2G>C) e de polimorfismos nas subunidades a

(p.C618F) e B (p.G442V) do ENaC na variagéo fenotipica encontrada.

hY

O polimorfismo MR c¢.-2G>C foi relacionado a manifestacdo clinica de
PHA1 quando em associacdo a outros polimorfismos no gene do MR,
sugerindo que este polimorfismo possa alterar a fungdo do receptor. A andlise
funcional desse polimorfismo mostrou uma menor capacidade de transativacéo
do alelo C em relacéo ao alelo G (Arai et al., 2003). Como a regiéo codificadora
do alelo variante ndo difere da regido codificadora do receptor nativo, podemos

inferir que os dominios funcionais das proteinas geradas sejam 0s mesmos.

O polimorfismo MR c.-2G>C esta localizado em uma regido caracterizada
por uma sequéncia consenso em eucariotas (sequéncia de Kozak), que
apresenta papel crucial na iniciacdo da traducdo (Kozak, 1987). Diversos
estudos tém demonstrado que substituices ou delecdes de nucleotideos na
sequéncia de Kozak levam a alteracdo na capacidade de traducédo de
diferentes genes, estando envolvidas na fisiopatologia de doencas humanas

(Kanaji et al.1998; Afshar-Kharghan et al. 1999; De Angioletti et al., 2004;
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Jacobson et al., 2007). A substituicdo do nucleotideo G por C na posicdo -2,
portanto, poderia alterar a capacidade de traducdo do MR e contribuir para a
variacao fenotipica encontrada entre os portadores da mutacdo MR p.R947X.
Em nosso estudo, todos os individuos portadores da mutacdo MR p.R947X
foram também homozigotos para o alelo C do polimorfismo MR c.-2G>C.
Excluimos, entdo, a participacdo desse polimorfismo na variacdo fenotipica

encontrada.

O polimorfismo aENaC p.C618F, descrito em 1999, é localizado em uma
regido altamente conservada entre mamiferos (Ambrosius et al., 1999). Estudo
funcional deste polimorfismo demonstrou uma maior atividade do ENaC,
provavelmente pelo aumento do nimero de canais na membrana plasmatica
(Tong et al., 2005). Este aumento da atividade do ENaC pode ser consistente
com alteracbes do transporte de sodio e da pressdo arterial. A presenca do
polimorfismo oENaC p.C618F, portanto, poderia contribuir para a variacido
fenotipica observada nos individuos portadores da mutacdo MR p.R947X.
Nenhum dos individuos portadores da mutacdo MR p.R947X, entretanto, era
portador do polimorfismo aENaC p.C618F. Este polimorfismo, portanto, néo

esta associado a variabilidade fenotipica encontrada na familia brasileira.

O polimorfismo BENaC p.G442V foi descrito em individuos hipertensos
franceses em 1998 (Persu et al., 1998). Este polimorfismo foi associado a
menor excrecdo de potassio e menores concentragfes plasmaticas de
aldosterona em criancas e adolescentes saudaveis (Ambrosius et al., 1999). A
andlise funcional desse polimorfismo, entretanto, ndo mostrou alteracbes na

corrente de Na* em células expressando o BENaC polimorfico (Persu et al.,
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1998; Ambrosius et al., 1999). Nos individuos portadores da mutacdo MR
p.R947X nds ndo observamos a presencga do alelo polimérfico BENaC p.Vv442.
Portanto, o polimorfismo BENaC p.G442V também ndo esta associado a

variabilidade fenotipica observada.

A comparacao dos gendtipos de todos os individuos brasileiros afetados
pela mutacdo MR p.R947X sugere que nenhum dos trés polimorfismos no MR
(c.-2G>C, p.1180V ou p.A241V), ou os polimorfismos aENaC p.C618F e BENaC
p.G442V contribuem na variabilidade fenotipica observada. E possivel que
polimorfismos em outros genes regulados pelo MR como os genes SGK1,
CHIF, GILZ, NDRG2 ou em outros genes associados ao transporte epitelial de
soédio, como os genes NEDD4-2 e WNK1 possam influenciar a apresentagao
clinica do PHAL. Até o momento, portanto, a explicacdo para esta variabilidade

ainda ndo é conhecida.

O terceiro objetivo do presente estudo foi verificar as consequéncias
funcionais das mutagcbes MR p.R947X e MR p.L848P. A mutacdo MR p.R947X
resulta na traducdo de uma proteina sem os ultimos 37 aminoacidos do MR. Ao
realizarmos a transcri¢do/traducao in vitro deste mutante verificamos, conforme
esperado, a traducdo de uma proteina de aproximadamente 100 kDa, menor
gue o receptor nativo, cujo peso molecular 107 kDa.

Ao analisarmos a capacidade da proteina hMR mutante 947X em ativar a
transcricdo dos genes reporteres MMTV-luciferase e GRE2-luciferase,
verificamos a auséncia da atividade transcricional. Este resultado corrobora os
achados de estudos prévios que haviam demonstrado que a regido C-terminal

€ critica para a ligacéo da aldosterona ao MR (Couette et al., 1998; Hellal-Levy
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et al., 2000). Couette et al. (1998) demonstraram que a perda dos ultimos trés
aminoacidos do MR levam a diminuicdo de 95% da sua capacidade de ligacao
e a perda dos ultimos quatro aminoacidos leva a abolicdo total da capacidade
de ligacao deste receptor a aldosterona.

O codon 947 esta localizado na a-hélice H11 do LBD, portanto a mutacéo
R947X leva a perda das a-hélices H11 e H12 do LBD do MR. Auxiliada por
outros fatores, como a proteina de choque térmico hsp90, a alga H11-H12
mantém o receptor em um estado aberto, capaz de se ligar a ligantes, sejam
agonistas ou antagonistas. Adicionalmente, a a-hélice H11 é importante para o
recrutamento de co-ativadores, a a-hélice H12 faz parte da bolsa hidrofébica
onde ocorre a ligagio da aldosterona ao receptor além de conter o dominio de
transativacédo dependente do ligante (Hellal-Levy et al., 2000; Pascual-Le Tallec
& Lombés 2005; Viengchareun et al., 2007). Desta forma, podemos sugerir que
a perda da capacidade de ativar a transcricdo do mutante p.947X ocorra pela
abolicdo da ligagdo da aldosterona ao MR, por alteragdes no recrutamento de
coativadores e também pela perda da capacidade de transativacao dependente
do ligante do MR.

Na segunda familia brasileira encontramos uma substituicdo em
heterozigose de uma base nitrogenada timina por citosina na posicao 2543
(c2543T>C) no gene do MR. Essa substituicdo leva a troca, no cédon 848, de
um aminoacido leucina por prolina (MR p.L848P). A mutacdo MR p.L848P esta
localizada no éxon 7 do gene do MR, regido que codifica as a-hélices H6 e H7
do LBD, cuja fungéo ainda ndo esta bem esclarecida. Nenhuma mutacao nessa

regido do receptor havia sido descrita previamente.
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Como esperado, a transcri¢ao/traducdo do mutante MR p.L848P resultou
em proteina com o mesmo peso molecular da proteina nativa. Ao analisarmos
a atividade transcricional induzida pela aldosterona sobre o receptor mutante
MR-P848, verificamos uma atividade correspondente a 11% do receptor nativo
para os genes repoérteres GRE2-luciferase e MMTV-luciferase. Estes achados

ressaltam a importancia do residuo leucina na posi¢éo 848 do MR.

Os aminoécidos leucina e prolina sdo hidrofébicos e possuem cadeia
lateral apolar, pertencendo a mesma classe funcional de aminoacidos. A
leucina é conservada no codon 848 do MR de diversas espécies como Homo
sapiens, Rattus norvegicus, Xenopus laevis, Tupaia belangeri, Mus musculus e
Gallus gallus (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez). Por outro lado, entre 0s
outros receptores nucleares, somente o0 PR e o receptor do acido retindico
apresentam o aminoacido leucina no cédon 848. O GR e o receptor de
andrégenos apresentam o aminoacido glicina no cédon 848 e o receptor de
estrogenos apresenta o aminoacido isoleucina no cédon 848 (Fagart et al.,
1998). Como o aminoécido leucina no codon 848 do MR é conservado entre
espécies e ha variagdo do aminoacido presente no codon 848 dos outros
receptores esterdides, pode-se sugerir que o aminoacido leucina no cédon 848
exerca uma funcdo importante e especifica para o MR. Desta forma, mutacfes
nesse coédon poderiam levar a alteragcdes conformacionais do LBD do MR,
prejudicando sua funcgao.

Andlises funcionais de mutacfes missenses em regides codificadoras do
LBD do gene do MR, incluindo duas substituicdes de leucina por prolina em
outros codons, mostraram alteracdes na atividade do receptor (Tajima et al.,

2000; Sartorato et al., 2003; Riepe et al., 2006).
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Tajima et al. (2000) descreveram a mutacdo MR p. L929P, localizada no
éxon 8. Esta mutacdo acometia 3 individuos de uma familia japonesa com a
forma renal do PHA1l. A andlise funcional dessa mutacdo mostrou que o
receptor mutante P929 ndo era capaz de ativar a expressao génica na
presenca de aldosterona. Estes autores sugeriram que o amino4cido leucina na
posicao 929 seja critico para a dimerizacao.

Em estudo multicéntrico europeu foram descritas duas mutagdes
missenses também em regides codificadoras do LBD do MR, uma no éxon 5
(p.Q776R) e uma no éxon 9 (p.L979P) do gene do MR. A analise funcional
dessas mutacdes através de estudo de ligagdo do receptor mutante a
aldosterona mostrou menor afinidade de ligacdo do mutante MR p.Q776R
(cerca de 30% da capacidade do receptor nativo) a aldosterona e perda
completa da capacidade de ligagdo do receptor mutante MR p.L979P a
aldosterona. A analise da capacidade de transativagédo das proteinas mutantes
revelou que a atividade de transcricdo maxima induzida pelo receptor mutante
R776 foi 80% da observada com o receptor nativo. J& o0 mutante P979 perdeu
completamente a atividade de transcricdo dependente do ligante (Sartorato et
al., 2003; Sartorato et al., 2004).

Recentemente, em novo estudo multicéntrico europeu, as mutacées MR
p.S818L e MR p.E972G, ambas no LBD do MR, foram descritas em pacientes
com PHAL. A andlise funcional da proteina mutante MR p.S818L mostrou
diminuicdo da capacidade de ligacdo a aldosterona, abolicdo da capacidade de
transcricdo e alteracdo da translocacdo até o nucleo. O mutante MR p.E972G

apresenta menor afinidade a aldosterona que o0 receptor nativo e
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aproximadamente 9% da atividade transcricional observada com o MR (Riepe
et al., 2006).

Em tecidos epiteliais o0 MR regula a homeostase hidro-salina pela
estimulacdo direta da expressédo de transportadores iGnicos na membrana
celular: o ENaC na membrana apical (Canessa et al., 1994; Rossier et al.,
2002) e a bomba Na/K ATPase na membrana baso-lateral (Horisberger et al.,
1991; Jorgensen, 1986). Estes transportadores sdo responsaveis pelo
transporte unidirecional de sodio do [imen para o intersticio.

Na ultima década foram descritos varios genes responsivos a aldosterona
com acao sobre o transporte de sddio. Eles incluem as subunidades do ENaC
(Bens et al., 1999; Epple et al., 2000; Masilamani et al.,1999; Teixeira et al.,
2006), subunidades da bomba Na/K ATPase (Kolla & Litwack, 2000), CHIF,
gue regula a atividade da bomba Na/K ATPase no célon (Wald et al., 1996;
Brennan & Fuller, 1999) e K-ras2 gene cuja expressao € estimulada pela
aldosterona no célon (Brennan & Fuller, 2006). O SGK1, também ¢é induzido
precocemente pela aldosterona e apresenta papel crucial na homeostase do
sédio (Bhargava et al., 2001; Chen et al., 1999; Naray-Fejes-Toth et al. 1999).
Adicionalmente, Robert-Nicoud et al (2001) demonstraram que o gene GILZ,
também responsivo a aldosterona, estimula, em conjunto com o SGK1, o
transporte de s6dio mediado pelo ENaC nos rins.

A expressao in vitro destes genes responsivos a aldosterona ainda néo
havia sido caracterizada na presenca de MR mutados encontrados em
pacientes com PHAL. No presente estudo analisamos a expressao dos genes
SCNN1A, SGK1, e GILZ, responsivos a aldosterona, em culturas celulares

transfectadas com plasmidios codificando o receptor nativo ou os receptores
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mutantes. O padrdo de expressdo génica foi significantemente diferente nas
células transfectadas com os plasmidios codificadores dos receptores mutantes
P848 e X947 em relagéo ao receptor nativo.

Houve um aumento progressivo da expressdao do gene SCNN1A nas
células transfectadas com o receptor nativo apés o tratamento com aldosterona
o que ndo foi observado nas células transfectadas com o receptor mutante
P848. Nas células transfectadas com o receptor mutante X947 houve um
aumento nao significativo da expressdao do SCNN1A somente 2 horas apds a
adicdo de aldosterona no meio de cultura. Dijkink et al (1999) mostraram
aumento significativo na expressdo do SCNN1A somente 3 a 6 horas apos a
adicédo de aldosterona no meio de cultura. Este estudo, entretanto, foi realizado
com cultura de células derivadas de ducto coletor de coelho, enquanto no
presente estudo trabalhamos com linhagem celular derivada de tecido renal
humano.

Estudo prévio demonstrou que genes codificadores dos canais de sdodio
(ENaC e Na/K-ATPase) sao induzidos lentamente e provavelmente apresentam
maior relevancia fisiolégica na fase de consolidacdo, mais tardia, da resposta a
aldosterona (Verrey, 1999). O estudo da expressdo de genes associados a
fase rapida de acdo da aldosterona, como os genes SGK1 e GILZ, é de grande
relevancia no entendimento da fisiopatologia do PHAL.

Houve um aumento da expressdo do SGK1 uma hora apés a adicdo de
aldosterona em células transfectadas com o plasmidio pcDNA-MR e
decréscimo da expressdo em 2 horas. Este padrdo de expressdo nao foi
observado com o0s receptores mutantes. A proteina SGK1 esta envolvida na

fase rapida de acdo da aldosterona, sendo encontrada em células tratadas com
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aldosterona antes da deteccdao do mRNA das subunidades do ENaC (Chen et
al., 1999; Naray-Fejes-Toth & Fejes-Toth, 2000). Em células derivadas de
ductos coletores e em tecido renal de ratos, os niveis de RNAm do SGK1
elevaram-se aproximadamente entre 30 a 45 minutos ap0s tratamento com a
aldosterona (Chen et al., 1999). Em tecido renal de ratos adrenalectomizados,
foi demonstrado um aumento da expressdo do SGK1 uma hora apds o
tratamento com aldosterona com posterior decréscimo a expressao basal duas
horas apds a adicdo do esteréide (Brennan & Fuller, 2000). Desta forma,
nossos dados estdo em acordo com dados prévios de estudos com cultura
celular e demonstram a menor capacidade transcricional dos receptores
mutantes.

Estudos prévios demonstraram que o SGK1 aumenta a expressado do
ENaC na superficie celular e concomitantemente o transporte de sédio (Alvarez
de la Rosa et al., 1999; Chen et al., 1999). O papel do SGK1 no transporte de
sodio foi confirmado em estudos com modelos animais. Ratos knockout para o
gene SGK1 apresentaram concentracdes elevadas de aldosterona e deficiéncia
na conservacdo de Na* quando submetidos a dietas com baixa ingest&o de sal
(Wulff et al., 2002). O SGK1 é estimulado, também, pela insulina via fosfatidil-
inositol 3'-kinase (PI3K) (Park et al., 1999; Bhalla et al., 2006) sendo um ponto
de convergéncia de dois sinais extracelulares (aldosterona e insulina) (Wang et
al., 2001; Flores et al., 2005).

No contexto do transporte de sodio, a interacdo mais estudada do SGK1
se faz com a proteina NEDD4-2. O NEDD4-2 é um ligante da ubiquitina E3
caracterizado por apresentar dominios ricos em triptofano (WW) (Tzivion &

Avruch, 2002; Bhalla et al., 2006). O NEDD4-2 é expresso em tecidos renais
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sendo capaz de se ligar ao ENaC por interacdo direta dos dominios WW a
sitios especificos prolina-tirosina (PY) no ENaC, favorecendo a sua
ubiquitinacdo, endocitose e degradacdo proteossomal (Abriel et al., 1999;
Kamynina et al., 2001; Gormley et al.,, 2003). O aumento da expressédo do
SGK1 resulta em fosforilagdo e degradacdo do NEDD4-2 e,
consequentemente, diminuicdo da inibicGo do ENaC, indiretamente
estimulando um aumento no transporte de Na® (Debonneville et al., 2001).
Desta forma, uma menor expressao do SGK1, como observada nas células
transfectadas com o0s receptores mutantes, pode estar relacionada a uma
menor fosforilagdo do NEDD4-2 e, portanto, desempenhar papel relevante na
fisiopatologia do PHAL.

No6s observamos um aumento significativo da expressédo do gene GILZ
duas horas apés o tratamento com aldosterona em células transfectadas com o
plasmidio codificador do MR nativo. Entretanto, esse aumento nao foi
observado em células transfectadas com os receptores mutantes P848 e X947.
O aumento da expressao do GILZ com o receptor nativo observado em nosso
estudo esta em acordo com dados anteriores da literatura que evidenciaram
um aumento significativo da expressdo do GILZ em células de ducto coletor
nativo ou cultura de células derivadas de ducto coletor com pico até 4 horas
apos o tratamento celular com aldosterona (Robert-Nicoud et al., 2001; Muller
et al., 2003).

A proteina GILZ representa um importante mediador das acfes da
aldosterona, agindo em paralelo com o SGK1 para facilitar a presenca do
ENaC na membrana plasméatica (Soundararajan et al., 2005). Em cultura

celular, o GILZ inibiu a producéo de interleucina 2 (IL-2) ao inibir a sinalizac&o
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de proteinas quinases reguladoras extracelulares (ERK) (Ayroldi et al., 2002).
Nas células do ducto coletor, a sinalizacdo da via ERK exibe um efeito inibitorio
importante sobre a atividade do ENaC (Zetner et al., 1998; Shi et al., 2002). A
inibicdo do ENaC mediada por ERK ¢é caracterizada pela fosforilagdo do canal
de sdbdio, favorecendo sua interagcdo com NEDD4-2 (Shi et al., 2002). Esta
interacdo ocasiona uma diminuicdo da expressdo do ENaC na membrana
plasmatica e sua posterior degradacdo (Hendron et al.,, 2002). Desta forma,
assim como o SGK1, o GILZ aumenta a expressdo do ENaC na membrana
plasmatica ao diminuir a inibicdo do canal.

Verificamos, portanto, uma expressao diferencial de genes responsivos a
aldosterona em células transfectadas com o MR ou 0s receptores mutantes. A
expressao reduzida dos genes SGK1, GILZ e SCNN1A, observada nos
receptores mutantes p.X947 e p.P848, pode diminuir o transporte de sddio
mediado pela aldosterona em tecidos epiteliais e, conseqiuentemente, contribuir

para as alteracdes bioquimicas e clinicas observadas em pacientes com PHAL.
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1- Excluimos um efeito fundador para a mutacdo MR p.R947X, encontrada em
uma familia brasileira e em duas familias turcas com PHAL. A recorréncia da
mutacdo MR p.R947X em familias néo relacionadas sugere a presenca de um

hot spot mutacional no cédon 947 do MR.

2- Os individuos portadores da mutagdo MR p.R947X foram homozigotos para
o alelo mais comum dos polimorfismos MR c.-2G>C, a-ENaC p.C618F e B-
ENaC G442V. Desta forma, estes polimorfismos ndao estdo relacionados a

variacao fenotipica observada nos individuos portadores desta mutacao.

3- O receptor mutante P848 apresenta uma atividade transcricional de 11% em
relagéo ao receptor nativo e o receptor mutante X947 apresenta uma abolicdo
da capacidade de transativacdo, demonstrando diminuicdo da atividade

funcional dos receptores mutantes.

4- Os receptores mutantes MR P848 e MR X947 promovem uma menor
expressdo dos genes SGK1, SCNN1A e GILZ ap06s o estimulo com aldosterona
do que o MR nativo. Esta expressao génica diferencial pode comprometer o
transporte de sodio em tecido epitelial renal e estar relacionada as alteragfes

bioquimicas e clinicas observadas nos pacientes com PHAL.
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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
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