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RESUMO




A 1,25-dihidroxivitamina D € de fundamental importincia na homeostase do calcio. A
vitamina D exerce suas agdes através da interagdo com o seu receptor. O receptor da
vitamina D (VDR) ¢ membro da superfamilia de receptores nucleares. O raquitismo é uma
doenca causada por mineralizacdo deficiente na matriz 6ssea ou ostedide, afetando o
desenvolvimento e a formacdo do osso na fase de crescimento. MutagSes no receptor da
vitamina D causam raquitismo dependente de vitamina D tipo II. Neste tipo de raquitismo
ocorre hipocalcemia e as concentracGes séricas de 1,25-dihidroxivitamina Ds sdo elevadas
e, na matorta das vezes ndo ha resposta ao tratamento com doses altas de
1,25-dihidroxivitamina D. Pacientes apresentam raquitismo grave de inicio precoce, nos
primeiros meses de vida e a maior parte dos individuos apresentam pouco ou nenhum pélo

corporal (alopecia).

O objetivo principal deste projeto fot a analise molecular do receptor de vitamina D (VDR)
em quatro pacientes com raquitismo dependente de vitamina D tipo II que manifestaram
raqurtismo e alopecia. Amostras de DNA destes pacientes foram usadas para seqiienciar o
gene do VDR. Os cromatogramas gerados foram analisados em programas especificos,
visando a busca de mutagdes. A analise mostrou 2 novas mutagdes pontuais que resultam
em mudanga de aminoacido (Q259E ¢ G319V) ¢ uma mutagio que introduz um codon
terminal (R73X). A cultura primaria de fibroblasto proveniente de biopsia de pele dos
pacientes foi usada para analise funcional do receptor. Extrato protéico nuclear mostrou
reducdo de expressiio de todos os receptores mutados. O receptor truncado contendo apenas
parte do dominio de ligagio com o DNA perdeu o epitopo de interagdic com o anticorpo
usado, ndo sendo identificado no Western blot pelo anticorpo utilizado, impossibilitando a
avaliagio de sua expressdo. Tratamento da cultura primaria de fibroblasto com doses
crescentes de 1,25(0H);vitamina D demonstrou que os VDRs mutados foram incapazes de
ser ativado e aumentar a expressio de 24-hidroxilase. Este trabalho identificou mutagdes
em quatro pacientes com raquitismo dependente de vitamina D tipo II e estas mutagdes

resultaram em comprometimento funcional do VDR

Resumo
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ABSTRACT




The 1,25-dihydroxyvitamin D plays a fundamental role in the calcium homeostasis. The
vitamin D exerts its actions through the interaction with its receptor. The vitamin D
receptor (VDR) is a member of the superfamily of nuclear receptors. Rickets is a disease
caused by deficient mineralization in the bone matrix or osteoids, affecting the
development and formation of the bone during the growth stage. Mutations in the vitamin
D receptor are asscciated to the vitamin D-dependent rickets type II. The biochemical
characteristics is hypocalcemia and increase levels of 1,25-dihydroxyvitamin D3, and most
of time there is no answer to the treatment with high doses of 1,25-dihydroxyvitamin D.
Patients present rickets and or osteomalacia of varying severity beginning in the first

months of [ife and most of the individuals presents little or any body hair (alopecia).

The main objective of this project was the molecular analysis of the vitamin D receptor
(VDR) in four patients with vitamin D-dependent rickets type II that manifested with
rickets and alopecia. DNA samples of these patients were used to sequence the VDR gene.
The generated chromatograms were analyzed in specific programs, aiming the search of
mutations. The analysis showed two novel missense mutation that result in amino acid
change (Q259E e G319V) and one nonsense mutations (R73X). Fibroblast primary culture
derived from the patients' skin biopsy was carried out for functional analysis of the
receptor. Nuclear protein extract showed reduction of expression of all mutant receptors.
The truncated VDR receptor containing only part of the DNA binding domain lost the
region containing the epitopo which the antibody was raised against and it was not
identified by the Western blot analysis. Treatment of the fibroblast primary culture
treatment with increasing doses of 1,25(0H); vitamin D showed that the mutant VDR were
unable to be activated and to increase the expression of the 24-hydroxylase. It was found
mutations in the four patients with vitamin D-dependent rickets type II studied. Functional

analysis confirmed that the mutations impaired the VDR activation.

Abstract
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Metabolismo da vitamina D

Nas plantas, a vitamina D ¢ convertida pela irradiagiio da luz solar por fotdlise
do esterdide vegetal ergosterol, na vitamina D, (ergocalciferol). Nos animais, a conversio
de 7-dehidrocolesterol ocorre naturalmente nas camadas epidérmicas, sendo convertido em
vitamina Dj (colicalciferol), pela irradiagéo ultravioleta (WILSON e FOSTER, 1995). A
vitamina D; difere da vitamina Dj no formato de sua cadeia. A primeira possui uma ligacio
dupia entre o carbono 22 (C-22) e 0 C-23, ¢ um grupo metil no C-24 (JONES et al, 1998).
Embora diferentes quimicamente, a vitamina D; tem a mesma poténcia bioldgica do que a
vitamina D3, porém a D; tem uma meia vida menor do que a D3 . As vitaminas D; ¢ D, na
circulagdo se ligam a proteina de ligacdio da vitamina D e sdo transportadas para o tecido
adiposo para armazenamento ou para o figado para serem metabolizadas

(JONES et al, 1998).

O primeiro passo da ativagio da vitamina D acontece no figado, onde a enzima
P450-vitamina D-25 hidroxilase (CYP27) introduz um grupo OH no carbono 25
produzindo 25-hidroxivitamina D (BLUNT et al, 1968). A 25-hidroxivitamina D € a forma
de vitamina D mais abundante na circulagdo porém fisiologicamente pouco potente
(BLUNT et al, 1968). A maior razdo para a estabilidade deste metabdlito € a sua forte

afinidade com a proteina de ligagdo a vitamina D do sangue (BLUNT et al, 1968).

O proximo passo da ativagio ocorre no rim, mediado pela enzima
P 450-monooxigenase, 25(0H) vitamina D-1g-hidroxilase (CYPla). O produto formado é
a forma bicativa da vitamina D, a 1,25-dihidroxivitamina D; (1,25-(0OH),D;). A ativacio e
a degradagio da vitamina D estdo intimamente relacionadas com a homeostase de calcio

(MADHOK ¢ DELUCA, 1979).

A degradagio da 1,25-(OH).D; é conhecida como via de oxidagdo C-24, e
resulta no acido caleitréico (MADHOK e DELUCA, 1979). O 4cido calcitrdico, observado
in vivo, apresenta-se como a principal forma de excregio biliar da vitamina D (MADHOK e
DELUCA, 1979). A via tem cinco passos, ¢ ¢ produto do primeiro passo desta via
(1,24,25-(CHxD) ja € dez vezes menos ativo biologicamente que a 1,25 (OH),Ds
(MADHOK e DELUCA, 1979). A enzima CYP24 (vitamina D 24-hidroxilase) é

Introducde
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multicatalitica € capaz de agir em varios passos, sendo todos da via de oxidacdo do C-24
(MADHOK e DELUCA, 1979).

Raquitismo

O raquitismo ¢ uma doenga causada por mineraliza¢io deficiente na matriz
ossea ou osteodide, afetando o desenvolvimento e a formagfio do osso na fase de crescimento
(WILSON e FOSTER, 1995). Ele afeta tanto a cartilagem de crescimento na epifise dos
03508 corticals bem como os 0ssos recém-formados tanto corticais como trabeculares. A
deposi¢io inadequada de calcio e fosfato na matriz Ossea causa progressivos amolecimento
¢ deformidade do esqueleto. Os mecanismos envolvidos no defeito de mineralizac¢fo ainda

ndo foram devidamente esclarecidos (FAVUS, 1999),

A causa mais comum de raquitismo nutricional € a deficiéncia da vitamina D
por falta de exposigio a luz solar, associado a ingesta insuficiente de alimentos ricos em
vitamina D, tais como figado, peixe ou alimentos fortificados com vitamina D
(FAVUS, 1999). Outras formas mais raras de raquitismo incluem o causado por aporte
msuficiente de calcio ou fosfato; criangas em aleitamento materno exclusivo, sem
suplementagfo de vitamina D; e criangas em nutrigdo parenteral onde vitamina D e calcio

nio foram incluidos.

Além das causas nutricionais, varias doen¢as associadas a mutagdes em
proteinas e enzimas, envelvidas na homeostase de calcio e fosforo, resuitam em quadros
clinicos e laboratoriais de raquitismo. Dentre estas proteinas estdo a deficiéneia da enzima
lo-hidroxilase e mutagBes no receptor da vitamina D que causam os raquitismos
dependentes de vitamina D tipo I e tipo II respectivamente (FAVUS, 1999). O raquitismo
dependente de vitamina D tipo I € associado 4 inativagio da enzima la-hidroxilase e resulta
em deficiéncia na transformaciio da vitamina D & sua forma bioativa. E uma forma rara, de
heranga autossOmica recessiva, manifestando-se entre os 4 e 12 meses de idade
(GLORIEUX et al, 1995). A conceniragdo de 25-hidroxivitamina D; ¢ normal, mas a
concentracdo de 1,25-dihidroxivitamina D; € baixa. O tipo II é uma doeng¢a autossdmica
recessiva associada ao nfio funcionamento adequado do receptor da vitamina D (VDR)

(HUGHES et al, 1988). As concentragdes séricas de 1,25-dihidroxivitamina Dj estfio
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elevadas e, na maioria das vezes nfo ha resposta ao tratamento com doses altas de vitamina
D. Pacientes apresentam hipocalcemta e raquitismo grave de inicio precoce, nos primeiros
meses de vida e a maior parte dos individuos apresentam pouco ou nenhum pélo corporal

(alopecia) (MALLOY et al, 1999).
Patogénese do raquitismo

A produgdo de vitamina D ¢ regulada pelo paratormdnio (PTH), céalcio e
fosforo (HASMUSSEN et al, 1963). A 1,25-dthidroxivitamina D age nes intestinos € nos
ossos promovendo reabsor¢do de calcio e fosfato. Em caso de deficiéncia de vitamina D, ha
reducfio da reabsorgio intestinal de cdlcio e fosfato, resultando em hipocalcemia que
estimula a secreciio de PTH, promovendo aumento da reabsorgdo de caleio e fosforo nos
0ss0s, e reabsorcdo de calcio e excrecdo de fosforo nos rins. Além disso, o PTH aumenta a
producio da enzima Ig-hidroxilase que converte a 25-hidroxivitamina D em
1,25-dihidroxivitamina D (1,25-(OH),D;) (HASMUSSEN et al, 1963). Uma vez
normalizado a calcemia e a concentragdo de 1,25-(0OH),;D;, aumento da concentragido de

1,25~(OH);Ds tem efeito supressivo na produgdo de PTH.
Manifestacdes clinicas e laboratoriais do raquitismo

Independentemente de sua etiologia, os pacientes com raquitismo apresentam
quadros climco, radiolégico, bioguimico ¢ histoldgico semelhantes (FAVUS, 1999). As
manifestagGes clinicas incluem hipotonia, fraqueza muscular, e em casos graves, tetania.
Com o apoio do peso na posiglo supina, ocorrem deformidades nes ossos longos. Outros
sinais clinicos s3o: proeminéncia das juncdes costocondrais (rosario raquitico),
deformidades da coluna e anormalidades na calota craniana com amolecimento do
calvarium (crinio tabis) (FAVUS, 1999). Ha uma maior incidéncia de broncopneumonias e
fraturas. Os achados radiologicos tipicos sdo: o alargamento das epifises em forma de taga,
com a concavidade voltada para a articulagfo, com desaparecimento da cartilagem de
crescimento, alargamento da linha epifisaria, alargamento e irregularidade das metafises.
Ocorre redugiio da espessura da cortical com rarefagio e borramento ou perda dos limites
Osseos que pode aparecer comQ pequenas estrias no sentido longitudinal do osso

produzindo uma imagem em franja (WILSON e FOSTER, 1995). Encurvamento diafisario,
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fraturas em “galho verde” e duplo contorno das diéfises podem ocorrer decorrentes da nio
mineralizagdo do tecido subperiostal. O exame laboratorial demonstra concentra¢des baixas
ou normais de célcio sérico, hipofosfatemia e fosfatase alcalina elevada. O PTH sérico
estara elevado em presenga de hipocalcemia e a 25-hidroxivitamina 1D estara baixa na
deficiéncia de vitamina D (WILSON e FOSTER, 1995).

Receptor de vitamina D

A vitamina D exerce suas agdes através da interagio com o seu receptor
(MALLOY et al, 1994). O receptor da vitamina D (VDR) é membro da superfamilia de
receptores nucleares (FAVUS, 1999), tendo maior similaridade com a subfamilia que inclui
os receptores do 4cido retindico, do horménio da tiredide e do “peroxisome proliferator
activaior receptor” (PPAR), com os quais apresentam semelhanga em seqiiéncia e estrutura
(JONES et al, 1998). O VDR humano esta localizado no Jocus 12q12-q14 (ZMUDA et al,
2000). Sua regido codificadora esta contida em 8 exons (2 a 9) e traduz uma proteina com

427 aminoacidos.

O VDR ¢ constituido por seis dominios A/B, C, D, E/F, alguns com fungdes
bem definidas (MIYAMOTO et al, 2001). Na regido N-terminal esta o dominio A/B, que
apresenta fungdo menos conservada entre 0s receptores nucleares. A relevéncia do dominio
A/B no VDR nio esta elucidada, porém em alguns receptores nucleares este dominio esta
associado a regulag3o da transcrigdo génica (MIYAMOTO et al, 2001). O dominio C é
onde o receptor se liga ao DNA através de duas estruturas denominadas “zinc fingers”.
Estas estruturas possibilitam a interagdo com seqiiéncias de pares de bases especificas
localizadas nas regibes promotoras dos genes alvo. O dominio D, ou “hinge”, é importante
para manter a integridade da estrutura funcional dos receptores nucleares
(MIYAMOTO et al, 2001). Na regido C terminal estd o dominio “ligand-binding” (dominio
E/F), onde ocorre a interacdio com a 1,25-(OH),vitaminaD; (MALLOQY et al, 2002).

O inicio da transcrigdo do VDR depende da ligacdo com um outro receptor
nuclear denominado RXR (receptor retindico X) formando um heterodimero, bem como do
recrutamento de proteinas co-ativadoras responsiveis pela ligagdo dos receptores as

proteinas transcricionais € a RNA polimerase II (MALLOY et al, 2002). As regides de
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dimerizagio com o RXR e liga¢do a fatores de transcri¢do encontram-se no dominio AF
(MALLQY et al, 2002). O VDR ¢ principalmente expresso em orgdos envolvidos na
homeostase do calcio tais como o0ssos, rim e especialmente intestino, porém ele € expresso
em baixas concentragbes in vivo em varios outros tecidos (DAME et al, 1985), Além de sua
acdo na regulacdo do metabolismo mineral, a vitamina D possui agOes diversas inibindo a
proliferagdo, induzinde maturagio e diferenciagio celular em diferentes tecidos

(DAME et al, 1985).

O VDR nativo liga-se a 1,25-(OH);D; com afinidade extremamente aita, na
faixa de 10*? M (DELUCA e SCHNOES, 1976). Tanto o grupo la hidroxila quanto o
grupo 25-hidroxila sfo criticos para a alta afinidade de ligagdo (DELUCA e SCHNOES,
1976). Mutagdes no gene VDR sdo descritas em pacientes com raquitismo dependente de
vitamina D tipo IT (HUGHES et al, 1988; MALLOY et al, 1990; MALLOY et al, 1994;
MALLQY et al, 2002). O VDR ¢ importante para o crescimento do foliculo pileso e €
expresso em queratindcitos e em células mesenquimais da papila dérmica e mais da metade
dos individuos onde mutagdo no VDR fol descrita apresentam alopecia associado
(KATO et al, 1999) Experimentos em camundongos com perda de fungio do VDR
demonstram que a alopecia ndo é causada por concentragbes toxicas de metabolitos de
vitamina D, mas pela nio fiuncionalidade do VDR, sugerindo que a sua etiopatogenia seja

vitamina D independente (SAKATI et al, 2001).
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Objetivo principal

v" Anilise molecular do receptor de vitamina D (VDR) em quatro pacientes

com raquitismo e alopecia.

Objetivos especificos

v" Seqilenciar 0 gene do VDR nestes pacientes com raquitismo dependente de

vitamina D tipo II para identificar possiveis mutacdes.
v Genotipar os pacientes caracterizando os polimorfismos descritos no VDR,

v Investigar a habilidade do VDR proveniente de cultura primaria de
fibroblasto dos pacientes com raquitismo, de responder ao tratamento com

vitamina D e modular a mensagem do gene para 24-hidroxilase.

Objetives
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Pacientes

A base molecular de quatro pacientes que manifestaram © raquitismo
dependente de vitamina D tipo II acompanhados no ambulatdrio de Nefro Pediatria do

Hospital das Clinicas da UNICAMP foi estudada.

Paciente 1: sexo masculino, 9 anos. cor parda, procedente da Bahia

Paciente foi trazido ao servigo aos 2 anos de idade, apds varias consultas por
deformidades nos membros inferiores notadas desde o 1° ano de vida. A crianga tinha bom
desenvolvimento intelectual, falava bem, andava sem apoio, mas com dificuldade. Mie
notou auséncia de cabelo desde os 40° dia de vida. Negava antecedentes de crises
convulsivas ou infecgdes. Os avds maternos eram primos de primeiro grau e a mie sabia de
primas com deformidades semelhantes, inclusive uma com epilepsia. A crian¢a brincava
frequentemente no sol € a dieta ainda era a base de leite. Na primeira consulta fot
observado que o paciente estava em bom estado geral, apresentava alopecia absoluta, com
auséneia também de cilios e sobrancelhas, deformidade grosseira, em varo, dos joelhos,

alargamento de punhos e tornozelos e fronte climpica.

Paciente 2: sexo masculino. 19 anos, cor parda, procedente de So Paulo

Mie procurou © servigo com queixa de retardo de crescimento e de
desenvolvimento, com antecedente de varias pneumonias € otites, mas sem antecedentes de
crises convulsivas. Refere auséncia de cabelos desde os primeiros meses de vida. Crianga €
surda e nfo balbucia. Condi¢Bes sécio-econdmicas estaveis, com exposigéo regular ao sol.
Nega consangiiinidade. O paciente tem uma irmé e um irm&o sem anormalidades clinicas
ou metabolicas. Ao exame fisico era evidente: desnutrigio protéico-caldrica, rosario
raquitico, fronte olimpica, alargamento das articulagBes de punhos e tornozelos. Crianca
irritada, hipotdnica, firma a cabega mas nfo senta com apoio. Apresentava alopecia ¢ pelos

escassos em cilios e sobrancelhas.

Apds a primeira avaliacio laboratorial foi iniciada terapéutica com calciferol
(21000 unidades/dia), solug@o neutra de fosfato (54 mlL/dia) e 20 mL de gluconato de
célcio a 10% por via oral. A solugio de fosfato foi oferecida como solugdo de fosfato

sodico dibésico.

Material ¢ Métodos
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Paciente 3: sexo feminino, 20 anos, cor branca, procedente da Bahia

Familia trouxe a paciente com queixa de auséncia de cabelo desde o nascimento
acompanhado de deformidade grosseira em membros inferiores que dificultava inclusive a
marcha. A mie havia falecido logo apés o parto, € a crianga era cuidada pela tia materna
que negava consangiinidade dos pais. Tia referia ter conhecimente de que primas do lado
paterno da crianga tinham deformidades semelhantes as da sobrinha. Negava antecedentes
de crises convulsivas ou infecgbes. A dieta era qualitativamente adequada a idade; com
exposicio regular ao sol. Negava tratamento anterior. Ao exame fisico 1nicial
apresentava-se em bom estado geral, alegre, com deformidades grosseiras nos membros
inferiores. Havia alopecia quase absoluta, com pelos escassos em cilios e sobrancelhas.

Nizo havia dados sobre o desenvolvimento pondero-estatural anterior.

Paciente 4: sexo masculino, 7 anos. cor branca. procedente de Minas Gerais

Pais procuraram atendimento pois a crianga nfo andava sozinha e apresentava
deformidade dos membros inferiores, e tem auséncia- de cabelos desde o 2° més de vida.
Pais primos de 1° grau. Nega antecedentes de crises convulsivas ou infecgdes. Crianga com
exposi¢io freqiiente ac sol e a dieta a base de leite. Ao exame fisico crianga apresentava
alopecia quase total, alargamento de punhos e tornozelos, genuvaro acentuado, dava passos

sem firmeza, com auxilio dos pais. Falava algumas palavras.

Extracdo de DNA

O DNA gendmico dos quatro pacientes que apresentam raquitismo dependente
de vitamina D tipo II com alopecia foi extraido a partir de amostra de sangue utilizando kit
de extracio da promega (Wizard® genomic DNA purification kif) apos consentimento dos
pacientes e/ou responsaveis. Este estudo foi submetido e aprovado pela comissdo de ética
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (registro CEP 330/2002) e pelo CONEP
(registro 4623).

PCR

O DNA gendmico foi usado como molde para a realizagio de PCR (Polymerase
Chain Reaction). Foram utilizados primers especificos para amplificar os exons e regides

nos introns proximas ao exons 2 a 9 do gene VDR. Devido a proximidade do exon 7e 8 ¢
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aos seus pequenos tamanhos, 0 mesmo par de "primers” foi usado para a amplificagéo desta

regido. Os primers utilizados foram:
VDR2ZF - 57 GGCACTGACTCTGGCTCTGAC 37
VDR2R - 5° CAAGGGCTCCCTTCATGGAAACAC 3’
VDR3F - 5 GACAGGTCTCCGTGATGACAGG 3’
VDR3R - 5° CTGACTCCACTTCAGGCCCAAACS’
VDRA4F - 5° CCGAGTGTTAAAGCCCCTCCTATC 3°
VDR4R - 5° CACTAGTGCTTCTCCTCTGGACCG 3’
VDRSF - 5° CTTCGCCTTCCTGTAGACCTTC 3
VDRS5R - 5° CTTCCACCTCCTTCCATCCAGCAG 3’
VDRGF - 5° GGCCTGGTCCAAGTATCCITA 3’
VDR6R -5 GCTCAGTCTAGGACTCTGACTCTG 3’
VDR7-8F - 5 TTACTGGTAACCTGACCTCCTTCC 3’
VDR7-8R - 5° GCAGGTCTTTGTCCTTCATACTCC 3
VDROF - 5° CCAGCTGAGAGCTCCTGTGCCTTC 3°
VDRIR -5° TGGGTGGATAGGGGAGGTGGCAGA 3’

Para a amplifica¢io, foram usados 250ng de DNA gendmico como molde, com
100ng de primers “forward” (F) e “reverse” (R), 200uM de dNTP, 10uL. de tampdo do
PCR para um volume final de 100pL. Apds um “hot start” a 98°C por 3 minutos, 1 unidade
de Tag DNA polimerase foi adicionada, seguido de 30 ciclos de amplificagdo que consistiu
em: desnaturagio do DNA molde a8 94°C por 30 segundos cada, uma temperatura de
anelamento otimizada para cada par de “primer" (variando de 50° a 65°C) por 43 segundos,
e uma extensio a 72°C por 45 segundos. Uma extensdo final a 72°C por 10 minutos foi

realizada. Cada reagiio de PCR foi purificada e seqienciada.

Material e Metodos
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Seqiienciamento

Os produtos das reages de PCR foram purificados e seqiienciados diretamente

usando os mesmos “primers” das reagdes de amplificagio.

As reagdes foram amplificadas utilizando o termociclador Mastercycler
Eppendorf. Para a reagdo de seqilenciamento foi usado 2ul. (aproximadamente 10ng) do
PCR purificado, 1uL de primer & Spmol, 2pl de “save money”, 2ul. de big dye (versdo 2
Applied Biosystem) para um volume final de 10puL. O ciclo realizado foi: pré desnaturagdo
do DNA molde a 96° C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de incorporacédo do big dye que
consistiu em: desnaturacio do DNA molde 4 96° C, anelamento do primer 4 56° C ¢ uma
extensdo & 60° C por 4 minutos. Ao produto da reagio foram adicionados 80uL de etanol
100%, repousando 15 minutos temperatura ambiente, seguido de uma centrifugacio a
25.464 x g por 20 minutos. O sobrenadante fo1 descartado ¢ o peller lavado com 150uL de
etanol 70% ¢ centrifugado 25.464 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet secou a temperatura ambiente por 1 hora. As amostras foram encaminhadas ao

Hemocentro da Unicamp, onde foi ntilizado o seqiienciador de DNA ‘ABIPrism 377°.

Embora o plano inicial tenha previsto a busca de muta¢des e polimorfismos
através do NCBI-BLAST (ALTSCHUL et al, 1997), o pacote phred/phrap/consed’
(EWING e GREEN, 1998, EWING et al, 1998) foi utilizado por apresentar caracteristicas
mais especificas a este fim, como o fato de considerar a qualidade das seqiiéncias e a

possibilidade de visualizagio dos cromatogramas alinhados.

Foram utilizados os scripts ‘phredPhrap’ (que executa diversos programas,
como ‘phred’, ‘crossmatch’ e ‘phrap’ para gerar a montagem dos fragmentos
segiienciados), ‘fasta2phd’ e ‘consed’ (para visualizag@o de montagens e desenho inicial de
primers). Os programas exigem uma estrutura inicial, composta pelos diretérios ‘phd_dir’,
‘edit_dir’ e ‘chromat_dir’, e é executado em sistema operacional linux. Os cromatogramas
sdo colocados no diretorio ‘chromat dir’, e os scripts executados a partir do diretorio

‘edit_dir’. No diretorio ‘phd_dir’ sdo colocados os arquivos com a descri¢do da qualidade

! http://www.phrap.org
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das seqiiéncias, que podem ser gerados pelo programa ‘phred’, através do script

‘phredPhrap’, ou atraves do script ‘fastaZphd’.

Dentre os programas utilizados pelo script ‘phredPhrap’ estdo o ‘phred’, que
gera arquivos com valores de qualidade para cada posi¢do dos cromatogramas; 0 programa
‘crossmatch’, que compara as seqiiéncias; e o ‘phrap’, que define grupos semelhantes
(clusters) e gera contigs. Nos casos em que ndo esta disponivel o cromatograma, se faz
necessaria a utilizagdo de uma seqiiéncia em formato fasta para a comparaglo, ¢ a
utilizagiio do script ‘fasta2phd’ para a geracdo de arquivos de qualidade pre-definida sem a
necessidade de cromatograma. Este script é utilizade apenas nos casos em que existe
seqiéncia de bases de qualidade garantida, e que ndo estejam disponiveis os
cromatogramas, para que estas informagBes possam ser utilizadas na montagem. No
presente trabalho a seqiéncia completa do VDR (GenBank gi|3617739|gblAC004466.1) foi
utilizada para ancorar a montagem dos fragmentos e para facilitar a separagfo entre exons e

introns.

O programa ‘consed’ permite a visualizagio das montagens realizadas, a busca
e analise de mutacdes e polimorfismos (analise visual ou sistema de busca por
discrepancias de alta qualidade), e o desenho de primers. Estes programas sdo gratuitos

para utilizagio académica, mediante autorizagio prévia.
Digestio com enzimas de restricio

Nos casos em que a mutagdo cria ou destréi um sftio de enzima de restrigio, a
co-segregacio da seqiiéncia anormal de DNA nos individuos afetados de cada familia foi
confirmada através da digestio do fragmento de PCR com enzimas de restrigdo. Foram
investigados também os polimorfismos presentes no VDR e que sio identificados usando
diferentes enzimas de restricio. Para a reagdo de digestdo, foram usados 12ul. do produto
de PCR da regido com problemas, 10% de tamp&oc da enzima a ser utilizada, 0,5 pL da
enzima e a reacdo foi completada com agua para um volume final de 20uL. A reag8o foi
colocada em um termociciador 4 37° C por uma hora e sua agio inativada de acordo com as
instrugBes especificas para cada uma delas. As amostras foram corridas em gel de agarose

4 80V por 3h e o mesmo corado com SYBR GOLD (Molecular Probes) por 40 minutos.

AMaterial e Métados
29



Cultura primiria de fibroblasto

-

A cultura primaria de fibroblasto foi feita a partir de material de biopsta de pele
dos pacientes e usadas para extragdo de extrato de proteinas nucleares ¢ tratamento com
diferentes doses de vitamina D. A amostra de pele foi retirada com um punch de pequeno
didmetro, limpa e cortada em pequenos fragmentos e tratada com tripsina por 3 horas a
37°C para separar a derme da epiderme e para dissociar células individualmente. A derme
foi separada € mantida em meio DMEM (Gibco), 10% sore fetal bovino. Apos cerca de um

més, as células se expandem rapidamente.

Devido a dificuldades e resisténcia por parte dos pacientes ¢ familiares para a
realizacio da cultura de fibroblastos, e & presenca de expressdo do VDR em linfocitos, foi

testada a possibilidade de estudar o receptor em cultura de linfécitos imortalizados.

Imortalizacio e cultura de linfocitos

A extragio dos linfocitos foi feita a partir de SmL de amostra de sangue de cada
paciente. O sangue foi diluido em 15mL de HanK’ s 1X. Em um tubo falcon de 50mL
limpo colocou-se 10mL do reagente de Ficoll Paque 1077 da GE Healthcare, depois foi
adicionado ac sangue diluido cuidadosamente para ndo misturar com o Ficoll. Foi
centrifugado por 30 minutos. Formaram-se trés fases, dessas, foi pega a fase do meio. Foi
iavado 3 vezes com Hank’ s 1X por 10 minutos a 187 x g. As células foram ressuspendidas
em 4mL de meio RPMI, 10% soro fetal bovino e colocadas em placas de 12 pogos, ZmlL da
suspensdo em cada pogo. Os pogos do meio da placa foram usados para evitar
contaminacdes. Ao sobrenadante foi adicionado 400uL do virus Epstein Barr, para
imortalizagio das células. Esta cultura foi mantida por aproximadamente um més até se

observar sinais de proliferagio para depois fazer sua expansdo.

Inducio da expressio de mRNA da 24-hidroxilase pos tratamento com 1,25(0H);

vitaminaD

Para investigar a interagdo receptor/vitamina D, bem como a ativagdo de
transcricio génica, os fibroblastos dos pacientes e do individuo normal foram tratadoes com

107, 10% ¢ 10% nM de vitamina D por 6 horas. Para comparagdo da expressdo, foi mantido
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um frasco controle para cada frasco tratado, que receberam somente o veiculo em que a
mesma foi dissolvida (etancl), porém sem o tratamento com a vitamina. Ao fim do

experimento, para andlise funcional, foi realizada a extragdo de RNA de todas as células.
Extracio de RNA e RT-PCR

Para analise da indugdo do gene da 24(OH)ase pelo tratamento com a vitamina
D, apos 2 extragio do RNA total utilizando o método de TRIzol (Invitrogen), foi realizado
a transcriptase reversa (RT-PCR) seguida de PCR para amplificar parte do gene da 24
(OH)ase utilizando um par de primers especifico. Para a realizagdo do RT-PCR foram

usados trés microgramas de RNA total. Os primers utilizados foram:
Primer 240H F- 5> CGGTGGAAACGACAGCAAAC 3’
Primer 240H R- 5> CAACAGGCTCATTGTCTGTGG 3°

Para a amplificacgio, foram usados SpuL do ¢cDNA, com 100ng de primers sense
(F) e antisense (R), 200uM de dNTP, 10% de tampdo do PCR para um volume final de
SOuL e 1 unidade de Tag DNA polimerase. Foram feitos 35 ciclos de amplificagdo que
consiste em: desnaturacio do cDNA molde a 94°C por 30 segundos cada, temperatura de
anelamento de 58°C e uma extensdo a 72°C por 45 segundos. Uma extensdo final a 72°C
por 10 minutos. A reagdo de PCR foi eletroforada em gel 1% de agarose corado com

brometo de etideo.
Extracio de proteina total

A extracio de proteina nuclear da cultura de fibroblasto foi preparada em
tampioc A (10 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCl, 0.5 mM DTT, 0.5 mM
PMSEF, 2.5 pg/mi of aprotinina). As células foram centrifugadas por 5 minutos & 130 x g,
4°C. O pellet foi suspendido em 200pl do tampdo A, agora contendo 0.1% NP-40. Foi
incubado no gelo 15 min, a suspensdo foi passada 10 vezes em seringa de insulina e
centrifugou-se 1 min, 12.000 x g, 4°C. O sobrenadante contendo a fragdo protéica
citosolica foi transferido para um tubo novo. O pellef foi lavado com tampdo A por 2 vezes

e entdo foi feita a lise da membrana nuclear por choque osmético em 40ul de tampéo B
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(20 mM HEPES, pH 7.9, 25% glicerol, 1.5 mM MgCl, 0.42 M NaCl, 0.2 mM EDTA, 0.5
mM DTT, 0.5 mM PMSF, 2.5 pug/ml de aprotinina e leupeptina, e 1 ug/mi de pepstatina). A
amostra foi incubada a 4°C por 30 min com rotagio e centrifugada por 10 min, 4°C, 12,000
x g O sobrenadante contendo o extrato protéico nuclear foi transferido para um novo tubo.

A concentracio de proteina foi determinada pelo método de Bradford.

Western Blot

Quarenta microgramas do extrato de proteina nuclear de fibroblasto dos
pacientes foi usado para eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, seguido de
eletrotransferéncia das proteinas em membrana PVDF. Apos bloqueio com PBS-T e 5% de
leite desnatado, as membranas foram incubadas com anticorpo monoclonal primaric VDR
(D-6) sc 13133 (Santa Cruz, Califorma, USA), diluigdo 1:50 em PBS-T a notte toda,
seguida do anticorpo secundario marcado com peroxidase de réabano (HRP), diluigio
1:20.000 em leite desnatado por duas horas. Para detecgiio das proteinas, fol utilizado o

“kit” de quimioluminescéncia ECL (GE Healthcare).
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RESULTADOS




A tabela 1 apresenta os dados bioquimicos do inicio do tratamento € 0s mais
recentes dos guatro pacientes estudados. Com excecdo do paciente 4, todos responderam ao
tratamento com doses suprafisiolégicas de vitamina D ¢ ou Calcitriol, reposigdo de calcio ¢
fosforo. Tanto no paciente 1 como no paciente 2, percebe-se um melhor controle
laboratorial e clinico dos pacientes entre a idade de 6-8 anos, necessitando suspensao da
reposigio de vitamina D devido ao aparecimento de hipercalciuria. Mesmo o paciente 4,
que apresentou a pior evolugdo dos quatro pacientes estudados, agora com 6 anos de idade,

se encontra bioquimica e clinicamente estavel.

Tabela 1 — Dados bioquimicos no inicio do tratamento e resultados recentes nos quatro

pacientes estudados

Pacicntes Idade inicial e Ca sérico P sérico PTH Fosfase alcalina (U/L)
recente (anas) {mg/dL) (mg/dL) (pg/mL)
1 2 6.6 4.3 270 3180
1 9.5 9.7 52 54 262
2 6 8.3 2.7 - 2000
2 19.2 8.9 32 132 131
3 7 8.0 2.8 - 725
3 20.6 9.2 2.8 62,9 280
4 2 8.9 21 582 7600
4 6.7 8.9 38 213 565
VN 2-12 anos 8.8-10.8 45-5.5 15-63 Ate 719
Aduitos 8.6-10.2 2.7-4.5 Homens: 40-129,

Mulheres: 35-104

PCR e sequenciamento

O DNA gendmico de sangue periférico dos quatro pacientes foi utilizado como
molde das reacdes de PCR. Os exons de 2 & 9 de todos os pacientes foram amplificados

através da técnica de PCR e segilenciados.

A partir dos resultados de sequenciamento, foi identificada uma mutacio em
cada um dos quatro pacientes estudados, tendo dois deles apresentado a mesma mutagao.

Alguns polimorfismos também foram encontrados. Estas trés mutagdes (duas novas) no
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receptor da vitamina D estfo relacionadas com o raquitismo dependente a vitamina D tipo

II. Os quatro pacientes sio homozigotos para estas mutagdes.

Os pacientes 1 e 3 apresentam uma nova mutagdo missense no exon 7 que altera
o nucleotideo 775, mutado de C para G (c.775 C>G) (Fig. 1), causando a troca do
aminoacido glutamina por icido glutdmico na posi¢do 259 (p.Q259E). Esta mutacio cria
um sitio para a enzima de restricio Ava II, e a digestdo com esta enzima gera uma banda
adicional de 141 bp no alelo mutado destes dois pacientes (Fig. 2). Nas posi¢Bes dos

polimorfismos descritos no VDR ambos pacientes apresentavam os alelos mais freqiientes.

Controle Paciente 3

Figura 1 — Cromatogramas da regifo mutada no exon 7 do paciente 3 e da mesma regido
no controle. A seta indica o nucleotideo alterado (C>G) e o triplet sublinhado
destaca o codon referente ao aminoécido alterado (glutamina>#cido

ghutimico).
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Figura 2 — Digestdo dos produtos de PCR dos exons 7 e 8 dos pacientes 1, 2, 3 e controle
com enzimas de restricdo Ava II e Rsa I respectivamente. No exon 7 um C foi
mudado para G no nucleotideo 775, mudando o aminoacido na posig¢do 259 de
glutamina para acido glutdmico. A presenca da mutagdo cria um sitio de
enzima Ava II, apresentando uma banda extra de 141 pb. Paciente 1 e 3
apresentaram-se homozigotos para a mutagdo. No exon 8 um G foi mudado
para T no nucleotideo 955, mudando o aminoéacido na posigdo 319 de glicina
para valina. A presenc¢a da mutagdo cria um sitio da enzima Rsa I apresentando
uma banda extra de 135 pb comparado com o controle. Marcador 100 bp e

marcador 1 Kb.

No paciente 2 identificamos no exon 8 outra muta¢do ainda ndo descrita na
literatura, no nucleotideo 955, mutado de G para T (¢.955 G>T) (Fig. 3), resultando na
mudanga de aminoacido de glicina para valina na posi¢do 319 (p.G319V). Esta mutagdo
cria um sitio da enzima Rsa I ¢ a digestdo com esta enzima resulta em uma banda adicional
de 135 pares de base no alelo mutado (Fig. 2). Nesse paciente também foram identificados
dois polimorfismos. No exon 2 (¢.2 T>C p.MIT). Este polimorfismo altera o sitio de
transcrigdo inicial ATG, sendo usado para inicio da transcri¢do um segundo sitio ATG 9
pares de base abaixo n3do mudando a matriz de leitura. No exon 9, identificamos o
polimorfismo 7aq I (¢.1056 T>C p.I352I). A mudanga nucleotidica resulta em uma
mutagdo silenciosa, mantendo o mesmo aminoacido. O paciente ¢ homozigoto para ambos

0s polimorfismos.
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Figura 3 — Cromatogramas da regido mutada no exon 8 do paciente 2 e da mesma regido
no controle. A seta indica o nucleotideo alterado (G>T) e o triplet sublinhado

destaca o codon referente ao aminoacido alterado (glicina>valina).

No paciente 4, identificamos a presenga de uma mutagdo nonsense em
homozigose no exon 3, mudando C por T no nucleotideo 217 (c. 217 C>T) (Fig. 4). Esta
mutagdo resulta na troca de uma arginina por um cddon terminal na posi¢do 73 (p.R73X).
Para a confirmagdo da mutagdio, foi desenhado um primer antes da troca nucleotidica,
mudando uma base da sequéncia original para criar um sitio de enzima de restrigdo Pyu II.
A digestdo com esta enzima de restrigdo confirmou a presenga da mutag@o em heterozigose
nos pais e em homozigose no probando (Fig. 5). O mesmo polimorfismo no exon 2, (c.2

T>C p.M1T) descrito no paciente anterior foi encontrado neste paciente em homozigose.
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Figura 4 — Cromatogramas da regido mutada no exon 3 do paciente 4 e da mesma regido
no controle. A seta indica o nucleotideo alterado (C>T) e o triplet sublinhado

destaca o codon referente ao aminoacido alterado (arginina>c6don terminal).
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Figura 5 — Produtos de PCR e digestdo do exon 3 com enzima de restrigdo Pvu II.
Controle, pai, mde, probando e marcador. O primer desenhado com a troca
nucleotidica cria um sitio da enzima Pvu II. As colunas com sinal negativo
apresentam os produtos de PCR n#o digeridos e sinal positivo, digeridos com
enzima de restricdo. O controle possui apenas a banda maior (homozigoto
normal), ambos os pais possuem as duas (indicando heterozigose) e o

probando apenas a banda menor (homozigoto mutado).
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Imortalizacio e cultura de linfécitos

Para analise funcional do VDR nos pacientes foi tentado inicialmente cultura de
linfocitos imortalizados pela facilidade em obtengdo do material e por ter sido confirmado
uma boa expressdo do receptor neste tipo de cultura. Durante o desenvolvimento do estudo
foi realizada a técnica de extragdo e imortalizagdo de linfocitos nos quatro pacientes.
Infelizmente, as culturas de células dos pacientes ndo apresentaram o crescimento esperado
e ndo foi possivel expandi-las para a realizagdo do tratamento de indugdo. Foi repetido a
cultura cerca de duas a trés vezes em cada paciente sem sucesso. A cultura com linfocitos

extraidos de voluntarios que ndo apresentam a doenga cresceu normalmente.

Cultura de fibroblasto

Diante do insucesso com a cultura de linfocitos foi retomada a proposta inicial
de realizar o estudo funcional do VDR em cultura de fibroblasto. Foi feita biopsia de pele
dos quatro pacientes e de um individuo normal para controle. As células foram expandidas

e cresceram com boa viabilidade e sem contaminagdes.

Analise funcional do VDR

Para analise funcional do VDR a cultura primaria de fibroblastos dos pacientes
e de um individuo controle foram tratadas com diferentes doses de calcitriol por seis horas.
A 24-hidroxilase foi altamente induzida pela vitamina D em um controle de células normais

e ndo foi induzida na cultura de fibroblasto dos quatro pacientes (Fig. 6).
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M B Controle Paciente 1 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 2

Figura 6 — Indugdo da expressdo do gene da 24(OH)ase apos tratamento com 107, 10% e
10° nM de 1,25(0H), vit D. Trés microgramas de RNA total foram utilizados
para a realizagdo de RT-PCR com primers especificos para o gene da
24(OH)ase. O tamanho do fragmento esperado € de 500 pares de bases.
Marcador (M); branco (B) (PCR do produto de RT sem RNA), sem o
tratamento da vitamina D (S); tratamento com as diferentes doses de 1,25(0OH),

vit D, controle e pacientes respectivamente.

Western Blot

O Western Blot permitiu a analise do receptor nos pacientes estudados
comparados com o controle. A expressdo do receptor foi comprometida nos quatros
pacientes estudados (figura 7). No controle esta presente e fortemente expressa a banda de
50 kDa relativa ao VDR (427 aminoacidos). Quando comparados com o controle de células
normais, € expressiva a diminui¢do de expressdo do receptor nos pacientes que apresentam
mutagdes pontuais no dominio de ligagdo mas principalmente no paciente 4 que apresenta a
mutag@o do cddon terminal resultando em um receptor truncado no dominio de interagdo

com 0 DNA.
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Figura 7 — Anilise de Western blot de extrato nuclear de fibroblastos controle e dos
pacientes com mutagdo no VDR. O tamanho esperado da proteina ¢ de 50
kDa. Coluna 1- extrato protéico de controle; coluna 2- paciente 1, mutagdo
Q259E; coluna 3- paciente 2, mutagio G319V, coluna 4- paciente 3, mutagdo
Q259E e coluna 5- paciente 4, mutagdo R73X. As proteinas foram marcadas
com anticorpo monoclonal anti VDR contra a posigdo 344-424 do VDR

humano.
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O raquitismo dependente da vitamina D tipo II é uma doenca autossdmica
recessiva assoclada ao ndo funcionamento adequado do receptor da vitamina D (VDR)
(HUGHES et al, 1988). As concentragdes séricas de 1,25-dihidroxivitamina Ds sio
elevadas e, na maioria das vezes ndo ha resposta ao tratamento com doses altas de vitamina
D. Os pacientes apresentam hipocalcemia e raquitismo grave de inicio precoce, nos
primeiros meses de vida € a maior parte dos individuos apresentam pouco ou nenhum pélo

corporal (alopecia) (MALLQY et al, 1999).

Os pacientes 1, 2 e 3 com mutagSes no dominio de interagdo com o ligante
apresentaram uma surpreendente evolugfo favoravel ao tratamento, diferente dos casos
classicos que apresentam uma resisténcia importante ao tratamento com vitamina D e ou
Caleitriol. Metade dos pacientes responde parcialmente ao tratamento e na literatura ha
relatos de evolugdes ndo habituais (LIBERMAN e MARX, 2003). O paciente 4 com a
mutagdo do codon de parada no dominio de interagdo como DNA apresentou uma pior
evolugdo clinica, porém atualmente, aos 7 anos de idade, apresenta-se clinicamente estavel,
Mesmo apresentando uma proteina truncada com nitida diminuigio de expressdo protéica, a
preservagdo de parte do dominio de interagdo com o DNA parece garantir um minimo de

fungéo do receptor.
Mutacdes

Foi identificada uma muta¢io em cada um dos quatro pacientes estudados,
sendo duas novas e dois deles apresentam a mesma mutagio. Essas trés mutacdes no
receptor da vitamina D estdo relacionadas com o raquitismo dependente a vitamina D tipo

IL. Os quatro pacientes sdo homozigotos para estas mutagdes,

Existem quatro possiveis mecanismos pelos quais uma mutagio altera a funcio
do VDR: diminui¢do da afinidade do receptor pelo ligante, diminuigdo da capacidade de
heterodimerizacio com o RXR, deficiéncia de localizagdo nuclear por alteracio de
conformagéo tridimensional porém com perda apenas parcial da afinidade com o agonista
ou mutagdes em que o receptor mantém a afinidade com o agonista porém perde a sua
capacidade de interagdo com o DNA (LIBERBAN e MARX, 2003). Uma mesma mutacio

pode resultar em defeitos multiplos no receptor podendo comprometer a sua capacidade de

Discusséio dos Resultados

#



ligagdo com o ligante e também a sua heterodimerizagio ou ativagdio com proteinas

co-ativadoras e co-repressoras (MALLOY et al, 2004).

A mutagdo Q259E, encontrada nos pacientes | e 3, se localiza no dominio de
ligagdo com o agonista. Nessa mesma posigio é descrita uma mutagdo trocando glutamina
por prolina em uma familia Indiana consangiiinea e que os membros afetados apresentavam
raquitismo e alopecia (COCKERILL et al, 1997), sugerindo que esta regido € um hof spot
para mutaciio. Além da interagdo com o ligante, esta regido € importante para a
heterodimerizagdo e o potencial de transativagdo induzido pela ligagdo com o agonista
(MALLOY et al, 1999). Ambos pacientes apresentam um quadro clinico muito semelhante.
A mutacio G319V encontrada no paciente 2 e localizada no exon 8 também estd no
dominio de interagio com o ligante. Mutagdes nesta regifio, estio mais associadas a perda
de afimidade do receptor pelo ligante porém com manuteng@io da interagio do receptor com
o0 DNA e geralmente n3o cursam com a alopecia. A presen¢a de alopecia neste paciente,
sugere que esta mutagdo, apesar de estar na regido de ligagdo do ligante, compromete a
atividade de transativacio do receptor. No modelo da estrutura tridimensional do dominio
de ligagdo do ligante o exon 8 representa a alfa hélice 7 ¢ 8. Na presenga do ligante ocorre
uma mudanca conformacional com uma reorganizagio dessas hélices para posterior
formacdo do heterodimero (MALLOY et al, 1999). A presen¢a da mutagio em uma dessas
hélices pode alterar a reorganizacdo dessas hélices comprometendo a ligagio com o ligante
¢ a posterior formagao da heterodimerizagio. Malloy et al. (2002) descreveu também uma
mutacio na posicdo 317 trocando o aminoacido glutamina por um codon terminal em uma

menina de origem iraniana com raquitismo e alopecia (MALLOY et al, 2002).

A mutacdo nonsense R73X encontrada no paciente 4 esta localizada no dominio
de ligagae com o DNA no segundo zinc finger do receptor da vitamina D, resultando em
um receptor truncado (COCKERILL et al, 1997). Esta mutacao ja foi descrita na literatura
em um paciente de origem Grega (COCKERILL et al, 1997). Em uma outra familia
brasileira, uma troca de arginina por codon de parada foi descrita, mas na posi¢do 30
(R30X) fazendo parte do primeiro zinc finger do dominio de interagio com o DNA
(MECHICA et al, 1997). O dominio de interacao com o DNA contém residuos altamente
conservados ¢ alteragBes neste dominio causam diminuigdo da afinidade de ligagio do

receptor ao DNA (MALLOY et al, 1990).
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Analise funcional do VDR

A expressdo do gene da 24(OH)ase é modulada pela interagio entre a vitamina
D e seu receptor (MALLOY et al, 1990). Para melhor esclarecimento da conseqii€ncia
funcional da mutagdo no receptor da vitamina D, é necessario a cultura de tecido dos
pacientes. Por ser menos invasiva e expressar bem o VDR optou-se inicialmente pela
realizacio do estudo do receptor em cultura de linfocitos. A cultura de linfécitos dos
pacientes ndo apresentou o crescimento esperado e ndo foi possivel expandi-la para a
realizagdo do tratamento de indug@o. A cultura com linfécitos extraidos de voluntarios que
njo apresentam a doenga cresceu normalmente, o que sugere algum fator intrinseco nos
pacientes que dificultou um bom crescimento destas células. Foram realizadas trés

tentativas da cultura de linfocitos com os mesmos resultados discutidos.

A biopsia de material de pele para a cultura de fibroblastos foi realizada nos
quatro pacientes. A. cultura foi expandida, parte dela foi usada para realizagfio de atividades
propostas e outra parte congelada para possibilitar experimentos futuros. A cultura primaria
de fibroblastos dos pacientes ¢ de um individuo controle foram tratadas com diferentes
doses de vitamina D por seis horas. A 24-OH contém elementos responsivos ao VDR e sua
expressdo ¢ aumentada pela vitamina D em células normais (MALLOY et al, 1990). A
24-hidroxilase foi altamente induzida pela vitamina D em um controle de células normais e
nio foi induzida na cultura de fibroblasto dos quatro pacientes, indicando que as mutagdes

afetam a capacidade de induzir a atividade desta enzima.
Waestern Biot

O Western permitiu a analise do receptor nos pacientes estudados comparados
com o controle. Houve uma diminuigdo de expressdo dos receptores mutados nos extratos
nucleares de cultura de fibroblastos dos pacientes com mutagGes pontuais no dominio de
ligagio. No paciente 4, nio foi possivel a analise de expressio protéica do receptor
truncado no dominio de interagio com o DNA, pois esta proteina perde o epitopo utilizado
para a produgio do anticorpo nZo sendo identificado no Western blot. Entretanto, dados
clinicos confirmam que apesar de truncado, este receptor mantém algum grau de fungo,

Pois O paciente apresentou resposta ao tratamento.
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CONCLUSOES




Foram encontradas e confirmadas trés mutages no receptor da vitamina D

nos quatro portadores de raquitismo e alopecia.

A mutacio Q259E € uma mutaciio nova e ocaliza-se no dominio de ligagdo
com © agonista, em uma regido importante para a heterodimerizagdo do
receptor. Esta mutac@io resultou em diminui¢do de expressio protéica do

VDR e perda funcional parcial do receptor.

A mutacio G319V é uma mutacio nova e localiza-se no dominio de ligag&o
com © agonista, em uma regifio importante para manuten¢io da mudanga
conformacional necessaria para interagdio do VDR/RXR. Esta mutacdo
resultou em diminuigo de expressdo protéica do VDR e perda funcional

parcial do receptor.

A mutag¢io R73X resulta em uma proteina truncada no dominio de ligagdo
com DNA. Esta mutacio perde o epitopo de interagdo com o anticorpo
usado, ndo podendo ser feito um estudo de expressio protéica. Esta

associada a perda funcional do receptor.

Os pacientes com mutacdo no dominio de ligacio com o ligante,
apresentaram resposta clinica mais favoravel do que o paciente comn mutacio
no dominio de interagdo com DNA sugerindo uma relagdo

genotipo/fenotipo.
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ANEXO 1 - PARECER DQ COMITE DE ETICA

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacione) de Spide
Comiasdo Naclonal de Eiica em Pesquisa - GONEP

PARECER N.° 1933/2002

Registro CONEP: 4623 {Ests n° dews sor Clfago nes correspondéncias refarsntes 2 ssie projoto }

Registro CEP: 330/2002 Processo n® 25000.110038/2002-91
Projeto de Pesquisa : " /nvestigacao molecuiar de genes envolvidos em homeostase
calcio .

Pesquisador Responsivel : Dr.*. Lilia Freire Rodrigues de Souza Li
nsituicio: Faculdade de Cidncias Medicas / UNICAMP
@ Tematica Especial : Genélica Humana
Ao se proceder 4 andlise das respostas as consideragoes da CONEP no
Parecer n° 1588/2002, relativo a6 projeto em questio, considerou-se que:

a) foram aiendidas as selicilagGes do referido parecer;

b} © projeio preenché, de modo geral, os requisitos fundamentais da
esolugdo CNS 196/95, scbre Diretrizes e Normas Reguiarmentadoras de Pesquisas
Envoivendo Seres Humanos:
¢) o projeto foi aprovade pelo Comité de Elica em Pesqguisa da instituigdo
1supracitada .

Diante do exposto, a Comisaao Naclonal de Etica em Pesgulsa -CONEP,
de acordo com as airibuigfes definidas na Resolugéo CNS 196/86, manifesta-se
pela aprovagao do projete de pesquiss proposte, com a seguinte recomendacao
a ser acompanhada pelo LEP:

v acrescontar no final do  1* pardgrafe de TCLE no case de nova pesquisa, sera
feito um nove protocolo que seré submetido a apreciacao do CEP/CONEP .

Situacao : Projelo aprovade com recomendacan
Brasitia, 30 de dezembro de 2002

7
wWiLLIAM SAAD HOSSKE
Coordenador da CONEP/CNSMS
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> FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

s .Y COMITE DE ETICA EM PESQUISA
- = Cabe Postal 6111
Y 13083-970 Campinas, 5P
LUNITAMP ¥ (0__19) 37688936
Fax (0__19) 3788-8925
R cep@head.fon vnicamp.br

CEP, 20/08/02

(Grupa )

PARECER PROJETO: N°® 330/2002

I-IDENTIFICACAO:

PROJETD: “INVESTIGACAO MOLECULAR DE GENES ENVOLVIDOS EM
HOMEOSTASE DE CALCIO” _

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Lilia Freire Rodrigues de Souza Li

INSTITUICAQ: CIPED/ UNICAMP

APRESENTACAQ AO CEP: 16/07/2002

11 - OBJETIVOS

Realizar o diagnostico molecular de doengas associadas a alteracdes da homeoslase
de cilcio. Ientificar novas mutagoes cm genes conhecidos envolvidos no processo e noves
genes. lavestigar as consequéncias Rincionais das proleinas afetadas. Oferecer tratamento

adequado.

111 - SUMARIO

Trata-se de um estudo de casos, em que uma populagio de 100 pacientes com
alteraciies em homeostase de caicio sera investigada visando 2 realizagio de diagnéstico
molecular. Inicialmente os genes estudados seric o do receptor seasor de calcio. da
proteina FGF-3 e do receptor de vit. . Seré wilizado o DNA e o0 RNA. Serd feita cultura

de queralocitos.

1V - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trata-se de um projeto de grupo I onde serao analisados os genes envolvidos na
homeostase do calcio. O projeto é bem estruturado. O termo de consentimento é adequado.
O material sera guardado para a analise de novos genes envoividos com o metabolismo do
cilcio que forem descobertos. Sendo assim, 2 pesquizadora responsavel deverd comumicar
ao CEP qualquer novo gene que venha a ser analisado.
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V - PARECER O CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apos acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para ¢ presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugbes 196/96 ¢ 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos 05 anexos
incluidos na Pesquisz, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

V1 - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O snjeito da pesquisa tem 2 liberdade de recusar-se a participar ou de retivar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma € sem prejuize ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item [V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (tem 1V .2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado ¢ descontinuar o estudo somente apos analise das raz3es da descoptipuidade pelo
CEP que o aprovou {Res. CNS Item 111.1.7), exceto quando perceber risco ou dano ndo
previsto ao sujeito participante ou quando constatar z superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Jtems V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo {(Res. CNS Item V.4.). E papel do pesguisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente 2 evenio adverso grave ocomrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e eaviar notificagio a0 CEP ¢ & Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA — junto com sen posicionamenta.

Eventuais modificagGes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clarz e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas
justificativas. Em caso de projeto do Grupo Fou I} apresentados anteriormente 8 ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial {Res. 251/97, Item 111.2.e)

Relatérios parciais ¢ final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com O prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

Atencio: Projetos de Grupo 1 serdo encaminhados a CONEP & so poderdo ser

inicindos apés Parecer aprovatorio destz.

VI - DATA DA REUNIAG
Homologado na VIH Reunisio Ordinaria do CEP/FCM, em 20 de agosto de 2002,

of. Dr. Sebastido Araidjo
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

TS e
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE
ESCLARECIDO

PROJETO: Investigagio molecular de genes envolvidos em homeostase de calcio
PESQUISADORES RESPONSAVEIS:

Dra. Lilia Freire Rodrigues de Souza Li — Depto. de Pediatria - CIPED —~ FCM —
UNICAMP

Prof,. Dra. Vera — Depto. de Pediatria - FCM ~ UNICAMP

Qutro:
ENDEREGO:

Centro de investigagdo em Pediatria - CIPED

Departamento de Pediatria - FCM - UNICAMP

Cidade Universitaria Zeferino Vaz

Campinas — SP — CEP 13081-970

Fone: (19) 3788-8966 Fax: (19) 3788-8972
e-mail- 1desouza@fcm.unicamp.br
Outro:

IDENTIFICACAQ DO PACIENTE:

Nome: Registro do Hospitak:
Nome do pal: Nome da mée:
Endereco:
Bairro: Cidade: UF:
CEP: Fone:

IDENTIFICACAO DO RESPONSAVEL:

Nome: (Grau de parentesco:
Endereco:
Bairro; Cidade: UF:
CEP: Fone:
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OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu ., RG: , entendo que o paciente

{ }, 0 qual se encontra sob minha responsabilidade. foi

convidado a participar de um projeto de pesquisa, aprovado pelo Comité de Etica da FCM — UNICAMP. Este
estudo inclui pacientes com deengas que resultam em problema no cdicio & outros NINCTals no organismo,
como ¢ o caso de meu(minha) filho(a). O objetivo desta pesquisa ¢ investigar se existe alguma alteragdo no
codigo genético que esteja relacionada & doenga que meu filho apresenta. Como muitas dessas doengas s&o
transmitidas de pais para filhos, eu entendo que essa € uma oportunidade para a minha familia estar melhor
esclarecida sobre os riscos de transmissio ¢ do tipo de defeito que ocorreu no DNA. Desta forma ¢ oferecido
{ambém para examinar o sangue de nés pais ¢ de outros filhos, se desejarmos. A anilise de um grupo de
pacientes ¢ melhor que a avaliagio individual de cada caso, porgne permite nma idéia mais ampla da doenga.
E esse o objetivo maior do estudo, que podera ser util no futuro, lanto para a minha familia, quanto para
outras, além de alertar para um diagnéstico mais precoce, € para Orientar fratamenios mais eficazes. O sangue
colhido para avaliagio do DNA serd preservado durante todo © estudo ¢ destruide depois que ele se
completar. Como nem todos os genes relacionados ao controle de célcio no organismo foram descritos, o
sangue poderd ser armazenado até 20 anos. Em caso de identificagdo de alguma alteragiio no codigo genetico
serei contatado(a) previamente para dar o meu consentirmentos 1o caso de realizagdio de outras pesquisas.
Neste caso. um novo protocelo sera realizado e submetido 4 apreciacdo do comité de ética (CEP/CONEP). O

sigilo serd mantido através da identificagéo dos pacientes por um codigo.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que. se concordar que © paciente, sob minha responsabilidade, participe desse estudo, os
pesquisadores envolvidos fardo perguntas a respeito dos antecedentes médicos ¢ familiares de men(minha)
filho(a). O paciente ser4 submetido a um exame fisico para avaliagdo de seu estado clinico. Além disso, ele
serd submetido a coleta de sangue (5 a 10 mi, o equivalente 2 uma a duas cotheres de sobremesa), nfo sendo
necessaria a hospitalizacda. As pesquisas laboratoriais utilizando a amostra de sangue poderfio ser feitas
durante um periodo indeterminado apés a coleta, ¢ apds sua realizacio, essa amostra de sangue sera destruida.
No caso de alguma alteragio no codigo genético for identificada no meu(minha) filho(a), serei contatado(a)
novamente para a realizagio de um exame de raspado de mucosa oral, isto é, um pouco de céhlas da parte
interna da bochecha sera coletada através de raspagem. O raspado de mucosa oral sera usado para
complementacio diagnéstica e serd preservado durante todo o estudo e destrmido depois que ele se completar.
Havendo necessidade de um procedimento cirirgico ser realizado por indicagio médica para fins terapéuticos,
sera solicitado a coleta de amostras do tecido retirado. As pesquisas laboratoriais utilizando o tecido poderdo
ser feitas durante um periodo indeterminado apos a coleta, ¢ apos sua realizacdo, essa amostra de tecido sera
destruida. Nos individuos em que a doenca acompanhe de alteragdes na pele como falta de pelos € cabelos,

serd solicitado mma pequena amostra de pele através de uma biopsia de pele, ndio sendo necessaria a
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hospilalizacdo. As pesquisas laboratoriais utilizando o tecido da biopsia poderdo ser feilas duranie um periodo
indeterminado apds a coleta, e apds sua realizagio. €ssa amostra serd destrnida. Em todas as amosiras

coletadas o sigilo serd mantido através da identificacio dos pacientes por um codigo.

RISCO E DESCONFORTO:

Para a extragio de DNA, sera necessanio cerca de 5 ml de sangue venoso, que poderdo ser obtidos
em uma Unica ou mais coletas, considerando as condigdes e faixa etdria do paciente. Os riscos associados a
esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e/ou manchas roxas (equimoses) no local da coleta de
sangue. O desconforto serd minimo, pois, em geral, essa coleta serd realizada de veia do brago, por
profissional treinado e devidamente habilitado para realiza-la. Os riscos associados ao raspado de mucosa oral
séio minimos, podendo raramente ocorrer dor e/ou sangramento discreto no local da coleta. O desconforio sera
minimo pois estes sintomas podem persistir por alguns minutos. O mnsco associado a coleta de material
durante a cinwrgia estd associado ao procedimento ciriirgico, e a coleta de material durante o procedimento
cirirgico ndo acarretara em risco nem desconforto adicional ao paciente. A bidpsia de pele sera realizado sob
anestesia iocal e os riscos associados a esse procedimento sdo minimos. Os riscos incluem pequeno
sangramento no focal da bidpsia, que ndo costuma durar mais que alguns minutos € possibilidade de infecgio
local (celulite). H4 o desconforto devido 4 aplicagiio da anestesia local, porém € minimo, pois o procedimento
sera realizado por profissional treinado e devidamente habilitado para realiza-lo.

VANTAGENS:

Fu entendo que obterei com a participagdo do paciente, pelo qual sou responsavel, a vantagem de
poder auxiliar no diagndstico da sua doenga. Os resultados dos testes moleculares obtidos deverdo ser
transmitidos durante o acompanhamento do paciente em seu Ambulatorio de atendimento meédico. A sua
participagdo neste estudo garante aconselhamento genético para ele e nossa familia. E importante salientar
que qualquer membro da familia que desejar obter orientacdo clinico-genética, poderd também ser atendido

nesse Ambulatorio.

SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados desse projeto de pesquisa, fardo
parte do prontudrio médico do paciente e serdo submetidos aos regulamentos do Hospital, referentes ao sigilo
da informacdo médica. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacao

cientifica, nenhum nome sera utilizado.
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FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informacdes adicionais relativas ac estudo a qualquer momento. As
médicas responsaveis, Dra. Lilia Freire Rodrigues de Souza Li. fone (019)3788-8966 ou (019)3788-8986 ¢
Dra. Vera Maria Santoro Belangero. fone (019)3788-7311 ou (019)3788-7861 estardo disponiveis para
responder a5 minhas questSes ¢ preocupacdes. No caso de ditvidas sobre questoes éticas do estudo, poderei
ligar para a secretaria da Comissdo de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas - UNECAMP, fone (19) 3788
8938.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a participacio nesse projeto de pesquisa, do paciente pelo qual sou responsavel, &
voluntria e que eu posso recusar ou retirar meu consentimento, a qualquer momento (incluindo a retirada da
amostra de sangue), sem comprometer os cuidados médicos que o paciente recebe atualmente, ou receberd no
futuro. Eu reconhego, também, que a Dra. Lilia Freire Rodrigues de Souza Li e Dra. Vera Maria Santoro
Belangero podem interromper a participacdo do paciente nesse estudo a qualquer momento que julgarem

apropriado.

Nome do participante ou responsavel:

Assinatura do participante ou responsavel:
Nome da testermunha:
Assinatura da testemuinha:
Local ¢ data:

RESPONSARBILIDADE PO PESQUISADOR:

Foi explicado ao 1esponsavel por ] o abjetivo do estudo, os

procedimentos requeridos e os possiveis riscos ¢ vantagens que poderdo advir do estudo, usando o melhor do
men conheciments. Eu me comprometo a fornecer uma cdpia desse formuldrio de consentimento ao

participante on responsavel.

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
Local ¢ data:
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