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M: Medula

MM: Idade da Menarca Materna

SDHEA: Sulfato de Deidroepiandrosterona

OMIM: Heranca Mendeliana Humana disponivel online (Online Mendelian Inheritance in Man)

P: Peso

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction)

PPI: Pubarca Precoce Idiopatica

Q: Quencher (fluorocromo inibidor)

gRT-PCR: PCR quantitativa em Tempo Real

R: Reporter (fluorocromo emissor)

RA: Receptor de Androgenos

RIE: Radioimunoensaio

SOP: Sindrome do Ovério Policistico

StAR: Proteina Reguladora Aguda da Esteroidogénese
TESTOT: Testosterona Total

TESTO: Testosterona

Xq11-12: Brago longo do cromossomo X, regido 11-12
ZF: Zona Fasciculada

ZG: Zona Glomerular

ZR: Zona Reticular
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1. INTRODUCAO




7z

Pubarca precoce idiopatica (PPl) no sexo feminino é definida como o
aparecimento de pelos pubianos antes dos oito anos de idade, sem outros sinais de

desenvolvimento puberal ou virilizacao™?

. Na maioria das vezes, € uma situacao
benigna e autolimitada, seguida por puberdade em idade normal®®. O mecanismo
subjacente parece ser o amadurecimento precoce da zona reticular (ZR) do cortex
adrenal, independente ou parcialmente dependente de hormonio
adrenocorticotropico ACTH, que origina aumento na producdo de andrégenos
adrenais, em particular o aumento de dehidroepiandrosterona (DHEA) e sulfato de
deidroepiandrosterona (SDHEA)®.

Os andrégenos agem através da ligacdo a receptores nucleares, 0 que €
facilitado por serem hormonios lipofilicos derivados do colesterol e capazes de
atravessar a membrana celular. A ligacdo do esteroide ao seu receptor determina a
migracdo do complexo horménio-receptor para o nucleo, onde reconhece o sitio
especifico de ligacdo ao DNA (elemento responsivo) modulando a transcricdo dos
genes-alvo®. Esses hormdnios sdo reconhecidos como os principais moduladores
do desenvolvimento e da manutencdo do fenétipo masculino, bem como sua funcéo
reprodutiva, mas também afetam a funcdo de diversos tecidos ndo reprodutivos,
como, por exemplo, o 6sseo e o musculoesquelético. A maioria dessas funcdes
envolve a expresséo do receptor de andrégenos (RA)®’

A hiperexpresséao do RA no complexo pilo-sebaceo pubiano pode ser um dos
fatores responsaveis pela hipersensibilidade desse tecido aos androgenos,
causando o aparecimento precoce dos pelos. A quantificagdo dos receptores de
andrégenos pode reconhecer a influéncia da expressédo dos receptores na idade de
inicio da pubarca, bem como oferecer subsidios para o planejamento terapéutico
nos casos que apresentem hiperexpresséao do receptor androgénico.

O objetivo deste projeto foi comparar a expressao tecido-especifica do gene
de receptor androgénico entre meninas com pubarca precoce idiopatica e um grupo
controle, e também correlacionar tal expressdo as concentracdes séricas dos

horménios andrégenos.
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1.1. Reviséao de literatura
1.1.1. Pubarca precoce idiopatica

A adrenarca € denominada por alguns como sendo a “puberdade” da glandula
adrenal®, caracterizada pela ativacdo da producéo de andrégenos adrenais e por
aumento progressivo da dehidroepiandrosterona (DHEA) e SDHEA, ambos
produtos da ZR da adrenal (Fig. 1)®. A adrenarca relaciona-se ao desenvolvimento
da ZR do cértex adrenal, mas os mecanismos que regulam a secrecdo dos
andrégenos adrenais DHEA e androstenediona (ANDRO) néo estdo completamente
esclarecidos®?.

Por volta dos seis anos de idade, ou menos, ocorre aumento gradual na
secrecdo de andrégenos adrenais. Esse fato foi reconhecido pela primeira vez ha 60
anos atras, por Talbot et al™™, que identificaram o aumento da excrecado de 17-
cetoesteroides urinarios em criancas normais. Observando a presenca de pelos

pubianos em pacientes com disgenesia gonadal, Albright et al(*?

postularam que,
durante a maturacdo sexual humana, a adrenal secreta quantidades crescentes de
esteroides com atividade androgénica. Albright et al*?>*® atribuiram a esse processo
de desenvolvimento a denominagao de adrenarca.

Pubarca € o termo que descreve o0 aparecimento dos pelos pubianos, que
pode ser acompanhado do surgimento de pelos axilares ou ndo, sendo a
representacdo clinica da adrenarca. Esse processo € considerado precoce quando

acontece em meninas antes dos oito anos de idade***>19),
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Figura 1. Coloragdo de hematoxilina e eosina de corte histololégico da adrenal,
mostrando a zona glomerular (ZG), a zona fasciculada (ZF), a zona reticular (ZR) e a
medl(ng)a (M), nas idades de 3 anos (A) e 12 anos (B) [Modificado de Nakamura et al,
2009"].

1.1.2. Desenvolvimento puberal normal em meninas

As caracteristicas fisicas dos estagios de desenvolvimento e de pelos

pubianos estédo resumidos no Quadro 1 e ilustrados pelo Anexo 1.
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Quadro 1 : Estagios de desenvolvimento de pelos pubianos.

Caracteres Sexuais Secundarios (meninas)

Estadio | Pelos sobre o pubis nédo estdo mais desenvolvidos do
stagio
gue os da parede abdominal. Pelos pubianos ausentes.

Crescimento esparso de pelos longos, finos, lisos ou
Estagio Il |discretamente encaracolados, principalmente ao longo

dos grandes labios.

Desenvolvimento de Estagio Il Pelos tornam-se mais escuros, espessos e
stagio
Pelos Pubianos encaracolados, distribuindo-se na regido pubiana.

Pelos s&o do tipo adulto, mas com area de distribui¢cdo
Estagio IV |menor do que em adultos, ndo se estendendo para a

superficie interna das coxas.

o Pelos adultos em tipo e quantidade, estendendo-se até
Estagio V L
a superficie interna das coxas.

Marshall, Tanner, 1969®; Monte et al, 2006®.

Caracterizar separadamente o surgimento dos pelos pubianos (pubarca) e
das mamas (telarca) € importante, pois ambos os desenvolvimentos constituem
eventos distintos™”. O desenvolvimento da mama é controlado primariamente pela
secrecdo de estrogeno ovariano, enquanto o desenvolvimento de pelos pubianos é

estimulado pela secrecdo de andrégenos adrenais® .
1.1.3. Esteroidogénese adrenal

A descricdo anatdomica da adrenal foi feita ha mais de 450 anos pelo
anatomista italiano Bartholomeo Eustachio, tendo sido ignorada até 1855, quando
Thomas Addison descreveu com detalhes a doenca que leva seu nome"®). Brown-
Séquard demonstrou, em 1856, que as adrenais eram indispensaveis para a vida,
apos realizar adrenalectomia em animais™®. Experiéncias posteriores demonstraram
ser a zona cortical, e ndo a medular da adrenal, a indispensavel para a vida®®. O
conceito de hiperfuncdo e suas manifestages clinicas, por sua vez, surgiu depois,
com Cushing®, Albright®® e Conn®. Entre 1935 e 1937, o isolamento dos
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horménios adrenais, com a definicdo de sua estrutura e sintese®, e, mais
recentemente, associado aos avangos nas técnicas de quantificacdo hormonal, bem
como nas técnicas moleculares, ampliaram nossa compreensao a respeito da
fisiologia, da bioquimica e da fisiopatologia do coértex adrenal.

O cértex adrenal produz trés hormbnios principais: o0s glicocorticoides
(corticosterona e cortisol), os mineralocorticoides (aldosterona e deoxicorticosterona)
e 0s androgenos (DHEA e SDHEA). O precursor de todos os horménios
provenientes da esteroidogénese adrenal € o colesterol, sendo sua principal fonte a
lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol) oriunda da circulacdo, mas sabe-se
gue essa nao é a Unica fonte de colesterol para a glandula adrenal, que pode ser
gerado de novo no cortex adrenal, a partir da acetil-coenzima A, e ha evidéncias da
utilizacado da lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), através da captacao

dessa molécula pelo receptor scavenger tipo I-SR-BI, o receptor de HDL®®.

A esteroidogénese adrenal envolve as vias bioquimicas apresentadas na

Figura 2.
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Figura 2: Esteroidogénese na adrenal humana [Modificado de Arlt, Stewart, 2005%°).

A primeira etapa limitante da esteroidogénese adrenal é a ligacdo hormonal a

um sistema de transporte intracelular do colesterol, a partir do citoplasma até a
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membrana mitocondrial interna, para a conversao em pregnenolona pelo citocromo
P450 scc, a enzima de clivagem da cadeia lateral. Essa etapa € mediada pela
atividade enzimatica da proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR),
induzida pelo aumento da concentracdo intracelular de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), proporcionado pela ligacdo do ACTH ao seu receptor de
membrana®®.

A esteroidogénese envolve a acdo combinada de varias enzimas do
citocromo P450. As enzimas CYP11B e a P450scc estédo localizadas na mitocondria
e utilizam um sistema de transporte de elétrons proveniente da adrenodoxina-
redutase para oxidar e hidrolisar os esteroides. J4 as enzimas 17 -hidroxilase e 21-
hidroxilase, que estdo localizadas no reticulo endoplasmatico, tém seu transporte
facilitado por flavoproteinas, a POR e o citocromo b5®.

Na zona reticular, a enzima 17-hidroxilase (CYP17) possui uma atividade
extra, ela cliva a ligagdo carbono-carbono 17-20 (atividade 17,20-liase), originando
compostos com 19 carbonos. Essa mesma enzima converte 17-hidroxipregnenolona
em DHEA que, por sua vez, é convertida pela 3 -HSD em ANDRO que podera,
posteriormente, ser convertida em testosterona e estrogenos quando atingir outros
tecidos®. A 17 - hidroxilase é necessaria na ZF da adrenal para a producdo de
glicocorticoide, sendo que ambas as atividades 17 -hidroxilase e 17,20-liase séo
necessarias para a producdo de andrdgenos adrenais na ZR da adrenal. Portanto, a
CYP17 e reconhecida como uma das principais reguladoras qualitativas da
esteroidogénese, sendo essencial para a adrenarca®®”.

O citocromo b5 (CYB5) é considerado um importante regulador da funcédo da
CYP17 e, particularmente, de sua atividade 17,20-liase. Essa proteina é mais
evidente na ZR da adrenal e resultados sugerem que desempenha um importante
papel no desenvolvimento do coértex adrenal, por meio do seu sistema de
transferéncia de elétrons, aumentando a atividade da 17,20-liase’®®.

A enzima sulfotransferase (SULT2A1) realiza a sulfatacdo da DHEA, sendo
obrigatéria na sintese de SDHEA, sendo este o principal esteroide em massa
produzido pela adrenal adulta, além de ser o mais abundante na circulacdo do ser
humano adulto. O SULT2A1 é predominantemente expresso no citoplasma das
células adrenocorticais da ZR da adrenal e inclui outros substratos, como
pregnenolona e 17 -hidroxipregnenolona, metabolizando-os aos seus respectivos

produtos sulfatados. Estudos demonstraram que o aumento da produgéo de SDHEA
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que ocorre na adrenarca esta associado com a aceleracdo da expressdo dessa
enzima. Mas ainda had muito a ser esclarecido no que se refere ao papel da
transcricdo desse gene na regulacdo da ZR da adrenal e na adrenarca®.

A 3 -hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (HSD3B2) catalisa a conversao de
pregnenolona, 17 -hidroxipregnenolona e DHEA a progesterona, 17 -
hidroxiprogesterona e androstenodiona, respectivamente (Fig. 2). Essa enzima
normalmente atua de maneira competitiva com a CYP17, diminuindo a producédo de
SDHEA. Alteracbes que diminuam sua atividade podem representar um papel
importante na adrenarca®.

A 21-hidroxilase do citocromo P450 (CYP21) converte a progesterona e a 17-
OHP em 11-desoxicorticoesterona, na ZG adrenal, e 1ll-desoxicortisol, na ZF,
respectivamente. Apesar de néo estar diretamente envolvida na producdo de DHEA,
assim como a HSD3B2, sua presenca desvia a metabolizacdo de produtos
esteroides em mineralocorticoides e glicocorticoides (Fig. 2). Sua deficiéncia leva ao
aumento da producao de esteréides C19, com consequentes manifestacdes clinicas
de hiperandrogenismo®®. Evidéncias sugerem que a adrenarca ndo depende de
alteracdes na expressdo de CYP21 na zona reticular da adrenal®V.

Apesar de algumas enzimas e cofatores proteicos serem comuns a todas as
zonas adrenais, as classes especificas de esteroides produzidos dentro de cada
uma delas sdo predominantemente determinadas pela expressdo zona-especifica
caracteristica de cada enzima esteroidogénica. A Fig. 3 ilustra as principais
diferencas na expressdo das enzimas que facilitam a produgcdo de andrégenos

adrenais.
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Figura 3: Vias para a producdo de esteroides adrenocorticais. A producdo envolve a acao
combinada da StAR, P450scc (CYP11A1), citocromo P450cl17; 17 -hidroxilase/17, 20-liase
(CYP17), e sulfotransferase DHEA (SULT2A1). Um facilitador da biossintese de SDHEA é o
citocromo b5 (CYB5), que pode aumentar a atividade da 17,20-liase de CYP17. Ao
contrario, a 3 -hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (HSD3B2) e a 21-hidroxilase do
citocromo P450 (CYP21) impactam negativamente na producdo do SDHEA [Modificado de
Nakamura et al, 2009%).

1.1.4. Hormoénios andrégenos

As gbnadas e o cortex adrenal ttm o mesmo potencial de esteroidogénese,
por sua origem embrionaria mesodérmica comum, mas se especializaram na
formacao particular de esteroides na dependéncia do sexo genético e da expressao
de varios fatores de transcricdo, tais como o WT1, NR5A1, NROB1, SRY, SOX9,
AMH, e WNT4®),

O hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH) regula a secrecdo das células da
zona reticular, a camada mais profunda do cortex adrenal que secreta a DHEA e a
ANDRO. Outros fatores parecem estar envolvidos nessa regulacdo, mas o
mecanismo de controle da produgdo de andrdgenos adrenais ndo esta totalmente

elucidado®>3?
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A secrecdo do ACTH pela hipdfise anterior é controlada pelo horménio
liberador de corticotropina do hipotdlamo (CRH). O CRH é secretado no plexo
capilar primario do sistema porta hipofisario, chegando a eminéncia média do
hipotalamo, sendo entdo transportada para a hipdfise anterior, onde induz a
secrecéo de ACTH.

Os andrégenos adrenais (DHEA, SDHEA e ANDRO) séo os esteroides mais
abundantes secretados a partir da glandula adrenal adulta (20 mg/d)®®. O aumento
progressivo da sintese de DHEA e de SDHEA, principais andrégenos adrenais,
ocorre entre 5-25 anos, atingindo seu apice no inicio da idade adulta e declinando a
seguir ©3,

A acado desses hormdénios € exercida principalmente pela conversdo, em
outros tecidos, em andrégenos ou estrégenos mais ativos®?. Enquanto nas

|35)

mulheres cerca de 50% dos androgenos sao de origem adrenal*™, em homens

adultos esse valor é de cerca de 2%, devido a grande producdo de andrégenos

testiculares®®,

1.1.5. A pele como 6rgao endocrino

A pele e seus apéndices, incluindo foliculos pilosos, glandulas sebaceas e
glandulas écrinas e apdcrinas, a semelhanca dos 6rgaos esteroidogénicos classicos,
como gbnadas e adrenais, estdo munidos de todas as enzimas necessérias para a
sintese e metabolizagdo de androgenos. Além disso, pele e faneros também se
constituem em tecido-alvo para a agéo dos préprios andrégenos®’=®,

O efeito dos androgenos € mediado pela ligacdo a receptores nucleares
especificos. Mutacdes no gene do RA, como, por exemplo, na Sindrome da
Insensibilidade Completa aos Andrégenos, impede a acdo dos androgenos em todos
os tecidos, incluindo a pele®?.

Os hormonios androgénicos circulantes com acdo em todos os tecidos,
incluindo a pele, sdo o SDHEA e a ANDRO (produzidos nas adrenais), a
testosterona (TESTO) e a dihidrotestosterona (DHT), principalmente sintetizadas nas
gbnadas, mas também sintetizadas ou metabolizadas pela pele.

O SDHEA adrenal, que chega a pele pela circulacdo, apesar de ser um

andrégeno fraco, pode ser convertido a DHEA pela atividade sulfatase de mondcitos
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e, posteriormente, sebdcitos e queratinécitos podem converter DHEA em ANDRO,
um andrégeno mais potente, bem como sebdcitos podem metabolizar andrégenos
até TESTO. A ativacdo da TESTO, por sua conversdo em DHT, é catalisada por 5 -
redutase tipo 1, expressa em quase todas as células da pele, mas especialmente em
sebdcitos, ao passo que a 5 -redutase tipo 2 € expressa por fibroblastos e papilas
dérmicas®?.

Assim, a pele pode ser considerada um orgao enddécrino, com capacidade de

sintetizar significativa quantidade de andrégenos com acdo paracrina e intracrina
(Fig. 4).

Acao Endocrina

Acao Paracrina

DHEA

Figura 4: Esquema do metabolismo dos precursores de androgenos até seus metabdlitos
mais ativos com acBes androgénicas, tanto enddcrinas como pardcrinas.  4A:
androstenediona; DHT: di-hidrotestosterona; DHEAS: Sulfato de Deidroepiandrosterona;
DHEA: Deidroepiandrosterona; AR: Receptor de Androgenos; T: Testosterona; S: sulfatase;
3 OHI(Dg; 3 OHD hidroxiesteroide desidrogenase; 5 R:5 -redutase. (Modificado de Pombo,
2000) ™.
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1.1.6. Receptor de andrégeno (RA)

Os androgenos sdo hormoénios lipofilicos, que de maneira passiva ou
facilitada, atravessam a membrana celular e atingem seus receptores
citoplasmaticos, promovendo sua translocacao nuclear.

O RA tem a capacidade de se ligar tanto a TESTO como a DHT, porém com
afinidade maior para DHT e, consequentemente, maior atividade.

A estrutura tridimensional do dominio de ligacdo ao horménio é semelhante
ao de outros receptores esteroides. A ligagdo ao hormonio altera a conformacéo do
receptor, permitindo sua dimerizagéo, translocagdo ao nucleo, ligacdo ao elemento
responsivo do gene-alvo e, finalmente, a ligagdo de moléculas coativadoras, que
estabilizam e amplificam a transducédo do sinal hormonal e a transcricdo do gene-
alvo®.

Numerosos tecidos expressam 0 RA e essa expressao depende da resposta
aos andrégenos, da concentracdo de receptores, bem como da concentracdo de
DHT ou TESTO e, segundo se pesquisa, também de coativadores existentes em
cada tecido. Por exceléncia, os tecidos com resposta androgénica sdo: o testiculo, a
prOstata, 0s genitais, a cartilagem cricoide, o muasculo estriado, a pele e,
principalmente, o foliculo piloso. Também podemos encontrd-la, entre outros
exemplos, na cartilagem de crescimento e no 0sso. Em grande parte de tais tecidos
€ essencial a acdo da enzima 5 -redutase na transformacdo de TESTO em DHT,
que se expressa nas mesmas celulas que expressam os receptores. Em outros
tecidos, porém, o androgeno TESTO ndo pode atuar diretamente, sendo através de
sua transformacéo em estradiol (E2) mediante a enzima aromatase (por exemplo, na
hipdfise). Existem, consequentemente, duas vias para se intensificar ou variar a
acdo dos androgenos: a transformacdo de TESTO em DHT, intermediada pela 5 -
redutase, e a transformacéo de TESTO em E2, que a modifica. Ainda que somente
uma pequena quantidade de TESTO se transforme em E2 (0,2%), como o E2 atua

em concentracdes inferiores, essa via adquire importancia biologica®.
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1.2. O gene do receptor de andrégeno (OMIM: 313700)

A localizacdo cromossémica do RA é o brago longo do cromossomo X (Xql1-
12), cépia unica®****? que se estende por 75 a 90 kilobases (kb) de DNA
gendmico. A regido codificadora compreende 2757 pares de bases, dividida em oito
exons“?.

Os genes da superfamilia dos receptores nucleares apresentam dominios
comuns, denominados dominio de ligacdo ao ligante hormonal, dominio de ligacéo
ao DNA e dominio de ativacdo de funcdo (transativacdo). Existe também uma
pequena porcdo do exon 4 que conecta esses dois dominios, conhecida como
dobradica hinge™?.

O dominio N-terminal é codificado pelo éxonl, correspondente a zona
promotora reguladora da transcricdo, sendo constituido por 1613 pares de bases e
possui funcdo moduladora, sendo responsavel pela velocidade de transcricdo do
gene®®, conforme a Figura 5.

—-»-»-»-»-»-»-»-

Figura 5: Receptor androgénico com os trés principais dominios: Dominio N-terminal
codificado pelo éxon 1, dominio de ligacdo ao DNA codificado pelos éxons 2 e 3 e dominio
de ligacdo ao andrégeno, codificado pelos exons 4 a 8 [Richeti, 2011“7)].

O dominio de ligacdo ao DNA é codificado pelos exons 2 e 3 e constituido por
65 aminoacidos. S&o seus dois dedos de zinco que o tornam capaz de se ligar aos
elementos responsivos do gene-alvo da acdo androgénica.

Os éxon de 4 a 8 codificam o dominio de ligacdo ao andrégeno, a regido da
proteina que se une especificamente aos andrégenos.

Antes do advento da PCR quantitativa em Tempo Real (QRT-PCR), a

expressdo do gene do RA sO podia ser avaliada em ensaios qualitativos ou
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semiquantitativos, mas, com a sua introducdo, tornou-se possivel a avaliacdo
guantitativa da expressao génica.

O grupo que desenvolve pesquisas relacionadas a esse tema, do qual esta
autora faz parte, descreveu inicialmente a padronizacdo de um ensaio utilizando
gRT-PCR na quantificacdo da expressdo do gene do receptor glicocorticoide*®?),
seguida da padronizacdo da expressdo do RA em pele prepucial e em foliculos

pilosos®?.

1.3. Justificativa deste estudo

Considerando que a pele produz, metaboliza e, simultaneamente, esta sob o
efeito de andrégenos®?, levantou-se a hipétese de que o aumento da expresséo dos
receptores androgénicos ao nivel do foliculo piloso possa conferir maior
sensibilidade da pele aos androgenos e, finalmente, determinar o aparecimento
precoce dos pelos pubianos.

Embora a PPl seja uma situacao benigna, cerca de 25% dos casos pode
evoluir em longo prazo para hirsutismo, acne, irregularidade menstrual e sindrome
dos ovérios policisticos, situagfes nas quais o excesso de producdo dos androgenos

ou maior sensibilidade a estes estdo presentes (¢5%535%

. Entre as pacientes com
PPI, a deteccdo precoce daquelas que potencialmente possuem hipersensibilidade
aos andrégenos pode contribuir para o reconhecimento de pacientes com risco

evolutivo de virilizagao, permitindo melhor planejamento terapéutico.
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2. OBJETIVOS
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1- Quantificar e comparar a expressao tecido-especifica do RNA mensageiro
do receptor de andrégenos em foliculos pilosos pubianos provenientes de meninas

com pubarca precoce idiopatica e meninas controles.

2— Correlacionar a quantidade do RNA mensageiro do receptor de
andrégenos com a idade de inicio da pubarca e com a concentracdo do SDHEA.

Objetivos
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3. CASUISTICA E METODO
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3.1. Casuistica

O protocolo do estudo (Processo n° 163/10) foi aprovado no Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos da Irmandade Santa Casa de S&o Paulo. Todos os
pacientes ou seus responsaveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido antes de serem incluidos no estudo (Anexos 2 e 3).

Foram obtidas amostras de pelo da regido dos grandes labios para
quantificacdo do RNAmM do RA de 110 meninas, sendo que 52 delas apresentavam
pubarca precoce idiopatica (PPI) e 58 controles pareadas pelo estagio de
desenvolvimento de pelos pubianos de acordo com os critérios de Marshall,
Tanner®. No momento da coleta dos pelos era realizado o exame fisico detalhado
das pacientes e eram colhidas informacfes sobre as variaveis a serem analisadas
no estudo, tais como peso, IMC, presenca de acne, acantose, hirsutismo, idade de
menarca, idade de telarca, e as caracteristicas fisicas dos pelos pubianos (Anexo 4).

As pacientes foram divididas em dois grupos, PII-1ll e PIV-V, de acordo com o
fato de a pilificacdo pubiana estar em estagios iniciais (PII-1ll) ou finais (PIV-V) .

Foram excluidas pacientes com hiperplasia adrenal congénita (HAC),
segundo os critérios diagndsticos utilizados no ambulatério de endocrinologia
pediatrica da ISCMSP, que se baseiam na obtencdo da concentracdo da 170HP por
radioimunoensaio (RIE). O diagnostico de HAC é descartado para concentracdes de
170HP menores do que 2 ng/mL, sujeitas a teste de estimulo com ACTH para
valores entre 2 e 10 ng/mL (ou se possivel, estudo molecular para deteccédo de
mutacdes) e provavel diagndstico, se os valores resultarem acima de 10 ng/mL, visto
a impossibilidade de realizacdo do teste de estimulo com ACTH para todas as
pacientes com essa suspeita. Foram também excluidas pacientes com puberdade
precoce. Nos critérios de exclusdo iniciais constava tumor gonadal ou adrenal, ou
uso exogeno de andrégenos, ou terapia antiandrogénica ha menos de seis meses,
mas nenhuma paciente submetida ao diagnostico diferencial de pubarca apresentou

estes critérios.
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3.2. Coleta das amostras de bulbo capilar

Foram obtidas amostras de 4 a 6 pelos da regido dos grandes labios (2 a 3
pelos de cada grande labio), extraidos suavemente por tracdo manual simples com
luva. Os pelos com os foliculos presentes foram armazenados em tubo especifico
com solugcédo de armazenamento apropriado e, em seguida, agitados vigorosamente,
a fim de expor esse substrato a solucdo de armazenamento para minimizar a
degradacdo do RNA. Em seguida, as amostras foram armazenadas em Freezer a
-80°C, idealmente mantidas por um periodo maximo de 15 dias, devido a constante,
porém lenta, degradacdo do RNA das amostras.

3.3. Analise bioquimica

Com intervalo inferior a trés meses da obtencdo dos pelos genitais, foram
obtidas amostras de sangue periférico para quantificacdo por quimioluminescéncia
de SDHEA (Siemens Healthcare, Llanberis, United Kingdom) e TESTOT (Siemens
Healthcare, Llanberis, United Kingdom). Por RIE foram determinadas a ANDRO
(IMMUNOTECH a.s., Prague, Czech Republic) e 170HP (DIAsource Immunoassays
S.A., Louvain-la-Neuve, Belgium).

Ha um grande problema metodoldgico, que se apresenta para qualquer grupo
gue queira utilizar em seu estudo medidas hormonais na faixa pediatrica, devido a
escassez de valores de referéncia para a referida faixa etéria da populacdo. Abaixo,

seguem os valores de referéncias indicados pelos kits utilizados:

SDHEA (ng/mL)

Meninas Tanner I: 132 - 650
Meninas Tanner Il e Ill: 220 - 1750
Meninas Tanner IV: 570 - 2300
Meninas Tanner V: 760 - 3780

TESTOT (ng/mL)
Meninas Tanner I: 2 - 10
Meninas Tanner Il, 1ll, IV e V: 5-40
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ANDRO (ng/mL)
Criancas de 1 a 6 meses: 0,10 a 0,33
Criancas de 7 a 12 meses: 0,10 a 0,28
Criangas de 1 a 6 anos: 0,10 a 0,23
Criancas de 7 a 9 anos: 0,10 a 0,34
Mulheres: 0,10 a 3,00

170HP (ng/mL)
Criancas de 1 mésalano:1a40
Criancasdel1al3anos:0,1al5
Mulheres fase folicular: 0,11 a 1,08
Mulheres fase latea: 0,95 a5

Inicialmente pretendiamos coletar o sangue no mesmo momento da amostra
de pelo, mas encontramos grande resisténcia por parte das pacientes,
principalmente as do grupo controle. Assim, optamos por coletar os exames
juntamente aos exames de rotina das pacientes, desde que n&o ultrapassasse o
periodo maximo de trés meses, para que nao houvesse interferéncia maior nas
concentracfes séricas hormonais, visto que a paciente poderia mudar de estadio

puberal.
3.4. Analise molecular

As amostras de bulbo piloso foram submetidas a extragdo de RNA e a
transcricdo reversa para a obtencdo de DNA complementar (cDNA), posteriormente
quantificado por PCR em tempo real para a determinacdo da quantidade de RNA
mensageiro especifico do receptor androgénico.
3.5. Extragdo do RNA

3.5.1. Foliculo piloso (amostras)

As amostras foram descongeladas e, ap6s pipetagem vigorosa, o conteudo foi

transferido para um tubo de 2 mL e os foliculos pilosos descartados. Foram

adicionados 200 pL de cloroférmio para cada 1 mL de Trizol (Trizol Reagent
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Invitrogen). As amostras foram agitadas novamente, incubadas em temperatura
ambiente por 2 minutos e, em seguida, centrifugadas a 12500 rpm, por 15 minutos, a
4.

ApOs a centrifugacao, a fase aquosa de cada amostra foi transferida para um
tubo de 1,7 mL e foram acrescentados 500 mcL de isopropanolol para cada 1 mL de
Trizol, agitada em vortex e, apés repouso de 10 minutos, em temperatura ambiente,
a solucéo foi novamente centrifugada a 12500 rpm, por 10 minutos, a 4<C.

O sobrenadante foi descartado com pipeta, e o precipitado lavado com 1000
uL de etanol 85% gelado, agitado no vértex e, em seguida, centrifugado a 9500 rpm,
por 8 minutos, a 4C. Foi realizada a remoc¢ao cuida dosa do etanol e, no gelo, o
precipitado foi ressuspenso em 40 pL de agua livre de DNase e RNase, e sua
concentracdo medida por meio de espectrofotometria. A essa solucdo acrescentou-
se 1 pL de enzima inibidora de RNase (Applied N8080234) com armazenamento a
-80<C, por um periodo de no maximo duas semanas, at é a realizacdo da transcricao

reversa.
3.5.2. Curva padrao (préstata)

A préstata € um Orgdo que expressa grandes quantidades do RA. Um tecido
que expresse grande quantidade do gene em questdo é necessario, pois a solucéo
utilizada como curva padréo deve ser diluida seriadamente e suas concentracfes
conhecidas®. Em estudo anterior de nosso grupo, a padronizacdo da curva padréo
foi realizada utilizando-se a prostata de doador-cadaver para quantificacdo dos
ensaios de expressdo do RA. Neste estudo, a mesma curva padrao foi empregada.
Em resumo, a partir do cDNA extraido do fragmento prostatico, com o rompimento
das células por homogeneizacao (Tissue Disruptor Qiagen), foi realizada a extracao
do RNA, utilizando-se o kit (rNeasy Mini Kit - Cat. No. 74104, Qiagen), seguida de
transcricdo reversa a CDNA. Esse cDNA serviu como subsidio para o

desenvolvimento da curva padréo.
3.6. Reagdo enzimatica de transcri¢cao reversa

Tanto o RNA procedente do bulbo capilar quanto o de préstata foram diluidos

em 50 | de agua ultra pura (GIBCO) e submetidos a uma reacdo enzimatica
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modulada pela acdo da transcriptase reversa, possibilitando a sintese do cDNA. A
reacdo contém o RNA da amostra a ser transcrita, tamp&o, dNTPs, iniciadores
aleatérios (Random primers), transcriptase reversa (Multiscribe reverse
transcriptase) e a enzima inibidora de RNase (RNase Inhibitor) (Tab. 1).

Tabela 1: Componente para realizacdo da Reacdo de Transcriptase Reversa (Kit
Tag Man ReverseTranscriptase Reagents N8080234).

Componentes Volume/Tubo |

Buffer TagMan RT 5,0

25nM MgClI2 11,0
DeoxyNTP 10,0
Randon Primers 2,5

Inibidor de RNase 1,0

Tanscriptase Reversa MultiScribe 1,25
Total Mix 30,75
RNA 19,25
Total 50,0

3.7. PCR em tempo real quantitativa (QRT-PCR)

A reacdo de cadeia da polimerase (Polymerase Chain reaction) € uma técnica
de amplificacéo in vitro do DNA. O PCR em tempo real, uma variante da reagéo de
PCR convencional, representa grande avan¢o nos métodos moleculares de
quantificacdo da expressdo génica em determinado tecido ou amostra bioldgica.
Esse método utiliza um sistema fluorescente baseado na atividade 5 3"exonuclease

da Tag DNA polimerase, capaz de clivar uma sonda de hibridizagdo ndo-extensivel
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(Sonda TagMan) durante a fase de extensdo da PCR. Tal sonda de hibridizacdo é
marcada com dois fluorocromos. Neste estudo, o fluorocromo utilizado foi o FAM (6-
carboxi-fluoresceina), este servindo como emissor de fluorescéncia (R: reporter).
Seu espectro de onda é absorvido pelo fluorocromo inibidor (Q: quencher), que

neste estudo foi o TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina) (Fig. 6).

SONDA

___secdan i',"..

Sl

3’

Figura 6: llustracdo da Sonda TagMan (Universal PCR Master Mix, Part Number: 4304437
Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey, USA)(56).

Enquanto a sonda esta intacta, ocorre transferéncia da energia fluorescente
do emissor, que € absorvida pelo fluorocromo inibidor pela proximidade fisica entre
eles. Durante a fase de extensdo da PCR, a sonda de hibridizacdo é clivada pela
acdo nucleolitica 5° 3" da Taq polimerase. Como consequéncia, essa sonda sera
degradada e a emisséao fluorescente de FAM ja ndo é mais transferida eficazmente
para o fluorocromo inibidor, resultando em incremento da emisséo fluorescente, que
passa a ser detectada a cada ciclo da PCR.

A intensidade da fluorescéncia produzida durante as amplificacdes de PCR,
em cada um dos 96 pocos do bloco do aparelho, é possivel devido a uma camara
CCD (charged coupled device) presente no equipamento, que capta o sinal durante
25 milissegundos, a cada 8,5 segundos, durante a PCR. Um algoritmo do
computador compara a quantidade de fluorescéncia emitida pelo fluorocromo
emissor (reporter) com a absorcéo pelo fluorocromo inibidor (quencher), gerando um
valor de RN (R/Q). O valor RN reflete a quantidade da sonda de hibridagéo que
foi degradada. O algoritmo calcula a média dos valores RN coletados nos trés

altimos ciclos de extensdo, produzindo uma representagdo grafica (amplification
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plot), na qual, na abscissa, estdo representados os numeros de ciclos e, na

ordenada, esta representado o sinal de fluorescéncia®’*®* (Fig. 7).
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Figura 7 : Representacdo grafica (amplification plot) demonstrando a quantificacdo de RNA
da amostra ( RN), representada no eixo-Y, e do tempo, representada pelo numero de
ciclos, plotada no eixo X. Esse grafico é a representacdo dos resultados da amplificacdo da
curva-padrdo do GR . O ponto 1:100.000.000 ndo amplificou. A figura mostra ainda um
paciente exemplo (A), que amplificou com um Ct 29,16. [Modificada por Silva, 2014

Durante os primeiros 10 a 15 ciclos da amplificacdo por PCR, os valores de

RN se mantém em linha basal (baseline). Dessa maneira, o sinal vai sendo
acumulado, mas permanecendo abaixo dos limites de deteccdo do aparelho. Havera
um aumento de sinal fluorescente, correspondente as sondas que serdo clivadas a
cada ciclo da reacéo de PCR, durante o qual a Taqg DNA polimerase sintetiza novas
cadeias. Os sinais medidos durante os ciclos da PCR séo utilizados para demarcar
uma linha de corte (threshold). A linha de corte é calculada pelo programa como
uma funcdo da quantidade de fluorescéncia da linha basal e é tracada num ponto
em que o sinal gerado a partir de uma amostra € significativamente maior do que a
fluorescéncia basal. Geralmente essa linha de corte corresponde a dez desvios-
padrdo acima da média da emissdo dos ciclos iniciais. Adicionada a linha de corte,
forma-se uma interseccdo com a curva de amplificacdo detectada acima da linha de

corte, que corresponde a fase exponencial da reacdo de PCR. Esse ponto € utilizado
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para definir o ciclo limite (Cycle threshold ou Ct) de uma amostra. Portanto, o
namero de ciclos da PCR, requeridos para gerar um sinal fluorescente
significativamente maior do que a fluorescéncia de base, é definido como o ciclo
limite, ou Ct®7:%8:59),

A quantificacdo real depende ainda do calculo de expressdo ajustado em
relacdo a um gene normalizador, neste estudo representado pelo BCR, que possua
expressao constitutiva estavel, ao longo do tempo, e que sirva para corrigir a
expressdo do gene em estudo, para a quantidade total de RNA extraido. A
construcdo de uma curva com quantidades conhecidas de RNA permite criar um
padrdao que possa ser repetidamente utilizado para corrigir diferencas entre

sucessivos ensaios de expressao.

3.8. Iniciadores e sondas direcionados ao gene AR

Neste estudo, utilizamos iniciadores sense e antisense desenhados na
transicéo dos exons 4-5 do gene AR e sonda marcada com o fluorocromo 6-FAM.

Tanto o desenho dos iniciadores da reacdo como o da sonda para AR foram
baseados em sequéncia depositada no NCBI, disponivel na pégina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/21322251, acessada pelo OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man): Assay ID (Hs00171172_m1); localizacdo (3293);
sonda (FAM5NFQ); sequéncia (AGGCCTTGCCTGGCTTCCGCAACTT); que faz

pareamento nos exons (4-5). A PCR gera um Amplicon com 72pb.

3.8.1. Iniciadores e sondas direcionados ao gene utilizado como normalizador
da reacéo (BCR- Breakpoint Cluster Region)

Uma das etapas essenciais para a analise da expresséo génica por meio de
PCR em tempo real inclui a escolha de um gene controle ou normalizador, cuja
expressao ndo encontre variagcado desprezivel entre as amostras analisadas. Muitos
genes podem ser utilizados para isso, como o0 GAPDH, o G6PD e o ABL. Neste
estudo, o gene BCR (22g11.21) foi escolhido como normalizador, devido a sua

expressdo estavel e constante ao longo do tempo, bem como a eficiéncia de
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amplificagdo similar ao gene de estudo (RA). A sonda e os iniciadores para o0 gene
normalizador BCR foram:
Iniciador BCR Sense: CC T T CGACGT CAATAACAAGGAT;
Iniciador BCR Anti-sense: C C TGCGATGGCGT T CAC;
Sonda BCR: 6- FAM TCCATCTCGCTCATCATCACCGACA- TAMRA;
Tamanho do Produto: 67 pb.

3.8.2. A Reacédo de PCR em tempo real (RT-PCR)
As reacgfes de PCR foram realizadas em tubos de alta claridade éptica (PCR
optical tubes, Applied Biosystems), especificos para PCR em tempo real. Foi

utilizada uma solugédo-mée ou mix para cada gene no preparo das reacoes (Tab. 2).

Tabela 2: Componentes da reacdo de PCR em tempo real somados a5 | de cDNA.

Componente Vol/RX

Master Mix 12,5

BCR Sense (30uM) 0,2

BCR AS (30uM) 0,2 Mix 1
BCR PROBE VIC (25uM) 0,27

H.O 6,83

Volume final 20

Componente Vol/RX

Master Mix 2x 12,5

Assay AR 20x (FAM) 1,25 Mix 2
H,O 6,25

Volume final 20

Os tubos foram colocados no termociclador de tempo real (7500, Applied
Biosystems).

A programacgdo de temperatura compreendeu uma ativacdo inicial da Taq
Polimerase, que ocorre a 95°C, por dez minutos, seguida da amplificacdo da
sequéncia em 40 ciclos de dois estagios: 15 segundos, a 95°C, para desnaturacao
das fitas de cDNA, seguidos de 90 segundos, a 60°C, para anelamento e extenséo
dos iniciadores. Na fase de extensdo, a Taq Polimerase, por meio de sua atividade
5' exonuclease, desloca e fragmenta a sonda, que emite fluorescéncia quando o

fluorocromo inibidor (TAMRA) se afasta do emissor (6-FAM).
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3.9. Construgao da curva padrao

Para obtermos um namero absoluto de moléculas das amostras amplificadas
€ necessaria a construcdo de uma curva padrdo de amplificacdo. Uma amostra
padrdo de cDNA da prostata é diluida de forma seriada 1:10, para a obtencdo de
diferentes concentracdes. Para cada ensaio, sdo utilizadas amostras de cDNA da
prostata e dos individuos do estudo, nos quais sdo amplificados os genes BCR e 0
RA. A Figura 8A exemplifica a curva de amplificacdo de 4 pontos da curva padrao
do RA, utilizando cDNA proveniente de prostata.

3 Bn ]
100001

1.00+000

1.00-001

1.00-002 R i A=A

Dala Fn
]
o

1.00-007
1.00-004 AL

1.00-003

100008

1 234 5678 910213041516 1TIR9 0N 2 M2S62F 0 00N 3234 53637 28 39 40

Cyiche Musnbar

Figura 8A: Exemplo de curva padréo: curvas de amplificacdo com amostras em duplicata
em quatro concentracdes, obtidas por diluicdo sucessiva 1:10 de cDNA proveniente de
préstata humana de doador-cadéaver.

O coeficiente de regresséo linear (r2) deve ser maior do que 0,99 para
verificar a eficiéncia da reacdo, ou seja, para sua validacao, a curva necessita de um
valor proximo a 1, significando estreita relacdo entre os pontos da curva, e o valor
ideal da inclinacdo da curva (slope) € de 3,33, mostrando que ocorreu duplicacao

total em cada ciclo e eficiéncia de 100% da reacao (Fig. 8B).
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Figura 8B : Grafico de regresséo linear em funcdo dos dados oriundos da Figura 8A 7A,
utilizando-se a quantidade de moléculas por tubo (abscissa) e o CT de cada ponto da curva
(ordenada).

3.10. Caélculo da expressdo de RNAmM do RA em amostra s de pelo pubiano

A média dos Cts (Cycle threshold) das duplicatas das amostras dos pelos
pubianos € corrigida pela média dos Cts da curva padrao (Fig. 8A). Foi realizada a
divisdo das concentracdes obtidas de ambos o0s genes, para que possam ser
estabelecidos os valores que representam o niumero de unidades de expressdo de
RA/BCR de cada amostra (Fig. 9).
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Figura 9: Representacdo de amplificacdo das duplicatas do gene BCR (A), apresentando
um Ct aproximado de 27 e do gene RA(B), apresentando um CT aproximado de 32.

Considerando-se o Ct RA=32 e o Ct BCR=27 (Fig. 9), cada um desses Cts
gerou um numero quantitativo de unidades de expressdo determinados pela curva
padrdao (Mean Qty). Foi realizada a razdo simples, entre as médias das duplicatas
dos valores obtidos do RA sobre a média das duplicatas dos valores obtidos do BCR
atribuidos pela curva padrdo, obtendo-se um valor quantitativo absoluta da
expressao do RA .

3.11. Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas empregando-se o software SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) 13.0 for windows, Chicago, Il; USA.

A comparacao da mesma variavel entre pacientes e controles foi feita através
do Test-t Student ou do teste Mann-Whitney, de acordo com a distribuicdo
paramétrica ou ndo paramétrica dos resultados. Os valores foram descritos como
meédias e desvios-padréo. Valores de p<0.05 foram considerados significantes.

A correlacdo entre duas variaveis quantitativas de um mesmo individuo foi
realizada por teste de correlagdo de Pearson, e a visualizagdo da correlacdo pelo
diagrama de dispersao dos resultados.
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Em 19/52 (35%) das pacientes com PPI e 18/58 (31%) dos controles néo foi
possivel obter quantidades adequadas de RNA para analise por qRT-PCR. Em
alguns casos, principalmente nas meninas em fases muito iniciais do
desenvolvimento sexual, os pelos eram finos e com foliculos pequenos, dificultando
a extracao de RNA dessas amostras.

Desse modo, a quantificacdo do RNAm foi possivel em 33 pacientes com PPI
e em 40 controles. Do grupo controle foi excluida uma menina e do grupo das
pacientes com PPl foram excluidas sete que, na evolucdo, se enquadraram nos
critérios de exclusdo. Também consideramos necessaria a exclusdo de duas
pacientes, uma entre 0S casos e uma entre os controles, que apresentaram uma
hiperexpressdo do RA, e, pela impossibilidade de realizarmos uma recoleta para
confirmacédo desses resultados, optou-se por exclui-las do estudo, resultando em um

total de 25 pacientes com PPI e 38 controles, conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3: Divisdo das pacientes conforme estégios de pilificagéo.

Estagios de pilificacdo PPI (n) C (n)

Total de coletas 52 58
Sem RNAm viavel 19 18
Excluidas pelos critérios 7 1
Excluidas por hiperexpresséao 1 1

Total 25 38
PII-111 16 11
PIV-PV 9 27

PPI: pubarca precoce idiopatica; C: controle.

No projeto inicial foi programada a avaliacdo de 100 pacientes. Como nao
havia estudos anteriores que nos fornecessem o tamanho da amostra necessario, foi
realizada uma analise a partir dos resultados iniciais obtidos. Se as diferencas entre
0os grupos fossem mantidas em uma casuistica maior, 0 numero de casos
necessarios para se atingir um poder do teste estatistico de 0,8 seria superior a mil
participantes em cada grupo. Assim, mantivemos 0 niamero de casos inicialmente
programado.

Ao completar a inclusdo de casos deste estudo, o calculo de tamanho

amostral foi refeito, empregando-se o Teste t de Student. A comparacéo entre casos
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e controles no grupo PII-lll com nivel de significancia de 0,05, poder de 0,8,
utilizando-se a diferenca entre as meédias de 0,007 e desvio padrdo de 0,020. Desta
forma, encontrando-se um tamanho amostral necessario de 130 individuos por
grupo, para adequada analise da expressdo do RA.Quando se utilizou a diferenca
de 0,05 na média e desvio-padrdo de 0,018, proveniente da média dos desvios-
padrdo dos casos e controles do grupo PIV-V, encontramos um tamanho amostral
de 205 por grupo, para analise da expressao do RA.

Os valores finais sugerem que futuros estudos envolvendo expressao do RA
em foliculo piloso pubiano sao viaveis como grupos de estudo locais, ndo exigindo

escala populacional.
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4.1. Resultados descritivos das variaveis

Os resultados descritivos das variaveis clinicas e hormonais das pacientes

com PPI e de controles nos grupos PII-1ll e PIV-V sdo descritos na Tabela 4 e 5.

Tabela 4: Resultados descritivos de média e desvio padrdo das variaveis clinicas e

laboratoriais de pacientes PPI e controles nos estagios de pilificacéo PII-III.

#% &%

#&'( &

) )

IDTLC= Idade da Telarca; IDPub= Idade da Pubarca; 170HP= 17-hidroxiprogesterona; SDHEA=
Sulfato de Deidroepiandrosterona; TESTOT= Testosterona Total; ANDRO= 4-androstenediona; Mnc
mat=idade da menarca materna.

* Teste t-Student / ** Mann-Whitney
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Tabela 5: Resultados descritivos de média e desvio padrdo das variaveis clinicas e
laboratoriais de pacientes PPI e controles nos estagios de pilificagdo PIV-V.

#% &$

#8'( &

) *+)

),
IDTLC= Idade da Telarca; IDPub= Idade da Pubarca; 170HP= 17-hidroxiprogesterona; SDHEA=
Sulfato de Deidroepiandrosterona; TESTOT= Testosterona Total; ANDRO= 4-androstenediona;
Mnc mat= Idade da Menarca Materna; Mnc idade=idade da menarca

** Mann-Whitney

4.2. Resultados analiticos das variaveis clinicas

A idade cronologica é significativamente menor nas pacientes com PPl em
estagios iniciais de pelos pubianos (PII-Ill), gquando comparadas aos seus controles.
No momento da avaliacdo, as pacientes em estagios finais de pelos pubianos (PIV-
V) apresentaram idade cronologica similar.

Conforme o esperado (1,2), tanto no grupo PII-Ill quanto no grupo PIV-V, a
idade da pubarca foi diferente, sendo significativamente menor nas pacientes com
PPI em relagao aos controles.
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A idade da telarca também foi diferente, sendo tal diferenca significativamente
menor nas pacientes com PPI, quando comparada aos controles em ambos 0s
grupos.

A comparacdo de pacientes com PPl e controles em ambos 0s grupos
mostrou uma proporgdo de casos com e sem menarca semelhante. Apenas 1/16
pacientes apresentou a menarca, entre as pacientes com PPl no grupo PII-llI (aos
11 anos), ndo havendo nenhum caso entre as 11 meninas do grupo controle. No
grupo PIV-V, a menarca ja estava presente em 8/9 pacientes com PPl e em 22/27
controles. No grupo PIV-V, a mediana da menarca foi menor no grupo PPI, em
relacdo aos controles (11,5 x 12 anos), e essa diferenca é significativa pelo Teste de
Mann-Whitney (p:0,042).

N&o houve diferenca significativa entre pacientes PPl e controles quando
analisamos o peso, bem como estatura e IMC.

A idade da menarca materna foi igual quando comparamos PPI e controles

tanto no grupo PII-III, quanto no grupo PIV-V.

4.3. Resultados analiticos das variaveis hormonais

N&o foi encontrada diferencga significativa nas medidas de 170HP basal, tanto
em PPI quanto nos seus controles.

N&do houve diferenca significativa quando foram comparados os valores
SDHEA entre PPI e controles de um mesmo grupo.

N&o houve diferenca significativa entre pacientes PPl e controles quando
analisamos a dosagem da TESTOT

.Mesmo na comparacao das medidas de ANDRO, ndo encontramos diferenca

significativa entre PPI e controles.

4.4. Andlise da expressao do Gene RA

A expressao do RA nos dois grupos apresenta dispersdao ampla e néo
paramétrica, tanto em pacientes com PPl como em controles. Nao houve diferenca
de expressdo do RA quando pacientes com PPl e controles foram comparadas,

tanto no grupo PII-III, quanto no grupo PIV-V.
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4.4.1. Expressao do gene RA em pacientes e controles no grupo PII-

N&do houve diferenca significativa quanto a expressdao do gene RA entre
pacientes com PPI e controles do grupo PII- 1l (Tab. 6, Fig. 10).
Tabela 6: Expressao do RA em pacientes e controles no grupo PII-111.
Variavel Grupo N Média Mediana Desvio Minimo  Mé&ximo p
Caso 16 0,0176 0,0153 0,0187 0,0004 0,0750
AR/BCR Controle 11 0,0276 0,0232 0,0217 0,0024 0,0640 0,114 *
** Mann-Whitney
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Figura 10: Gréafico da comparacdo da expressdo do gene RA entre pacientes com PPl e

controles do grupo PII-lll. PPI=pubarca precoce idiopatica e C=controles.
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4.4.2. Expressao do gene RA em pacientes e controles no grupo PIV-V

N&ao houve diferenca significativa quanto a expressdo do gene RA entre
pacientes com PPI e controles no grupo PIV-V (Tab. 7, Fig. 11).

Tabela 7: Expressao do RA em pacientes e controles no grupo PIV-V.

Variavel Grupo N Média Mediana Desvio Minimo Maximo p
Caso 9 0,0150 0,0100 10,0136 0,0025 0,0450
AR/BCR  Controle 27 0,0185 0,0080 0,0223 0,0006 0,0850 0,784 **

** Mann-Whitney
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Figura 11. Grafico da comparacdo da expressdo do gene RA entre pacientes com PPl e
controles em estagios finais de pelos pubianos (PIV-V), PPI=pubarca precoce idiopética e
C=controles.
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4.4.3. Expressao do gene RA na evolucédo da puberdade

Quando agrupamos as meninas PII-lll, independente de serem casos ou

controles e comparamos a expressao do RA destas com as meninas PIV-V, também

agrupadas pelo Tanner, ndo encontramos diferenca significativa. (Tab.8)

Tabela 8: Expressao do RA em pacientes e controles no grupo PIV-V.

Variavel Grupo N Média Mediana Desvio Minimo Maximo p
PH-11 27 0,0216 0,0170 0,0202 0,0004 0,0750
AR/BCR PIV-V 36 0,0176 0,0086 0,0203 0,0006 0,0850 0,311 **

** Mann-Whitney
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4.5. Correlacéo entre SDHEA e expressao do gene RA
N&o se observou correlacao significante entre a expressao do RA e os valores

de SDHEA entre pacientes com PPI e controles, tanto do grupo PII-lll, quanto do
grupo PIV-V.
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1(r=0,177 e p = 0,020)
' PP m 0626
Controle(r=0,135 e p=0,773)
35 773

0,06

= = o
2 ® 8
I i ]
o

Expressiie de Ra PlI-lI

o
o
(]
|
(<3
o
=

001+

0,00 o ' ¢

—

I | | |
0 500 1000 1500 2000 2500

SDHEA

Figura 12: Diagrama de dispersdo de resultados da expressdo do RA e os valores de
SDHEA em pacientes com PPI e controles do grupo PII-Ill. PPI=pubarca precoce idiopatica.
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Figura 13: Diagrama de dispersdo de resultados da expressdo do RA e os valores de
SDHEA em pacientes com PPI e controles do grupo PIV-V. PPl=pubarca precoce idiopatica.
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5. DISCUSSAO
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Um estudo transversal realizado nos Estados Unidos com 17.077 meninas
apontou sinais de desenvolvimento puberal em idades cada vez mais jovens®Y,
sugerindo mudancas nos critérios atuais para diagnéstico de pubarca precoce. Tais
resultados devem ser interpretados com cautela, pois existem falhas metodolédgicas
no estudo®®. Alguns aspectos relevantes apresentados naquele estudo, que
também merecem reflexdo, incluem causas possiveis da PPI, como predominio da
precocidade sexual no sexo feminino, revisdo de critérios diagndsticos®® e riscos a
gue as pacientes estariam sujeitas durante sua evolugcao, na maturidade.

Em pacientes com PPl existe a associacdo em longo prazo com o
aparecimento de sinais de hiperandrogenismo, tais como hirsutismo, acne,
irregularidade menstrual e alteracdes metabdlicas compativeis com a sindrome dos

a(6'52’53'54'64’65’66). Reconhecer

ovarios policisticos (SOP) ou a sindrome metabdlic
precocemente, durante a infancia, os casos com maior risco evolutivo para tais
distarbios na vida adulta seria importante para a pratica clinica.

A hipotese de trabalho desta pesquisa sugeriu que um potencial mecanismo
envolvido no aparecimento da PPI seria a hipersensibilidade do foliculo piloso a
acdo androgénica, mediada pelo receptor androgénico. Portanto, procuramos
identificar se 0 excesso de expressao tecido-especifico do RA seria determinante do
aparecimento da PPIl. Quando comparamos pacientes com PPl e controles com
pubarca em idade cronoldgica normal, ndo identificamos anormalidades de
expressdo do RA, tanto no grupo com estagios iniciais de pilificacdo pubiana (PlI-l),
quanto nos estagios finais de pilificacdo (PIV-V). Analisando a expressdo do RA em
sua evolucao durante a puberdade através da comparacdo de meninas em estagios
iniciais de pilificacdo(PlI-11I) com meninas em estagios finais de pilificacdo (PIV-V),
observamos que esta se mantém similar durante todo este processo.

Relatos anteriores identificaram associacdo entre a obesidade e maior
frequéncia de adrenarca precoce® ®®. Mudancas no estado nutricional, causando
elevacdo do IMC, foram consideradas importantes reguladores fisioldgicos de
adrenarca, independentemente da concentracdo de andrégenos adrenais, idade ou

estagio de desenvolvimento puberal®.

Na amostra presente neste trabalho, o
excesso de peso nao figurou como um interferente significante, visto que peso,
estatura e IMC foram similares entre PPI e controles, o que também coincide com

estudos que mostram PPl gerando aceleracdo apenas transitOria de crescimento,
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com efeitos insignificantes sobre o aparecimento e a progressado da puberdade ou
altura final ™.

A comparacdo entre pacientes com PPl e controles em ambos 0s grupos
mostrou uma proporcdo de casos com e sem menarca semelhante, sugerindo que,
embora possa haver antecipacdo do inicio puberal, ndo se espera a antecipacédo da
menarca em pacientes com PPI. Embora a idade da menarca seja menor do que a
mediana da populacdo geral em pacientes com PPI, quando se compara com 0s
controles no grupo PIV-V, esse achado deve ser interpretado com limitacdes, devido
ao pequeno tamanho da amostra, visto que as pacientes apresentaram menarca
ainda dentro de um intervalo de normalidade.

Estudos prévios sugerem que a PPI seja secundaria a maturacdo precoce e
independente da adrenal™"3*™_Os resultados deste trabalho identificam valores
similares de SDHEA em pacientes com PPI e controles, quando 0sS mesmos s&o
pareados para 0 mesmo estagio de Tanner, sugerindo que a antecipacdo da
adrenarca, e ndo o excesso de producao androgénica adrenal, seja o principal fator
determinante dessa condicdo. Nas pacientes com PPI, valores similares de SDHEA,
em relacdo as controles, foram atingidos em média 3,5 anos antes. Tais achados
estdo em concordancia com estudos anteriores, que demonstram que androgénios
adrenais sdo considerados aumentados para a idade cronoldgica, mas similares
para os estagios puberais’*">7®,

Alguns trabalhos levantam a hipdtese de que o aumento do DHEA possa
oferecer maior quantidade de substrato para conversdao em estradiol nas mamas,
representando uma fonte significativa de estrogénio na crianca pré-ptbere!”.
Apesar de relatos demonstrarem que apenas uma pequena porcentagem da
conversdo de DHEA ao estradiol ocorre na periferia’®, essa quantidade poderia ser
significativa para o tecido-alvo, quando a concentracdo de DHEA estiver aumentada.
Tal fenbmeno poderia explicar o fato de algumas das pacientes com PPI, que
participaram deste estudo, apresentarem telarca mais cedo, em comparacdo as
controles.

Neste trabalho foi feita uma opg¢éo por dosar o SDHEA, em vez do DHEA,
pois 0 primeiro apresenta uma origem quase exclusivamente adrenal e suas
concentracfes sericas nao apresentam flutuacdes circadianas como a DHEA, que
ainda apresenta, também, variacbes em funcdo da fase do ciclo menstrual.

Igualmente n&o foi dosado o DHT, por tratar-se do metabdlito mais ativo da TESTOT
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gue foi dosada juntamente a outros precursores, como a ANDRO, a 170HP e o
SDHEA.

Quando se buscou correlacionar as concentracoes de SDHEA e a expressao
de RA, acreditava-se encontrar qualquer uma das seguintes trés possibilidades:

1. A hiperproducdo de SDHEA causando um “down regulation” com menor
expressao do RA;

2. A principal hipétese deste estudo: concentracfes baixas de SDHEA para o
estadio de pilificacdo pubiana, com hiperexpresséo do RA justificando a PPI;

3. E, o que realmente foi encontrado: concentracdes de SDHEA normais para o
estadio de pilificagdo pubiana, com expressdo normal do RA.

Em conjunto, os achados desta pesquisa apontam para uma expressao
normal do RA em células do foliculo piloso dos grandes labios de pacientes com
PPI. As concentracdes de SDHEA sdo adequadas para o estagio de pilificacdo
pubiana, porém se elevam de forma antecipada no tempo em relagcédo aos controles,
evidenciando a ativacao precoce da zona reticular do cortex adrenal.

Um limitante deste estudo é o reduzido numero de casos com PPI,
especialmente no grupo PII-lll. Se as diferengas entre os grupos fossem mantidas
em uma casuistica maior, como calculado, permitiria a identificagdo de uma pequena
diferenga na comparagdo dos resultados. O questionamento a ser feito € se uma
diferenca dessa magnitude possa ter qualquer significancia clinica.

A grande relevancia deste estudo foi testar uma hipotese inédita e, oferecer a
informacgédo de que nao existem diferengas grosseiras na expressdo do RA entre
pacientes PPI e controles. Ademais, o estudo viabilizou um calculo amostral para se

prosseguir futuramente com essa investigacao.

Discussao
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A quantidade de RNAmM do RA foi similar entre pacientes com PPI e controles,
tanto nos estégios iniciais quanto nos finais de desenvolvimento dos pelos

pubianos, sugerindo expressao normal do RA em pacientes com PPI.

A guantidade de RNAm do RA foi semelhante entre meninas com estagios
iniciais de pilificagdo quando comparadas a meninas com estégios finais de
pilificacdo, sugerindo expressédo constante do RA durante toda a evolucéo

puberal.

N&o se observou correlacdo significante entre a expressdo do RA e o0s
valores de SDHEA.

As concentragbes de SDHEA nas pacientes com PPI sdo adequadas para o
estagio da pilificacdo pubiana, porém antecipadas em relacdo aos controles,

indicando ativacao precoce da zona reticular do coértex adrenal.

Em conjunto, pode-se concluir que pacientes com PPl apresentam
concentracdo normal de SDHEA circulante, bem como expressdo normal dos
receptores androgénicos ao nivel do foliculo piloso pubiano, porém em idade
cronoldgica antecipada em relacdo aos controles. Portanto, os dados que
constam neste trabalho sugerem que a pubarca precoce devido a adrenarca
prematura seja um fendbmeno de antecipacdo de maturacdo, sem elevacéao
das concentra¢cdes hormonais ou aumento dos receptores androgénicos que

pudessem determinar a hipersensibilidade local aos andrégenos.

Conclusao
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ANEXO 1

Desenvolvimento dos pelos pubianos

ESTAGIO | ESTAGIO II ESTAGIO NI ESTAGIO IV ESTAGIOV

Carel, Leger, 2008,

Anexos
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ANEXO 2

Aprovacéo do Comité de Etica

Anexos
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ANEXO 3
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa cujo titulo é:
"Determinacdo da quantidade de RNA-mensageiro do receptor de androgenos em
individuos com pubarca precoce idiopatica.”

Eu, , responsavel pela menor

, fui informado(a) que minha

filha participar4d de um estudo sobre meninas com pelos pubianos para comparar a idade
gue o pelo comecou e 0s exames laboratoriais de sangue e do proprio pelo. Na consulta
médica, serdo colhidos de 4-6 pelos da regido dos grandes labios, puxados com a méo
suavemente pelo médico. Também ser& colhida amostra de sangue (3ml). Este estudo sera
feito para entendermos melhor os motivos que determinam o aparecimento dos pelos
pubianos. Compreendo que a participacdo de minha filha ndo € obrigatéria e pode ndo
trazer qualquer beneficio direto a ela, mas proporcionara um melhor conhecimento a
respeito deste problema, que poderd beneficiar outras criangcas. Em alguns casos, o
resultado dos exames pode ainda orientar o melhor tratamento a ser realizado. Fui
informado(a) quanto ao desconforto no momento da coleta do pelo, que sera puxado com 0s
dedos. Fui ainda informado (a) que a coleta de sangue pode também trazer o desconforto
da picada e o aparecimento de inchaco ou uma mancha roxa no local da picada. Estou
ciente que poderei recusar participar deste estudo, assim como retirar minha filha durante a
avaliacdo, sem que isto traga prejuizos ao seu acompanhamento neste servi¢co. Fica
garantido o sigilo quanto aos dados oferecidos e resultados de exames, mantendo a
privacidade dos pacientes quanto aos dados confidenciais da pesquisa. Vocé ndo deve
assinar este formulario de consentimento a menos que vocé tenha tido a oportunidade de
fazer todas as perguntas e ter esclarecido todas as suas duvidas. Quaisquer duvidas que
eventualmente possam ocorrer vocé podera entrar em contato com a pesquisadora Dra.
Flavia Cerize Vallerini no telefone (Oxx11) 2176-7000 (ramal: 5862/5863).

Assim sendo, autorizo a participacdo da minha filha neste estudo.

Nome e Assinatura do Responsavel pelo menor Nome e Assinatura do Responsavel pela pesquisa

Sao Paulo [

Anexos



51

ANEXO 4

EXAME FiSICO

NOME:
P: DATA NASCIMENTO:___/
E:

IMC: ACNE: NAO SIM LOCAIS:

CA: ACANTOSE: NAO SIM LOCAIS:

ESTAGIO PUBERAL DE TANNER:

PIl Pl PIV PV
Ml MII MIII MIV - MV

MENARCA:

IRREGULARIDADE:

CARACTERISTICAS:

PELO FINO
NAO PIGMENTADO

LISO

MENARCA MAE:

PELO GROSSO

PIGMENTADO/ESCURO

ENCARACOLADO

PUBARCA MAE:

TELARCA MAE:

COLETADA AMOSTRA

COLETADO SANGUE

Anexos
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Vallerini FC. Expressdo do receptor androgénico em células do foliculo piloso de
pacientes com pubarca precoce idiopatica. Dissertacdo (Mestrado); 2015.

A patogénese da pubarca precoce idiopatica (PPI) ainda é incerta. Um potencial
mecanismo seria a hipersensibilidade do foliculo piloso a acdo androgénica. A
deteccdo precoce de hipersensibilidade aos androgenos poderd permitir melhores
estratégias de tratamento caso ocorra evolucdo para uma sindrome
hiperandrogénica. A hipétese deste estudo € que um excesso de expressao tecido-
especifico do receptor androgénico (RA) esteja relacionado ao aparecimento da PPI.
O RNAmM RA foi medido por PCR em tempo real nos foliculos pilosos de grandes
labios de meninas (PPI:25; controles:38). As pacientes foram divididas em dois
grupos, PII-lll e PIV-V, de acordo com sua classificagcdo nos estagios de Tanner.
Androstenediona, testosterona total, 17-hidroxiprogesterona e sulfato de
deidroepiandrosterona (SDHEA) também foram dosados. Como esperado, a idade
cronoldgica e da pubarca foram reduzidas em PPI comparadas as controles. A idade
da telarca foi reduzida em ambos os grupos PPI iniciais e finais. A proporcdo de
pacientes com menarca foi semelhante em PPl e controles, mas a idade da menarca
foi reduzida em PPI. As concentracdes hormonais foram semelhantes nos dois
grupos, quando sao pareados para 0 mesmo estagio de pelos pubianos de Tanner.
A mesma concentracdo de DHEAS foi atingida em média 3,5 anos antes em PPI
quando comparadas as controles. Nao houve diferenca na expressdao de RNAmM do
RA entre as pacientes com PPI e controles em fases iniciais, quando comparadas
com fases finais de Tanner. Nenhuma correlacao significativa foi detectada entre
SDHEA e expressao de RA. Concluiu-se que as pacientes com PPI tém secrecao de

SDHEA normal, mas mais precoce, além de expressdo normal de RNAmM do RA.

Palavras- chave: pubarca precoce, receptor androgénico, adrenarca.
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Vallerini FC. Expression of androgen receptor in hair follicle cells of patients with

idiopathic premature pubarche. Master Dissertation, 2015.

The pathogenesis of idiopathic Precocious Pubarche (iPP) is still unclear. A potential
mechanism is the androgen hypersensitivity of pubic hair follicles. Progression to
virilization and polycistic ovary syndrome can occur. Early detection of androgen
hypersensitivity may allow better treatment strategies. We hypothesized that
excessive androgen receptor (AR) expression of pubic hair is related to iPP
development. AR mRNA was measured by real time PCR in hair follicles from major
labia of 68 girls (iPP:25; controls:38). ). The patients were divided in two groups, PlI-
Il and PIV-V, based on their Tanner stage classification. Androstenedione, total
testosterone, 170H progesterone and dehydroepyandrosterone sulfate were also
measured. As expected, chronologic and pubarche ages were reduced in PP
compared with controls. Telarche age was reduced in both initial and late iPP groups.
Proportion of patients with menarche were similar in iPP and controls, but menarche
age was reduced in iPP patients. Hormone concentrations were similar in both
groups when adjusted for Tanner pubic hair stage. The same level of DHEAS was
reached 3.5 years earlier in iPP compared with controls with the same Tanner stage.
There was no difference in androgen receptor mRNA expression between iPP
patients and controls or when initial were compared with later Tanner stages. No
significant correlation was detected between DHEAS and AR expression. We
conclude that iPP patients have normal but earlier DHEAS secretion in the presence

of normal androgen receptor mRNA expression.

Key words: androgen receptor, adrenarche, pubarche.
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