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RESUMO

Contexto: Pacientes com a forma classica da hiperplasia adrenal
congénita (HAC) tém longevidade semelhante a populagdo geral. No
entanto, ha evidéncia de um maior risco de doenga cardiovascular. A
necessidade de tratamento durante toda a vida com doses suprafisiolégicas
de corticosteroides para manutencdo da vida e controle metabdlico,
resisténcia a insulina e hiperinsulinemia foram descritas em pacientes com
HAC, enquanto a prevaléncia de diabetes tipo 2 ndo € maior na HAC do
que na populagdo normal. Objetivo: Examinar as contribuicbes da
secrecao de insulina e da depuracdo hepatica da insulina para a
hiperinsulinemia compensatdria em adultos jovens resistentes a insulina
com HAC classica devido a deficiéncia de 21-hidroxilase (21-OHD).
Métodos: Cinquenta e um participantes, sendo 21 controles e 30 HAC (15
com fendtipo virilizante simples e 15 perdedores de sal), feminino /
masculino (33/18), idade média + desvio padrao de: 24,0 + 3,6 anos, indice
de massa corporal: 24,6 £ 4,9 kg / m2 com toleréncia normal a glicose,
foram submetidos a um estudo de clamp hiperglicémico. Principais
medi¢des realizadas: sensibilidade a insulina, fungdo das células beta e
depuragdo hepatica de insulina usando modelagem apropriada.
Resultados: Evidenciou-se um aumento da resisténcia a insulina nos
individuos HAC 21-OHD. A hiperinsulinemia sistémica foi evidenciada em
pacientes com HAC. Nao foram observados aumentos na taxa de secrecao
de insulina (fungdo das células beta) na primeira fase ou durante o clamp
hiperglicémico. O aumento nas concentra¢des de insulina foi devido a uma
reducao de ~ 33% na depuracio da insulina. Conclusao: individuos nao
obesos com HAC 21-OHD tém sensibilidade a insulina reduzida e resposta
das células beta incapazes de compensar a resisténcia a insulina,
provavelmente devido a exposigao aos glicocorticoides. A hiperinsulinemia
compensatoéria esta relacionada a reducdao da depuracdo hepatica de
insulina. A adaptagao exclusiva do figado atua como um mecanismo para
regular o acesso da insulina aos tecidos sensiveis a sua agao para manter

a homeostase glicémica.



Palavras-chave: resisténcia a insulina, obesidade, hiperplasia

suprarrenal congénita, células secretoras de insulina, corticosteroides.



Abstract

Context: Congenital adrenal hyperplasia (CAH) patients have
potential normal longevity. However, a greater risk for cardiovascular
disease has been reported. Insulin resistance and hyperinsulinemia have
been described in CAH patients, whereas the prevalence of overt type 2
diabetes is not higher in CAH than in normal population. Objective: To
examine the contributions of insulin secretion and of hepatic insulin
clearance to compensatory hyperinsulinemia in young insulin-resistant
adults with classic CAH due to 21-hydroxylase deficiency (21-OHD).
Design: Cross-sectional. Setting:  University  outpatient clinics.
Methods: Fifty-one participants: 21 controls, and 30 CAH (15 virilizing and
15 salt-wasting phenotypes), female/male (33/18), age (mean [SD]): 24.0
(3.6) years, body mass index: 24.6 (4.9) kg/m2 with normal glucose
tolerance, were submitted to a hyperglycemic clamp study. Main Outcome
Measures: Insulin sensitivity, beta cell function, and hepatic insulin
clearance using appropriate modeling. Results: We found an increased
insulin resistance in 21-OHD. The systemic insulinemia (post hepatic insulin
delivery) was elevated in CAH patients. No increases were observed in
insulin secretory rate (beta cell function) in the first phase or during the
hyperglycemic clamp. The increase in insulin concentrations was totally due
to a ~33% reduction in insulin clearance. Conclusion: 21-OHD non-obese
subjects have reduced insulin sensitivity and beta cell response unable to
compensate for the insulin resistance, probably due to overexposure to
glucocorticoids. Compensatory hyperinsulinemia is most related with
reduced hepatic insulin clearance. The exclusive adaptation of the liver acts
as a gating mechanism to regulate the access of insulin to insulin-sensitive

tissues to maintain glucose homeostasis.

Key Words: insulin resistance, obesity, congenital adrenal

hyperplasia, beta cell, corticosteroids.
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INTRODUGAO

Embriogénese e esteroidogénese adrenal

A glandula adrenal € um érgao enddcrino situado sobre o polo
superior dos rins e € composta de cortex e medula, que tém diferentes
funcdes e origens de desenvolvimento [1]. O cdrtex adrenal sintetiza
hormdnios esteroides através de uma série de vias metabdlicas. A medula
produz epinefrina e norepinefrina como parte do sistema nervoso simpatico.
O cortex se desenvolve a partir do tecido mesodérmico, enquanto a medula
se origina da neuroectoderme [2-4]. O cértex é circundado por células
mesenquimais que formam a capsula adrenal.

A esteroidogénese ocorre nas 3 camadas do cortex adrenal: a
zona glomerulosa, a mais externa, responsavel pela sintese de
aldosterona, a zona intermediaria, denominada fasciculada onde é
produzido o cortisol; e a zona reticulada, mais interna, local da biossintese
de esteroides sexuais. A matéria prima desses produtos € o colesterol e
proteinas especificas estdo presentes em cada zona do cortex adrenal [5-
7]. A seguir, uma breve revisao dos principais passos da produgao dos

esteroides adrenais (Figura 1):

Clivagem da cadeia lateral do colesterol: a esteroidogénese se

inicia com a conversao do colesterol em pregnenolona, catalisada pela
enzima de clivagem de cadeia lateral, a P450scc (gene CYP11A1). Para
que o colesterol dos depdsitos citoplasmaticos entre em contato com a
P450scc, localizada na membrana mitocondrial interna, ha a acédo da
proteina reguladora esteroidogénica aguda (StAR), que se situa na
membrana mitocondrial externa. [8]. A acdo de StAR depende de sua
fosforilagéo e interagdo com algumas outras proteinas, cujo mecanismo

exato de agdo ainda é alvo de estudos [9-10].



21

9SoUQ30P1012)sa Bp BOonjRWONbSa ogdejudsarday 1 eIndiq

I
& [61]Te 30 @ “oyonoey
= ) .
|[olpauelsolpuy g > 1HAa 9 op opeidepe :9juoq
>
I 2 [ vsaus |
[ € /€ SH | o
TV / €9/TASH |
BU0J9150159104pIYIp : BU0J31S0353]
0190-TT BUOJ}SOIpUY #
€DTYIV/ €94TASH
| vsaus | AN | _
> BUO0J3) _
BU0J2150159] euojeuausaidoje m sadoudoupiyip CUOIPAUSISOIDUY ¢ vana
03190-11 -HOLT 8 -HOLT tPaUSIseIpty :
ety . \
(9sel] 02°LT) TVLTdAD
z (o] : _
BUOIpaUdlSOJpUe G| euolpaudjsoipue 35 |0S1340D * z 5
<=
0191 S HO-TT  |®| -xoep-1z g — mco_ox,%MH 3.d
| S sl Z -
2] t
|OSI1}10) i m — D20dTT e Q #
=2 N (9sellHO-0LT) TVLTdAD
3 2 N |
euoJalsop|y = eU0431S021110) Alml D0d <— — epuoJasadoldy | [— euojouaudaid
(v =)
o 3 | | .

TVITdAD
yvis

|042153]0D)




22

3B-hidroxisterdide desidrogenase: apdés a sintese da

pregnenolona, ela pode ser convertida em progesterona pela 3pB-
hidroxiesterdide desidrogenase (33-HSD). Existem 2 genes 3B-HSD
humanos: 3B-HSD1, que codifica uma isoenzima encontrada
principalmente na placenta, cérebro e figado; e 33-HSD2, que codifica uma
isoenzima encontrada nas suprarrenais e gbnadas. Ambas as isoenzimas
podem converter os A5-esterdides (pregnenolona, 17-hidroxipregnenolona
[170HPreg], dehidroepiandrosterona [DHEA] e androstenediol) nos A4-
esterdides correspondentes (progesterona, 170H-progesterona [170HP] e

androstenediona) [11].

17a-hidroxilase / 17,20-liase A pregnenolona também pode ser

convertida em 170H-Preg pela 17a-hidroxilase (ou P450c17, gene
CYP17A1). O CYP17A1 transcreve a enzima que tem as fungdes de 17 a-
hidroxilase e de 17,20-liase. A 17 a-hidroxilase converte a pregnenolona
em 170HPreg e a progesterona em 170HP. A 17,20-liase pode converter
170H-Preg em DHEA, mas muito pouco 170HP é convertido em
androstenediona porque a enzima humana catalisa fracamente essa
reacao [12-13]. As expressbdes do gene CYP17A1 ocorrem de forma
especifica por zona: a enzima esta ausente na zona glomerulosa adrenal,
portanto, a pregnenolona é precursora da aldosterona; apenas a atividade
da 17 a-hidroxilase é encontrada na zona fasciculada, portanto, a
pregnenolona é convertida a cortisol; ambas as atividades estao presentes
na zona reticular, dessa forma, a pregnenolona & a precursora dos

esterdides sexuais com 19 carbonos [14].

P450 oxidorredutase (POR): Todas as enzimas do citocromo
P450 (CYP), incluindo os produtos de transcricdo dos genes CYP17A1,
CYP21A2, CYP19A1 (aromatase ou P450aro), bem como as enzimas CYP

que metabolizam drogas do figado, requerem a atividade de POR, uma

flavoproteina que transfere elétrons de NADPH para todas essas enzimas
CYP [15].
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11B-hidroxilase e aldosterona sintase: A 11B-hidroxilase ou
P450c11B (gene CYP11B1) e aldosterona sintase, P450c11AS ou

P450aldo (gene CYP11B2) sdo enzimas intimamente relacionadas que

catalisam as etapas finais na sintese de glicocorticoides e
mineralocorticoides, respectivamente; eles sdo codificados por genes
duplicados [16-17].

21a-hidroxilase: a 21a-hidroxilase ou P450c21 (gene CYP21A2),

assim como a 17a-hidroxilase, catalisa 2 reagdes essenciais na

esteroidogénese adrenal [16]. Seu principal substrato € a 170HP, que é
convertida em 11-desoxicortisol na zona fasciculada durante a sintese do
cortisol; na zona glomerulosa, ela hidroxila a progesterona em 11-

desoxicorticosterona na via da aldosterona.

Aromatase: a aromatase (gene CYP19A1) converte androgénios
de 19 carbonos em estrogénios de 18 carbonos [18]. A aromatase é
abundantemente expressa no ovario e na placenta e é ligeiramente
expressa em gordura, mas so € expressa na adrenal em certas doengas

malignas.

Hiperplasia adrenal congénita — conceitos,

classificacao e epidemiologia

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) é uma doenga
autossOmica recessiva caracterizada pela deficiéncia da sintese de cortisol.
Mais de 90% dos casos de HAC sao causados por deficiéncia de 21-
hidroxilase (D210H) causada por mutagdes no gene CYP21A2 [19]. Ao
longo do tempo, foi criada a divisdo entre as formas classicas e néo

classicas (NC), embora atualmente se considere que as mutagdes
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genéticas e suas manifestag¢des fenotipicas formam um continuum. A forma
classica, cuja prevaléncia é de aproximadamente 1:15.000 nascimentos, é
caracterizada por uma atividade enzimatica extremamente reduzida ou até
mesmo ausente com sintese diminuida de cortisol clinicamente manifesta
no periodo neonatal. A forma perdedora de sal (SW), a mais grave da HAC
classica, ndo ha praticamente atividade enzimatica e que resulta em
deficiéncia de cortisol e aldosterona. A auséncia de feedback negativo no
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal cursa com excesso de produgédo de
androgenos adrenais, uma vez que os esteroides precursores elevados sao
desviados para as vias integras de sintese. Se n&do forem tratados
precocemente, os recém-nascidos com essa forma de HAC desenvolvem
em curto espaco de tempo a chamada “crise perdedora de sal”’, com alta
letalidade, caracterizada por desidratagao, hiponatremia, hipercalemia,
acidose metabdlica e choque. Os recém-nascidos com capacidade de
sintetizar uma quantidade um pouco maior de aldosterona, sdo menos
propensos a desenvolverem a crise perdedora de sal; no entanto, ainda
nao sao capazes de produzirem cortisol adequadamente e possuem grave
deficiéncia deste hormoénio. Assim, apresentam elevada producdo de
androgenos adrenais. A forma virilizante simples (SV), é caracterizada por
possuir atividade enzimatica residual de 1% a 5% em comparagdo com
individuos normais. Os neonatos com a forma classica de HAC
indistintamente se beneficiam de tratamento conjunto de glicocorticoide
com mineralocorticoide no inicio da vida, quando existe uma relativa
resisténcia tubular renal aos efeitos retentores de sal exercidos pela
aldosterona na primeira infancia [20]. Na HAC, o desenvolvimento das
gbnadas é normal, no entanto, a elevada producdo intrauterina de
androgenos adrenais é responsavel pela virilizagdo da genitalia externa
feminina [21], com graus variaveis de aumento do clitoris e fuséo labial.
Uma vez feito o diagndstico adequado e instituido o tratamento
com glicocorticéides associados ou ndo com mineralocorticoides, estes ndo
sdo capazes de mimetizar a secregéo fisioldgica desses hormdnios. Ainda,
ha o fato da possibilidade de ma aderéncia ao tratamento, comum no
contexto das doencas crbnicas. Assim, podem-se encontrar situagdes em

que ha concentragdes suprafisioldgicas de corticoides com diminui¢ao de
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andrégenos adrenais e vice-versa. O excesso de andrégenos pode
aumentar a velocidade de crescimento na infancia, avanco da idade 6ssea
com diminuicdo da estatura final na vida adulta. [22]. Concentragdes
elevadas de andrégenos adrenais influenciam o eixo hipotalamo-hipéfise-
gonadal. A puberdade precoce central € uma possibilidade nos pacientes
que permanecem longos periodos hipotratados. Mulheres com HAC
controlada via de regra apresentam menarca normal [23]. No entanto, o mal
controle relaciona-se com o aparecimento de acne, hirsutismo, alopecia
androgenética, irregularidade menstrual e infertilidade [24]. Homens mal
controlados podem apresentar testiculos pequenos e tumores testiculares

resultantes da hipertrofia e hiperplasia de resquicios adrenais embrionarios

nmal (!

[25].
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Figura 2: Comparagao entre a cortisolemia de individuos normais em 24 horas
(acima) e em portadores da forma classica de HAC em uso de hidrocortisona em 3
doses diarias (abaixo). Adaptado de Charmandari et al. [69]
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Os individuos afetados com mutacées mais brandas tendem a
procurar o médico apos a infancia, dai o termo HAC de “inicio tardio” ou
“nao classica”. Esses sao portadores de enzimas com atividade residual de
20% a 50%. Caracterizam-se, assim, pela produgao normal de cortisol e
aldosterona basal, mas concentragbes aumentadas de andrégenos
adrenais. Nessa populacao, entretanto, concentracbes menores de cortisol
sao relatadas em até 30% dos pacientes apos estimulagcdo com horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) [26]. As criangas podem apresentar sinais de
hiperandrogenismo, como adrenarca precoce, acne e avango de idade
O0ssea, mas muitos, especialmente os meninos, sao assintomaticos.
Meninas adolescentes ou mulheres adultas podem apresentar hirsutismo,

alteragdes de regularidade menstrual, acne e infertilidade [26].

Consequéncias do tratamento da HAC no longo prazo

Com os avangos nos procedimentos diagnésticos da HAC-
D210H e a introdugdo do tratamento com glicocorticbides e
mineralocorticoides a partir da década de 50, o numero de Obitos que
ocorriam na infancia causados pelas crises de perda de sal foram reduzidos
drasticamente e, consequentemente, houve um aumento na sobrevida
destes pacientes [19,27]. As consequéncias metabdlicas do tratamento
nao-fisiolégico da HAC no longo prazo ainda ndo estao totalmente claras e

tem sido estudadas por diversos grupos pelo mundo.

Especialmente em relacdo ao conhecimento produzido que
correlaciona a corticoterapia e seus efeitos metabdlicos no metabolismo da
glicose, alguns pontos merecem ser apresentados e destacados, uma vez

que se tem, aqui, a base para da concepc¢ao e elaboragcao desse trabalho.

Em roedores, Saad et al [28] demonstraram que apds tratamento

por 5 dias com dexametasona 1mg/kg, nédo houve diminuicdo da
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concentragdo do receptor de insulina no figado. Entretanto a
autofosforilacdo desse receptor diminuiu quase pela metade. As
concentragdes intracelulares de IRS-1 e PI3-kinase aumentaram,
respectivamente em 73 e 25%, mas a fosforilagdo do IRS-1 diminuiu mais
de 30% e a atividade da PI3-kisase diminuiu aproximadamente 80%. Nesse
mesmo trabalho, ao se identificar os efeitos no musculo, esses nao foram
tdo marcantes quanto no figado e, interessantemente, esses foram na
direcdo oposta aos do figado. Assim, ndo houveram alteragbes tanto na
quantidade de receptores de insulina quanto na sua fosforilagdo apos
tratamento com dexametasona. As concentragcoes de IRS-1 e PI3-kinase
diminuiram, respectivamente, em 39 e 66%. A fosforilacdo do IRS-1 nao

estava diminuida, mas a da PI3-kinase estava em torno de 40%.

Estudos conduzidos a partir de culturas de células, usando
miécitos e adipdcitos, estes quando tratados com dexametasona
desenvolvem redugao da captacéo de glicose sinalizada por insulina, e cuja
causa esta associada a menor transducgao de sinalizacdo do receptor de
insulina e menor concentracdo da GLUT-4 [29,30,31] Outro estudo
conduzido com ratos, que receberam dexametasona na dose de 1 mg/kg
apresentaram, aproximadamente, 70% e 40% de redugéo na captacgao de
glicose mediada pela insulina nos tecidos muscular e adiposo,
respectivamente [32]. Esses mesmos autores demonstraram no tecido
adiposo e muscular, uma diminui¢cdo da quantidade de proteina quinase B
(PKB) e fosforilagdo de serina/treonina da PKB mediada pela insulina.
Esses fendmenos foram observados pelo aumento da lipdlise em resposta
ao 8-bromo-AMP e mitigagao dos efeitos antilipoliticos da insulina. [32]. Um
fato que merece destaque é que a resisténcia a insulina mediada pela
dexametasona também pode ocorrer independentemente da ativagao do
receptor de glicocorticoide. A redugado da agao da insulina em adipécitos
tratados com dexametasona ocorreu mesmo com o tratamento com
cicloheximida ou um antagonista do receptor de glicocorticoides, o
RU38486. [29]

Um estudo realizado com ratos tratados com glicocorticéides

tiveram reducao da captagéo de glicose estimulada pela insulina, fruto de
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uma menor translocacdo do GLUT-4 para a membrana celular em miécitos
[33]. Corroborando esses achados, humanos saudaveis, submetidos a
ingestao durante 6 dias com prednisolona (0,8 mg / kg /dia) diminuiram a
captacao de glicose induzida por insulina na musculatura das pernas em

65% quando comparado ao grupo placebo [34].

Uma série de estudos evidenciaram em humanos saudaveis que
a corticoterapia aumenta a produgdo de glicose hepatica [35,36,37].
Somente um trabalho conduzido por Wajngot et. al ndo demonstrou tal
fendmeno [38]. O aumento da produgéao de glicose hepatica mediada pelos
glicocorticdides pode ter como etiologia a gliconeogénese, ja que essas
drogas estimulam enzimas limitantes na cascata da gliconeogénese, como,

por exemplo, fosfoenolpiruvato carboxilase e glicose-6-fosfatase [39,40]

A obesidade, especialmente associada a deposi¢cao de gordura
visceral, leva a esteatose hepatica [41], que por sua vez, diminui a

sensibilidade a insulina nesse érgéao [42].

Outro estudo envolvendo ratos conduzido por Weinstein et al
[43], documentou que, no musculo, o tratamento com dexametasona por 2
dias com 0,9 mg/kg diminuiu a captagdo de glicose em 48% com
concomitante diminuicao da concentracdo de GLUT-4 na superficie celular
também em 48%. Interessante que a quantificacdo dessa proteina no
tecido muscular estava aumentada em aproximadamente 25%, sugerindo
que ha o comprometimento no recrutamento desta do citoplasma para a

superficie celular.

Em relacdo a resposta das células [ pancreaticas aos

glicocorticoides, depende se esse estimulo é agudo ou cronico.

In vitro, as influéncias diretas dos glicocorticéides (GCs) na
secregao de insulina estimulada por glicose sao via de regra inibitorios e ja
sao perceptiveis em poucos minutos, conforme estudo usando ilhotas de
ratos isoladas tratadas com corticosterona [44]. Essa inibicdo € mediada
pela a sinalizagao alfa-adrenérgica [45]. Este rapido impacto dos GCs nao

€ reproduzido por esterdides sintéticos. Inibicdo da secrecédo de insulina
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estimulada por glicose em ratos [46] e ilhotas de rato [47] sdo perceptiveis

apos a terceira hora do tratamento com dexametasona.

Estudos in vivo, em que houve administragdo aguda de
glicocorticoides pode-se haver inibicdo da secre¢ao de insulina. 75 mg de
prednisolona em uma unica dose oral [48] ou 1 mg de dexametasona [49]
em individuos saudaveis levou a uma redug¢ao da secrecao de insulina. Por
outro lado, outros estudos falharam em mostrar este efeito dos
glicocorticoides em homens saudaveis [50] ou ratos adultos normais [51].
E importante destacar que 24 horas apds a finalizacdo da administracdo
dos glicocorticoides, reestabeleceram-se todos os parametros basais das

células beta [48].

A realizagao de experimentos in vitro com culturas de células de
roedores tratados cronicamente com glicocortioides, acarreta na
diminuicdo de secregao de insulina [46, 47, 52, 53]. A acado dos
glicocorticoides nessa inibigdo estdo ligados ao prejuizo no metabolismo
oxidativo da glicose [52], ativagao de canais de potassio [53], aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio [54], estresse do reticulo
endoplasmatico [55], ativacdo de 113-HSD1 [56] e mitigacéo da eficiéncia

do Ca?* intracelular na resposta secretora [46,47,52].



30

Fieado 1. Promove gliconeogénese
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Fonte: adaptado de Kuo T et al. [57]

Figura 3: agédo do cortisol nos diferentes tecidos-alvo

O tratamento crénico in vivo com corticosteroides é responsavel
pela adaptabilidade das células beta pancreaticas, que, diante do aumento
da resisténcia periférica a acdo da insulina, aumentam a producao e
secrecao desse hormdnio. Como exemplos, trabalhos em que voluntarios
saudaveis foram tratados com doses relativamente elevadas de
dexametasona (2—15 mg) ou prednisolona (30 mg) por intervalos de tempo
mais longos (respectivamente 4 e 15 dias), manteve-se a euglicemia ou um
pequeno incremento na glicemia de jejum [48, 49, 58, 59, 60, 61]. Fato
importante € que na quase totalidade dos estudos, os individuos estudados
apresentavam hiperinsulinemia. Utilizando-se do clamp hiperglicémico [58,

62] ou teste oral de tolerancia a glicose [49, 59, 63] a secrecgao de insulina
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foi maior, com significancia estatistica, em individuos tratados com
glicocorticoides quando  comparados com grupos  controle
Semelhantemente, as concentragdes de peptideo C plasmatico também
estavam elevadas apds administracdo de prednisolona em individuos
saudaveis no estado de jejum [59] e no transcorrer de um teste de
tolerancia a refeigéo [48].

O mecanismo de adaptacdo que explica o estado de
hiperinsulinemia parece estar associado a aumento da secrecao de
insulina. Isso foi evidenciado em estudos com culturas de ilhotas de ratos
tratados com glicocorticéides [64, 65, 66]. Outros fenbmenos que sao
importantes e foram estudados sdo o aumento de massa de células beta
dependente do tempo e dose de administragédo de glicocorticéides [67] De
acordo com o conhecimento atual, tanto em modelos animais, quanto em
humanos, o tratamento crénico com corticoides acarreta em aumento de
secrecao de insulina para se adaptar a resisténcia periférica e manter a
euglicemia.

As principais causas das alteragdes metabdlicas em pacientes
com HAC parecem estar relacionadas com tratamento com corticoides em
si, além da possibilidade de serem influenciadas por uma disfuncdo da
medula adrenal e pelo hiperandrogenismo [68,69,70,71,72,73].

Diversos estudos procuraram observar o comportamento da
pressao arterial nos pacientes com HAC. Algumas publicagdes mostraram
pressdes normais em repouso [74,75,76] e durante monitorizacdo por 24
horas [77]. Nao obstante, outras relataram um discreto aumento na pressao
arterial sistélica diurna ou durante a monitorizacdo durante 24 horas em
comparagao com controles pareados [71,78]. Os dados sobre a prevaléncia
de hipertensdo em adultos com HAC sio escassos [79,80], com resultados
conflitantes em estudos unicéntricos realizados em diferentes locais
[81,82]. Uma revisdo sistematica e meta-analise [83] concluiu que os
individuos com HAC tinham pressao arterial sistdlica e diastdlica
discretamente elevada. O estudo nado foi capaz de medir os efeitos de
varias variaveis importantes, como sexo, tipo e dose de glicocorticoide,
dose de fludrocortisona e gendétipo, e os vieses identificados nos trabalhos

foi de moderado a alto.
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A disfuncdo da medula adrenal, presente na forma classica de
HAC, pode levar a algumas importantes implicagdes metabdlicas, como
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, aumento nas concentracdes
séricas da leptina, diminuicdo da termogénese e da lipdlise infuenciadas
pela deficiéncia de adrenalina e metanefrinas [72]. Um unico estudo que
utilizou calorimetria indireta, ndo evidenciou diminui¢cao da taxa metabdlica
basal nesta populagcdo [84]. Pacientes com a forma classica da HAC
demonstraram valores significativamente menores de adrenalina e
metanefrina plasmaticas e mais elevados de insulina em jejum em
comparagao a controles normais [72,73]. Além disso, as criancas com
HAC-D210H apresentam valores significativamente maiores de insulina
jejum e de resisténcia a insulina, em comparagao com individuos normais
[85].

Hipofuncao Adrenomedular

Hipogonadismo

Hiperandrogenismo
SOPC

/\ |

Hipercortisolismo

Obesidade Hiperinsulinismo
Aumento da massa gorda Resisténcia a Insulina

Hipertensio /

Dislipidemia Disglicemia

Figura 4: fatores associados que predispdem a sindrome metabdlica em
portadores de HAC. Adaptado de Charmandari et al. [69]
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O hiperandrogenismo pode ser outro fator importante que
contribui para o quadro de resisténcia a insulina. Esta situacéo leva ao
aumento dos niveis séricos de GH e IGF-1, que por sua vez contribuem
para um estado de hiperinsulinemia [86]. Uma condicdo em que ha
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, associada a obesidade e
hipercortisolismo peridédico podem promover o desenvolvimento de
hipertensao, dislipidemia, alteracdes no metabolismo dos carboidratos e
lesdo endotelial, acarretando em aumento de risco para eventos
cardiovasculares [87]. Um estudo mostrou auséncia de descenso noturno
na pressao diastdlica em 84% dos pacientes com HAC, que é considerado
um fator de risco cardiovascular significativo, o que é uma evidéncia indireta
da resisténcia a insulina em que ha perda de sua agao vasodilatadora nos
vasos [88]. Pacientes com HAC com idade média de 28,5 anos
apresentaram, além de sensibilidade diminuida a insulina, um aumento na
espessura da intima meédia em relacdo aos controles. A espessura
aumentada das carétidas € um preditor precoce de aterosclerose e outro

importante fator de risco cardiovascular [89].

Além disso, a obesidade em pacientes com HAC pode estar
relacionada a alteragdes na leptina [90]. Apesar desse hormdnio ser um
supressor de apetite, individuos obesos parecem desenvolver resisténcia a
sua agao, e consequentemente apresentarem altas concentragdes séricas
[90]. Desta mesma forma, ja foi relatado que pacientes com HAC
apresentam correlagao positiva entre as concentracdes séricas de leptina
e o IMC tal qual ocorre na fisiologia normal, mas aparentemente com
valores mais elevados do que o esperado para o grau de adiposidade [90].
Charmandari et al. [91] também mostraram concentracbes mais altas de
leptina em criangas com HAC-D210H em relagéo aos controles normais,
em contrapartida, esses resultados ndo foram confirmados por Isguven e
cols. [92].

O risco cardiovascular ¢é dificil de mensurar na HAC, devido a
existéncia de poucos dos pacientes estudados com mais de 50 anos [93].
Os resultados da espessura da intima meédia da cardtida (cIMT), um

marcador de doenga endotelial, sdo variaveis nos diversos estudos [73, 80,
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89], sem associagao entre cIMT e doses cumulativas de glicocorticéides ou
concentragdes de androgenos [89]. Uma revisao sistematica e meta-
analise mostraram, embora pequena, mas estatisticamente significativa,
maior espessura da intima da carétida [83]. Em adolescentes e adultos com
HAC, ndo se evidenciou remodelamento de ventriculo esquerdo [70, 94],
mas disfuncdo diastdlica leve e prejuizo no desempenho durante o
exercicio. Um estudo sueco analisou a morbidade cardiovascular e
metabdlica em pacientes com HAC, encontrando aumentos nas doencgas
cardiovasculares e metabdlicas, incluindo prevaléncias mais elevadas de
hipertensao, dislipidemia e fibrilagdo atrial [81]. A obesidade foi mais
prevalente em todos os subgrupos, enquanto o diabetes aumentou nas
mulheres, nos fendtipos virilizante simples e ndo classica e naqueles com
mais de 40 anos de idade. No entanto, os pacientes ndo obesos
apresentaram prevaléncia semelhante de hipertensio e diabetes na coorte
de HAC. Portanto, a HAC pode estar associada a um maior risco
cardiovascular [95,96]. O aumento da mortalidade cardiovascular foi
relatado na HAC na Suécia, perdendo apenas para a crise adrenal como
causa de morte [81]. E necessario, portanto, um acompanhamento regular,
junto com intervengdes no estilo de vida, para limitar o ganho de peso,
prevenir a obesidade, diabetes e dislipidemia. O monitoramento cuidadoso
das doses de glicocorticoides e mineralocorticoides é importante. Mais
estudos prospectivos em coortes maiores sao necessarios para esclarecer
0S mecanismos que levam a anormalidades metabdlicas e
cardiovasculares, e para entender os respectivos papéis dos hormbnios
sexuais adrenais, tratamento com glicocorticéides e mineralocorticéides ao
longo da vida [97], e o impacto do historico genético, como polimorfismos
do gene do receptor de glicocorticéide e outros loci que contribuem para

perfis de risco cardiometabdlicos adversos [98].

A relacao entre peso e HAC ainda é controverso. H4 uma maior
prevaléncia de sobrepeso e obesidade em adultos com HAC no Reino
Unido [99] e na Suécia [81]. No entanto, ndo se observou essa diferenca
em estudos realizados nos Estados Unidos [100] e na Franga [74, 101]. O

aumento da deposicédo de gordura troncular, em comparagao com o tecido
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adiposo subcutaneo, estava presente em adolescentes e adultos jovens
com HAC em comparacao com controles pareados por idade, sexo e IMC
[101]. A presenca de sindrome metabdlica foi observada em quase 20% de
adultos na coorte de estudo transversal do NIH [100], havendo associacao
com a idade, mas nao com a concentracdo de andrégenos, esquema de
tratamento instituido ou dose total de glicocorticéides administrada. Uma
meta-analise mostrou aumento da resisténcia periférica a insulina através
do indice HOMA nos pacientes com HAC. Entretanto, nenhuma diferenga
foi observada na glicemia de jejum, insulinemia de jejum e glicemia e

insulinemia apés teste de tolerancia a glicose [83].

O primeiro, mas pequeno estudo com a metodologia padréo-
ouro, o clamp euglicémico hiperinsulinémico foi realizado em individuos
com a forma classica de HAC, que evidenciou aumento da resisténcia a
insulina em relagao ao grupo controle [103]. Bem recentemente, um grupo
brasileiro estudou, com a mesma metodologia, portadores da forma nao
classica, corroborando os mesmos achados [104]. A etiopatogenia do
diabetes mellitus tipo 2 esta intimamente associada a presenca de
resisténcia a agao da insulina nos seus tecidos-alvo e hiperinsulinemia
compensatéria para manutencao da euglicemia. Essa compensagao pode
ocorrer por 2 mecanismos: aumento da secrecdo pancreatica e diminuicao
do clearance hepatico. A sintese protéica aumentada e sustentada das
células R pancreaticas levam ao stress oxidativo e predispde a
desdiferenciacdo e apoptose dessas células especializadas.
Consequentemente, estabelece-se uma insulinopenia relativa e a

manifestagao clinica da hiperglicemia [105].

Para que se evidencie discretas elevagbes da glicemia,
diminuicdo na ordem de 2/3 da capacidade de secrecdo de insulina ja
ocorreram [106]. Uma maneira de se observar mais precocemente esse
fendbmeno € a realizagcdo do clamp hiperinsulinémico, método capaz de
fornecer excelentes dados a respeito da resisténcia periférica a insulina e
capacidade de secreg¢ao de insulina aliado ao clearance hepatico. Logo, &
possivel compreender qual o peso de cada processo (aumento secregao x

diminuicdo do clearance hepatico) na hiperinsulinemia compensatoria.
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Até o presente momento ndo ha estudos que tenham observado
nos individuos com HAC, com o0 método padrdao-ouro, o clamp
hiperglicemico, os mecanismos envolvidos que proporcionam uma

hiperinsulinemia adequada para manutengado da homeostase glicémica.
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OBJETIVOS

Primarios

Determinar a resposta adaptativa das células 3 pancreaticas ao
ambiente de resisténcia periférica a insulina em pacientes eutroficos com a

forma classica de HAC-D210OHD utilizando-se o clamp hiperinsulinémico.

Determinar o papel e a influéncia do clearance hepatico de

insulina na homeostase glicémica nesse contexto.

Secundarios

Avaliar a resisténcia periférica a insulina nos individuos com

HAC D210HD através do clamp hiperglicémico.
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METODOS

Delineamento do Estudo e Pacientes

Foram estudados 30 pacientes pés-puberes com HAC D21-OH
(15 com a forma perdedora de sal e 15 com a forma virilizante simples) no
Centro de Endocrinologia Pediatrica da Universidade de Campinas. O
diagndstico de HAC D21-OH foi confirmado pelas concentragdes séricas
de 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) e analise molecular do gene CYP21.
A forma perdedora de sal foi confirmada clinicamente pela evolugio
ponderal, histéria de desidratacdo e complementada com a avaliagao
laboratorial e constatacdo de hiponatremia, hipercalemia, atividade
plasmatica elevada da renina e reducdo da concentragdo sérica de
aldosterona. Vinte e um voluntarios saudaveis foram selecionados na
comunidade universitaria e nas vizinhancas dos domicilios dos pacientes
para compor o grupo controle, sendo pareados por idade, sexo e indice de
massa corporal (IMC) com os pacientes com HAC.

Os critérios de exclusdo para o estudo foram: disglicemias,
disfungdes tireoideanas, doenga sistémica grave, uso de anticoncepcionais
orais, nao aceitacao por parte do paciente em realizar o estudo

A terapia de reposicdo com hidrocortisona, dexametasona,
prednisona e fludrocortisona € mostrada na Tabela 1. A terapia foi iniciada
a partir do diagnostico da doenga e mantida no esquema de dosagem
apresentada pelo menos por 90 dias antes da avaliagao.

O estudo foi realizado de acordo com a Declarag¢ao de Helsinque
e recebeu a aprovacdo do Comité de Etica Local (numero 157.824). Além

disso, o consentimento informado foi obtido de todos os pacientes.



Tabela 1
Idade, Género, Fenotipo, Altura, Indice de Massa Corporal (IMC), e Medicagdes nos 30 Pacientes com Hiperplasia
Adrenal Congénita (HAC)
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Idade . Altura IMC cre e . .. Dose diaria
P| (anos) Sexo | Fendtipo (cm) (kg/m?) Dose diaria glicocorticoide mineralocorticéide
| 23 F SW 157 19.4 HC 10 mg + DXM 0.20 mg
(8 AM-8 PM)
5 20 F SW 157 21.9 HC 12 mg + DXM 0.25 mg
(8 AM-8 PM)
3 20 M SW 165 23 HC 15 mg + DXM 0.35 mg
(8 AM-8 PM)
4] » M SW 152 233 HC 15 mg + DXM 0.15 mg 0.1 mg
(8 AM-8 PM)
5 27 F SW 147 20.6 Pred 7.5 mg (8 AM) 0.05 mg
6 22 F SV 162 24.2 Pred 5 mg (8 AM) 0.05 mg
; 55 . - 148 330 HC 12 mg + DXM 0.20 mg
(8 AM-8 PM)
8| 17 M SW 167 19.7 HC 15 mg + DXM 0.30 mg 0.05 mg
(8 AM-8 PM)
9 18 F SW 155 8.8 HC 12 mg + DXM 0.25 mg
(8 AM-8 PM)
0] 27 F SW 156 19.5 HC 10 mg + DXM 0.15 mg
(8 AM-8 PM)
1| 29 F sV 158 223 HC 12 mg + DXM 0.25 mg
(8 AM-8 PM)
2] 22 M SV 161 29.4 Pred 7.5 mg (8 AM)
13 24 F SV 151 26.7 Pred 7.5 mg (8 AM)
HC 13 mg + DXM 0.20 mg
14 25 M SW 156 18.5 (3 AM-8 PM) 0.05 mg
15 24 F SW 153 24.1 Pred 4 + 4.5 mg (8 AM-8 PM)
6] 22 F SW 151 223 Pred 5 + 5 mg (8 AM-8 PM)
17] 27 M SV 173 25.9 Pred 2.5 + 5 mg (8 AM-8 PM)
18] 17 M sV 149 27 HC 12 mg + DXM 0.10 mg 0.025 mg
(8 AM-8 PM)
19] 20 F SW 158 218 HC 10 mg + DXM 0.15 mg
(8 AM-8 PM)
20| 29 M sV 151 327 HC 10 mg + DXM 0.25 mg
(8 AM-8 PM)
11 2 F SW 167 25 HC 10 mg + DXM 0.20 mg
(8 AM-8 PM)
2 2% M SV 165 24 HC 10 mg + DXM 0.25 mg
(8 AM-8 PM)
3| 21 F sV 173 36.8 HC 12 mg + DXM 0.12 mg
(8 AM-8 PM)
u4| 19 F sV 162 16.9 HC 12 mg + DXM 0.20 mg 0.05 mg
(8 AM-8 PM)
25 18 F SV 164 34 Pred 5 + 2.5 mg (8 AM-8 PM)
% 2 F sV 158 19.2 HC 10 mg + DXM 0.20 mg
(8 AM-8 PM)
270 20 F SW 148 239 HC 12 mg + DXM 0.20 mg
(8 AM-8 PM)
% 18 F sV 144 29.5 HC 10 mg + DXM 0.20 mg
(8 AM-8 PM)
29| 2 F SW 155 235 HC 12 mg + DXM 0,10 mg
(8am - 8 pm)
30 26 M SV 164 273 HC 12 mg + DXM 0.20 mg 0.025 mg x 2
(8 AM-8 PM) (8 AM-8 PM)

Abreviagoes: DXM = dexametasona; F = feminino; HC = hidrocortisona; M = masculino; Pred = prednisona; SW = perdedora
de sal; SV = virilizante simples.
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Antropometria e Avaliacdo da Composicao Corporal

Os voluntarios foram submetidos a um exame antropométrico padrao
detalhado por examinadores treinados, vestindo roupas leves e sem sapatos. A
estatura foi determinada utilizando um estadidmetro fixado na parede com 220 cm de
comprimento e subdividido em incrementos de 0,1 cm. O peso foi medido em uma
balanca digital eletronica posicionada em uma superficie plana, com capacidade
maxima de 200 kg e sensibilidade de 100 g. A circunferéncia da cintura foi mensurada
em pé, com fita métrica flexivel e inelastica ao nivel da cicatriz umbilical, apdos
expiragdo normal sem roupas na area de medi¢cdo e tomando o cuidado necessario
para ndo comprimir os tecidos. A circunferéncia do quadril foi mensurada no ponto
mais saliente entre a cintura e a coxa [107]. A circunferéncia do pescoc¢o foi medida
no ponto médio do pescogo. Todas as medi¢des foram realizadas em duplicata e em
seguida feito a média. A relagao cintura-quadril e IMC também foram calculados.

As composigdes regionais e de corpo inteiro foram medidas com aparelho
de densitometria 6ssea usando o DEXA (GE Healthcare Lunar, Madison, WI) com o
software enCORE 2011 versao 13.60 (GE Healthcare Lunar). O software do sistema
estimou o conteudo mineral 6sseo, a massa gorda, a massa magra nao 0ssea, a
gordura visceral, gindide e androide. Os coeficientes médios de variagao do conteudo
mineral 6sseo, massa gorda e massa magra nao éssea com medidas repetidas em 5
homens e 5 mulheres foram 0,2 £ 0,2%, 0,9 + 1% e 0,3 + 0,2%, respectivamente. A
quantidade de massa livre de gordura também foi determinada usando um analisador
de bioimpedancia tetrapolar, modelo BIA 310 (massa corporal magra, SEE (erro
padrdao da estimativa) = 1,4 kg, r = 0,97), de acordo com o protocolo do fabricante
(Biodinamica) Corp, Seattle, WA).
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Ultrassonografia abdominal

Os resultados ultrassonograficos foram divididos entre os positivos e
negativos para esteatose hepatica. Os graus ultrassonograficos de esteatose foram
categorizados como: ausente, em que a ecotextura do parénquima hepatico estava
normal; esteatose leve, em que ha uma discreta hiperecogenicidade hepatica com
visualizagdo normal do diafragma e da veia portal; esteatose moderada, quando uma
hiperecogenicidade do parénquima foi evidenciada e uma leve dificuldade em
observar a veia porta e o diafragma estao presentes; esteatose grave, com evidéncia
de uma maior ecogenicidade do parénquima e dificil ou impossibilidade de se

visualizar tanto o diafragma quanto a veia portal nessa situagao.

Analise Bioquimica

Para avaliagao bioquimica, amostras de sangue foram coletadas as 7:00
horas apds jejum de 12 horas durante a noite. A pressao arterial sistolica e diastdlica
foi aferida com um esfigmomanémetro aneroide. Colesterol total (CT) sérico,
lipoproteina de alta densidade (HDL-C) e triglicerideos (TG) foram medidos usando
técnicas enzimaticas automatizadas padrao (Technicon Instruments Co., Tarrytown,
NY, EUA). Lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) foram estimados usando a
equacao de Friedewald et al.

As concentragdes de glicose plasmatica foram medidas em jejum usando
o método da hexoquinase enzimatica. Hemoglobina glicada foi medida por
cromatografia liquida de alta performance. Para analise de sodio e potassio foi
utilizado o eletrodo ion seletivo. Aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) foram medidos usando o método cinético (sem fosfato de
piridoxal). Leptina e adiponectina foram medidas usando o método ELISA (Linco
Research, Inc, St. Charles, MO, EUA). Insulina sérica, hormdnio adrenocorticotropico
(ACTH), androstenediona, testosterona total, 17-hidroxiprogesterona (170HP),
hormonio foliculo estimulante, horménio luteinizante, estradiol, peptideo C, insulina,

testosterona total e livre, horménio adrenocorticotrépico e renina foram medidos
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usando o Modular E170 automatizado método imunométrico quimioluminescente
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA) com um coeficiente intra-ensaio de

variagao de menos de 3,5%

Clamp hiperglicémico

A secrecdo de insulina pelas células B foi avaliada pela técnica de clamp
hiperglicémico proposta por DeFronzo [108]. Esta técnica, padrdao-ouro para a
avaliagcao da secregao de insulina, consiste na infusdo intravenosa de glicose com o
objetivo de elevar a glicemia agudamente a um platé hiperglicémico fixo durante 3
horas.

Para a realizacdo do clamp, cada voluntario foi orientado a manter seus
padroes alimentares e de atividade fisica de costume. No dia do clamp, cada

voluntario compareceu ao laboratério as 7 horas, apds jejum noturno de 8 horas.

O voluntario foi pesado em balanga eletrdnica digital e posteriormente
conduzido ao leito permanecendo em decubito dorsal confortavel. Em seguida, séo
realizadas duas puncgdes venosas com cateter tipo venocan. A primeira em veia
antecubital, onde foram coletadas as amostras de sangue para a dosagem de glicose,
insulina e peptideo C. A segunda no antebrago, proximo ao cotovelo, onde foi
infundida solugédo glicosada a 25%; ambas se mantendo pérvias com solugao
fisiolégica continua a 0,9%. A m&o onde foi puncionada a veia antecubital permaneceu
envolta por uma manta térmica aquecida a aproximadamente 40°C para arterializagao
do sangue venoso.

Por 30 minutos, antes do inicio da infusao de glicose a 25%, foram colhidas
trés amostras basais, a cada 15 minutos, para dosagem da glicose, insulina e peptideo
C plasmaticos. A infusao de glicose foi dividida em duas fases: “primeira dose”, que
compreende uma quantidade suficiente de glicose para elevar a glicemia ao platé
desejado e a “dose de manutencéo” que é calculada a cada intervalo de 5 minutos ao
longo do teste. A primeira dose sera infundida em bolus, sendo a quantidade de
glicose baseada no peso corporal e na glicemia inicial de cada individuo, para eleva-

la agudamente a 180 mg/dL, segundo a férmula:
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Bolus inicial de glicose (mL) = 2 x Peso (kg) x 1,5 x [180 (mg/dL)
- glicemia inicial (mg/dL)]1000

Imediatamente apds essa infusdo, a glicemia de 180 mg/dL devera ser
mantida por trés horas por meio de infusdo variavel de glicose, com bomba de infusao.
As quantidades infundidas serdo baseadas através de calculos derivados dos
resultados das medidas de glicemia dosadas a intervalos de 5 minutos no
equipamento Glucose Analyser em amostras de 1 mL.

O valor glicEmico médio nas ultimas duas horas do clamp (60 a 180
minutos) e o seu coeficiente de variagdo (CV) expressardao a qualidade do
experimento, isto €, atingir e manter a glicemia em 180 mg/dL durante aquele periodo
de tempo.

Nos primeiros dez minutos do clamp, serao coletadas amostras de sangue
a cada 2,5 minutos, e depois a cada 5 minutos. Em todas as amostras, sera dosada
glicose. A insulina e o peptideo C serédo igualmente quantificados durante os vinte
minutos iniciais do clamp e, depois, até o final do estudo, a cada vinte minutos.

A secrecao de insulina sera avaliada pelo modelo de cinética do peptideo
C padronizado por Van Cauter e col. [109], o qual considera as seguintes variaveis de
ajuste: sexo, idade, grau de obesidade e nivel de tolerancia a glicose. A primeira fase
de secregao sera avaliada pelas dosagens realizadas nos primeiros 10 minutos. Para
a segunda fase, serdo computadas as dosagens realizadas na ultima hora do clamp
hiperglicémico, quando as concentragbes de insulina e peptideo C estiverem mais
constantes, de acordo com o platd hiperglicémico.

A sensibilidade a insulina sera calculada pelo indice de sensibilidade a
insulina (ISI), dividindo a média da taxa de infusdo de glicose durante a ultima hora do
clamp menos a excregao urinaria de glicose ocasional, pela média da concentragéo
da insulinemia durante o mesmo periodo. Sob condi¢des de equilibrio hiperglicémico,
a taxa de glicose infundida (GIR) fornece uma estimativa da quantidade de glicose
metabolizada pelos tecidos, uma vez que a produgdo enddégena de glicose esta
suprimida. Esse valor, dividido pela resposta insulinémica plasmatica (segunda fase
de secrecao de insulina) proporciona uma estimativa da sensibilidade tecidual a

insulina endoégena secretada pelo pancreas.
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Em relacdo a avaliagdo da fungao das células 3 pancreaticas, a analise
sera dividida entre as medi¢gdes da insulinemia pés-hepatica e da insulinemia pré-
hepatica (ou insulin secretion rate - ISR), esta obtida através da modelagem
matematica pela deconvolugao do peptideo-C. As insulinemias serédo calculadas a
partir da area sobre a curva (AUC) tragadas a partir das dosagens séricas realizadas
durante o clamp. As avaliagdes considerardo a primeira fase isoladamente e
posteriormente a insulinemia durante todo o experimento.

Com os dados de insulinemia pré e pds hepatica, € possivel estimar a
propor¢ao de insulina que é depurada pelo figado.

Por fim, outro indice importantissimo na analise dos mecanismos de
adaptacao para manutencgao da euglicemia € o Disposition Index (DI), obtido com a
multiplicagdo da insulinemia (no nosso caso utilizaremos a pré e pds-hepatica) pelo
indice de sensibilidade a insulina. Este dado fornece a informagao da quantidade de

insulina disponibilizada na circulagao para atender a demanda dos tecidos-alvo.

Analise Estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade dos
dados. Os dados sdo apresentados como média = desvio padrao ou mediana
(percentis 25 a 75). O teste t de Student e o teste de Mann-Whitney foram utilizados
para comparar grupos independentes de acordo com a normalidade das variaveis. O
método de correlagdo de Spearman foi utilizado em analises de regressao linear nao
paramétricas. Estimativa por curva hiperbdlica foi empregada para avaliar a relagao
entre sensibilidade a insulina, insulinemia pds hepatica na primeira fase de secregao
e taxa de secrecdo de insulina na primeira fase do clamp. A area sobre a curva foi
estimada através da regra trapezoidal. Todas as analises estatisticas foram realizadas

no IBM SPSS versao 24.0. Um valor de P <0,05 foi considerado significativo.
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A dosagem da insulinemia € uma metodologia ainda utilizada em muitos
estudos para avaliacido da secregao pancreatica desse horménio. Nao obstante, a
concentragao periférica de insulina ndo é capaz de proporcionar essa informacao de
forma fiel e adequada. Isso € verdade devido ao fato da insulina sofrer uma depuracao
hepatica, o chamado efeito de primeira passagem em torno de 50%, isto é, cerca de
metade da secreg¢do de insulina n&do atinge o sangue periférico. Além disso, a
depuracéao da insulina, da qual a extracao hepatica € um determinante principal, sofrer
variacbes em diferentes condicbes metabdlicas [110]. Portanto, as diferencas na
insulinemia fruto de dosagens em sangue periférico podem ndo apenas ser resultado
das diferengas na secrecéo de insulina, mas também na depuracao da insulina [111,
112]. Importante pontuar que o perfil de concentracdo de insulina observado no
sangue periférico € praticamente proporcional ao da secre¢ao de insulina, pois a
farmacocinética da insulina é rapida. A rapida liberacao de insulina, como a observada
na secrecdo da primeira fase, € nitidamente refletida na concentracdo de insulina.
Para mitigar o problema da depuragdo nao constante da insulina, e consequentes
falsas interpretacdes decorrentes desse fendbmeno, uma metodologia alternativa
baseada na dosagem do peptideo C foi desenvolvida na década de 80 do século
passado [113]. O peptideo C é secretado de forma equimolar com a insulina,
praticamente nao sofre extracdo e tem cinética linear e razoavelmente constante.
Assim, a concentracado do peptideo C reflete mais precisamente a real secreg¢ao de
insulina pancreatica (secregao pré-hepatica), embora sua meia-vida e cinética sejam
bem diferentes em relacdo a insulina. Para resolver essa questdo, um método
matematico, chamado deconvolucéao, € utilizado para se obter a secrecao de insulina
pré pancreatica (também denominada insulin secretion rate — ISR) a partir da
concentragdo do peptideo C. [113]. Para o sucesso da deconvolucdo, a cinética do
peptideo C tem de ser bem conhecida. O estudo pioneiro de Eaton et al. [114],
corroborado por estudos posteriores, a cinética do peptideo C foi descrita por meio de
experimento utilizando-se de injecdo em bolus de peptideo C biossintético nos
individuos voluntarios. O aprimoramento nos calculos da deconvolugao [109], tornou
possivel a ampla aplicagdo da metodologia de deconvolugado do peptideo C e é até
hoje um dos métodos mais empregados para obtengdo acurada da secregéo de
insulina. A deconvolugdo do peptideo C permanece, infelizmente, uma abordagem
bastante especializada, pois necessita de pesquisadores com expertise nesse tipo de

calculo e softwares especializados.
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RESULTADOS

Antropometria e Composicao Corporal

As caracteristicas clinicas dos participantes do estudo sdo mostradas na
Tabela 2. Considerando o grupo total de individuos estudados em 51 participantes (33
mulheres e 18 homens), eles apresentaram uma idade média (desvio padrao) de 24
(3,6) anos, IMC de 24,6 (4,9) kg/m?, glicemia de jejum de 86,6 (6,3) mg/dL e
hemoglobina glicada de 5,1% (0,3%). Os pacientes com HAC D210H (20 mulheres e
10 homens) eram um pouco mais velhos que os controles (13 mulheres e 8 homens)
mas com IMCs semelhantes. Comparagdes entre os grupos estdo na tabela 2. O
subgrupo com a forma virilizante simples tem um IMC um pouco maior, mas
significativo, em relagdo ao subgrupo com a forma perdedora de sal (p=0,035).
Ademais, os homens pertencentes ao grupo HAC tem uma quantidade total de
gordura maior comparado ao grupo controle. Em relagdo a distribuicdo de gordura
corporal, o grupo CAH e controle tem as mesmas circunferéncias de quadril, mas o
subgrupo com a forma virilizante simples tem circunferéncia de cintura maior em
relagédo aos com a forma perdedora de sal (p=0,016).

Apds ajustes no grupo de pacientes de modo a nao haver diferenca
estatisticamente significativa em relagao a idade, nao houve alteragdo nos resultados

dos achados. Assim manteve-se o grupo originalmente estudado.
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Ultrassonografia convencional ndo detectou esteatose

hepatica em nenhum dos participantes

Os parametros bioquimicos foram na maioria das vezes
semelhantes entre os grupos de pacientes e controles, com excegao dos
niveis de HbA1c e aspartato aminotransferase, que foram ligeiramente
maiores nos pacientes com HAC do que nos controles (P = 0,033 e P =
0,016; respectivamente), mas os dados estavam na faixa da normalidade.
Os niveis de pressao arterial sistdlica e diastolica foram reduzidos no grupo
CAH-SW em comparagao com o grupo CAH-SV (P = 0,021 e P = 0,004,
respectivamente).

Apds a realizagao de ultrassonografia em todos os participantes
do estudo, ndo se evidenciou sinal ultrassonografico de infiltragao

gordurosa hepatica em nenhum exame.

Clamp hiperinsulinémico

As concentragdes de glicose, insulina e peptideo C durante o
teste de clamp hiperglicémico sao ilustradas na Fig. 1A-1C. As metas de
glicemia foram atingidas e mantidas em ambos os grupos durante o clamp
de 180 minutos, e a area sobre a curva para a glicose (AUCgy) foi
semelhante entre os grupos CAH e controle (P = 0,295). Ao longo do clamp,
as concentracodes periféricas de insulina foram maiores em individuos com
HAC (P = 0,012), e AUCinsuiina também foi maior no grupo HAC (P = 0,019)
durante os primeiros 10 minutos (primeira fase). No entanto, a
concentragéo periférica do peptideo C (AUCpeptideoc) SO foi maior no grupo
CAH na primeira fase do teste de clamp (P = 0,022) (Fig. 1).
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Figura 5 — (A) Glicemia, (B) Insulinemia, e (C) Peptideo C sérico durante o
clamp hiperglicémico de 180 minutos nos grupos HAC () e Controles (-). A
area sob a curva (AUC+somin) para glicose e peptideo C foram semelhantes
entre os grupos. (p=0.884 e p=0.754, respectivamente). A area sobre a curva
para insulina foi maior para o grupo HAC em comparagdo aos controles
(p=0.012).
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Sensibilidade a insulina

O indice de sensibilidade a insulina com base no clamp
hiperglicémico foi reduzido no grupo HAC em comparagéo com os controles
(17,2[12,2] vs 8,2 [5,3] mg kg~ ' min~"/ yU mL, respectivamente, P = 0,005)
(Tabela 3). O indice HOMA-IR também confirmou maior resisténcia a
insulina no grupo HAC (P = 0,032). Considerando o quintil mais baixo para
ISI no grupo controle para definir o limiar de resisténcia a insulina, 40% dos
pacientes com HAC foram considerados resistentes a insulina.
Curiosamente, usando o limiar validado do HOMA-IR de > 2,7 para o
diagndstico de resisténcia a insulina na populagdo brasileira [115],
exatamente os mesmos 40% dos pacientes com HAC foram classificados
como resistentes a insulina. Em outras palavras, encontramos 2 vezes mais

pacientes com resisténcia a insulina no grupo HAC.
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Controle (n=21) HAC (n=30) p
Sensibilidade a Insulina
HOMA-IR 1.52 (1.21) 2.37 (1.18) 0.032
IS (mg.kg".min""/uU.ml) 17.2 (12.2) 8.2 (5.3) 0.005
Insulinemia p6s hepatica
Insulinemia primeira fase (ug/ml) 232 (220) 393 (216) 0.025
Insulinemia Total (ug/ml) 328 (295) 534 (256) 0.024
DI (Insulinemia 12 fase X IS) 2314 (989) 2529 (1252) 0.556
Insulinemia pré hepatica
(fungao células beta)
ISR 12 fase (ug/ml) 832 (752) 816 (304) 0.929
ISR total (ug/ml) 12676 (7305) 12705 (6143) 0.989
Dlisusr (ISR 12 fase X IS) 9869 (6098) 6167 (3271) 0.028
Dliotaisr (ISR total X IS) 165135 (98241) 90817 (5843) 0.007
Clearance Hepatico
Clearance Hepatico de Insulina (%) 61.7 (19.1) 43.5 (14.4) 0.002

Tabela 3 — Sensibilidade a Insulina, Secregdo de Insulina, Fungdo das células beta e
Clearance Hepatico de Insulina. Comparagéo entre os grupos HAC e controle.

Dados expressos como média (desvio padrdo). HAC: Hiperplasia Adrenal Congénita; HOMA-
IR: indice HOMA para resisténcia a insulina; IS: indice de Sensibilidade da Insulina; DI:
Disposition Index baseado na insulinemia pos hepatica da primeira fase de secregao; ISR:
Taxa de Secregéo de Insulina; Dlisusr: Disposition Index baseado na insulinemia pré hepatica
da primeira fase de secregéo; Dlwtaisr: Disposition Index baseado na insulinemia pré hepatica

durante todo o clamp (180 min).



Clearance Hepatico de Insulina

Parémetros Controle (n=30) HAC (n=21)

r p r P
IMC -0.376 0.102 -0.444 0.057
Circunferéncia da cintura - 0.265 0.273 -0.719 0.004
Massa Gorda - 0.083 0.729 - 0.521 0.039
HOMA-IR -0.916 <0.001 - 0.505 0.027
IS 0.880 <0.001 0.759 <0.001
AUCnsuiina - 0.757 <0.001 -0.677 0.001
AUCisr - 0.620 0.004 -0.512 0.025
Dlisrtotal (ISRtotal X 1S) 0.863 <0.001 0.713 0.001
Dose Hidrocortisona* - 0.654 0.002

Tabela 4 — Correlagbes de Spearman entre o clearance hepatico de insulina e
parametros antropométricos e metabdlicos. HOMA-IR: indice de HOMA para
resisténcia a insulina (calculado como [insulinemia de jejum (uU/l) X glicemia
de jejum (mg/dl)/405]); IS (indice de sensibilidade a insulina); AUCinsuiin (area

sobre a curva de insulina); AUCisr (area sobre a curva da taxa de secregao de

insulina); DI (disposition index). * dose equivalente de hidrocortisona.
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Adaptacao ao aumento da resisténcia a insulina:

relacdo da sensibilidade a insulina com respostas de células

beta e depuracao de insulina

Em condigdes normais, a secrecao de insulina e a sensibilidade
a insulina apresentam uma relacdo hiperbdlica, em que a secreg¢ao de
insulina mostra um aumento compensatério quando a sensibilidade a
insulina é reduzida [116]. Na Fig. 2, uma relagéo hiperbdlica € observada
entre a insulinemia de primeira fase pds-hepatica e I1SI sem ajuste para
modelagem de peptideo C (DI) (Fig. 2A), onde o DI foi semelhante entre
controles e pacientes com HAC (P = 0,556). Uma relagao hiperbdlica entre
ISR e ISI também foi observada usando a primeira fase ou o ISR total como
uma medida da fungdo das células beta (Fig. 2B), mas os Dls
correspondentes (Dlisusr € Dlwotaisr) foram claramente diferentes entre os

grupos (P = 0,028 e P = 0,007, respectivamente).
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Figura 6 — (A) Relacdo hiperbdlica entre a secrecdo de insulina (baseada na insulinemia pos
hepatica durante a primeira fase de secrecdo) e o indice e sensibilidade a insulina (ISI), ambos
derivados do clamp hiperglicémico, para o grupo controle (r=0.86; p<0.001) e para o grupo
HAC (r=0.61; p=0.039). Essa relacdo sugere uma resposta adaptativa para a redugdo da
sensibilidade a insulina com uma hiperinsulinemia compensatdria, sem haver distingdo entre a
contribuicao das células B pancreaticas com aumento da secrecao de insulina (insulinemia pré-
hepatica) ou uma diminui¢ao do clearance hepatico da insulina. (B) Utilizando-se a modelagem
estatistica baseada na cinética do peptideo C, a fungdo da célula 8 (insulinemia pré-hepatica
ISR1st) foi calculada. ISR e ISI também apresentam uma ralagao hiperbolica entre o grupo
controle (r=0.85; p=0.009) e o grupo HAC (1=0.56; p=0.036). (C) Essa relagdo sugere uma
resposta adaptativa para a reducdo da sensibilidade a insulina e redugdo da fun¢do da células
beta por uma menor depuragdo hepatica da insulina. O resultado individual de cada individuo
esta representado pelos pontos pequenos € a média pra cada grupo foi representada pelos
simbolos maiores.
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Relacdes entre depuracido de insulina hepatica e

sensibilidade a insulina, hiperinsulinemia, funcao das células

beta e adiposidade

A depuracgao de insulina hepatica foi reduzida entre os pacientes
com HAC em 43,5 £ 14,4% vs 61,7 £ 19,1% no grupo controle (P = 0,002)
(Fig. 2C). As relagcbes entre a depuracdo de insulina hepatica e os
parametros antropométricos e metabdlicos sdo apresentadas na Tabela 4.
Em ambos os grupos, a depuragao de insulina hepatica se correlacionou
significativamente com a sensibilidade a insulina, conforme mostrado pelo
HOMA-IR (P <0,001 para controles e P = 0,027 para CAH), e por ISI durante
o clamp hiperglicémico (P <0,001 para ambos os grupos). Além disso, em
ambos o0s grupos, a depuragdo da insulina hepatica correlacionou-se
inversamente com a secreg¢ao de insulina pos e pré-hepatica (AUCinsuiina €
AUCisr, que representam hiperinsulinemia e fungdo das células beta,
respetivamente). Em relacdo a antropometria, a depuragcédo de insulina
hepatica se correlacionou positivamente com a massa gorda (P = 0,004) e
circunferéncia da cintura (P = 0,039) apenas no grupo HAC. Além disso, a
depuracgao de insulina hepatica correlacionou-se positivamente com a dose

equivalente de hidrocortisona de GCs.

Hormonios

Os horménios sexuais e adrenais sao mostrados na Tabela 5.
Os pacientes com HAC e controles exibiram perfis semelhantes em relacéo
ao horménio luteinizante, horménio foliculo-estimulante, testosterona total
e estradiol. Por outro lado, a testosterona livre e o estradiol livre foram

ambos reduzidos em homens com HAC em comparacédo aos homens do
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grupo controle (P = 0,040 e P = 0,030, respectivamente). Como esperado,
a 17-hidroxiprogesterona foi maior no grupo CAH (P = 0,03). Além disso,
androstenediona e o ACTH foram semelhantes entre os grupos, indicando
a adequacéao do tratamento atual para HAC. Por outro lado, a renina foi
maior nos pacientes com HAC do que nos controles (P = 0,029), sugerindo
tratamento insuficiente com mineralocorticoide entre os pacientes com
HAC.



Controle (n=21) HAC (n=30) p
Hormonios
ACTH (pg/mL) 22.5(20.0-47.4) 25.4(12.7-67.9) .874
Androstenediona (ng/mL) 1.59 (1.26-2.51)  1.45(0.70-2.63) .329

Testosterona Livre (pg/mL)
feminino  1.01(0.85-1.17) 0.66 (0.31-1.15)  .062
masculino 17.76 (17.05-18.90)  13.43 (8.90-16.79) .019
Testosterona Total (ng/mL)
feminino  0.23 (0.13-0.32)  0.09 (0.03-0.32) .218
masculino 6.42 (5.75-7.18)  5.23 (3.07-6.04) .040
Estradiol (pg/mL)
feminino  33.1 (5.0-70.4) 45.1 (5.0-80.7) .655

masculino 33.8 (30.6-40.3) 23.0 (21.2-30.1) .030
17-OH Progesterona (ng/mL) 0.89 (0.44-1.77) 7.40(0.81-28.1) .003
FSH (muUl/dL) 3.68 (1.75-7.28)  3.67 (2.42-6.23) .714
LH (mUl/dL) 519 (1.51-6.73) 4.39(2.73-7.22) .917
Renina (pg/mL) 18.0 (7.0-34.5) 28.5(18.7-50.2)  .029

Tabela 5 — Horménios nos grupos HAC e Controle. Valores apresentados
como média (interquartis). Valores de referéncia: ACTH (< 46 pg/mL),
Androstenediona (Masc: 0.7-3.6 ng/mL, Fem: 0.3-3.5 ng/mL), Testosterona
Livre (Masc: 8.7-50 pg/mL, Fem: sem contraceptivos: 0.45-3.2 ng/mL, em uso
de contraceptivos: 0.25-1.00 ng/mL), Testosterona Total (Masc: 2.49-8.36
ng/mL, Fem: 0.08-0.48 ng/mL), Estradiol (Masc: 7.6-42.6 pg/mL, Fem: fase
folicular: 12.5-166 pg/mL, fase ovulatéria: 85.8-498 pg/mL, fase lutea: 43.8-211
pg/mL), 17-OH Progesterona (Masc: 0.63-2.15 ng/mL, Fem: fase folicular:
0.21-1.50 ng/mL, fase lutea: 0.25-3.0 ng/mL, em uso de contraceptivo: 0.25-
1.0 ng/mL), FSH (Masc: 1.5-12.4 mUl/mL, Fem: fase folicular. 3.5-12.5
muUl/mL, fase ovulatéria: 4.7-21.5 mUI/mL, fase latea: 1.7—7.7 mUl/mL),
LH (Masc: 1.7-8.6 mUIl/mL, Fem: fase folicular: 2.4-12.6 muUl/mL, fase
ovulatoria: 14.0-95.6 mUI/mL, fase latea: 1.0-11.4 mUI/mL), Renina: (2.7-16.5
pg/mL).
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DISCUSSAO

O presente estudo € o maior até o momento envolvendo
pacientes com HAC-D210H em que a resisténcia a insulina, funcao de
células beta e depuracéo de insulina hepatica foram medidos usando um
teste de clamp hiperglicémico associado com o modelo matematico de
deconvolucao do peptideo C. Como esperado, encontramos resisténcia a
insulina (RI) significativa e hiperinsulinemia compensatoria entre pacientes
euglicémicos com HAC- D210H. Trés aspectos novos, entretanto,
emergem dos dados presentes. Em primeiro lugar, a Rl esta presente em
uma populagdo ndo obesa de 21-DOH, sem componentes alterados da
sindrome metabdlica. Em segundo lugar, a secrecdo de insulina
surpreendentemente ndo aumentou, uma vez que a hiperinsulinemia em
estados de Rl € comumente resultado do aumento da funcéo das células
beta. Terceiro, a reducdo da depuragcdao de insulina hepatica foi
primariamente responsavel pela hiperinsulinemia compensatéria e
consequente tolerancia normal a glicose dos pacientes com 21-DOH.

O IS derivado do clamp foi 50% menor no grupo CAH. IR
também foi medido pelo indice HOMA [117], e 40% dos pacientes com HAC
apre- sentaram Rl considerando o limiar de HOMA-IR> 2,7, conforme
validado previamente em nossa populacao [115]. Um estudo avaliou Rl em
12 pacientes ndo obesos com HAC usando o teste de clamp
hiperinsulinémico euglicémico e mostrou uma IS reduzida em comparagao
com individuos de controle (0,35 + 0,16 vs 0,56 + 0,30 mmol / kg por minuto
(mU /L), P =0,03) [103]. Nesse estudo, a fungéo das células beta nao foi
avaliada. Um outro estudo recém publicado, aplicou o clamp euglicémico
hiperinsulinémico em individios com a forma nao classica da hiperplasia
adrenal congénita, com resultados semelhantes ao anterior [104].

O GC pode prejudicar a fungao das células beta [118, 119, 120],
e a acao cronica de GCs exogenos resulta em aumento da Rl e bloqueio
parcial da fungdo das células beta em modelos animais [118]. No entanto,

o estudo de Speiser et al. mostraram aumento da fungao das células beta
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usando um teste de tolerdncia a glicose intravenosa (IVGTT) entre
pacientes com HAC néo classica [121], embora os autores presumissem
que o DI (uma avaliagédo razoavel da funcionalidade das células beta) era
semelhante ao de individuos normais. A principal razao para esse achado
€ que os autores consideraram apenas a insulina pés-hepatica para seus
calculos. Em nosso estudo, a primeira impressao foi a mesma de Speiser
et al. [121], pois poderiamos calcular um DI levando ao mesmo resultado
daquele estudo, mostrando uma funcdo aumentada da célula beta mal
interpretada ao considerar o produto entre a insulina de primeira fase pos-
hepatica apds a carga de glicose e ISI (Fig. 2A). No entanto, apés a
normalizagdo para o modelo matematico de deconvolugao do peptideo C,
o DI baseado no ISR pré-hepatico na primeira fase foi definitivamente
reduzido em pacientes com HAC (Fig. 2B). No presente estudo, os
pacientes com HAC mostraram uma resposta a RIl, em que, ao invés das
células beta pancreaticas aumentarem a producgao de insulina, o aumento
da insulinemia ocorreu por uma diminuicdo da depuracao hepatica desse
hormdnio, um mecanismo que pode manter a toleradncia normal a glicose e
preservar a integridade das células beta do estresse relacionado a
compensacao para RI induzida por GC. Seria de se esperar que uma
pequena diminuigdo na depuracao de insulina hepatica tivesse um impacto
muito maior na distribuicdo periférica do que um aumento comparavel na
secrecao de insulina pré-hepatica [122]. Na verdade, observamos uma
reducao de 50% na sensibilidade a insulina que poderia ser compensada
por uma reducao de 33% no clearance de insulina. A depuragao da insulina
foi inversamente associada com as doses médias de GCs entre os
pacientes com D21-OH. A reducao da depuragao hepatica de insulina pode
ser a primeira linha de defesa contra a hiperglicemia em pacientes com
HAC. Uma explicagao alternativa para a sequéncia de eventos seria o
aumento da depuracao hepatica da insulina, compensando a reducao da
funcao das células beta.

O mecanismo adaptativo exato da depuragdo da insulina na
HAC ainda néao foi descrito [123]. A expressao de enzimas responsaveis
pela degradacgao da insulina hepatica pode ser reduzida em pacientes com

HAC, pois as enzimas que degradam a insulina (IDEs) sao downregulated
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ap6s a administracdo de GC em modelos animais [124,125,126]. A
degradagao da insulina hepatica ocorre logo apds a insulina ser ligada ao
seu receptor [122]. O complexo ligado ao receptor é internalizado em
endossomos através da endocitose. Em seguida, a insulina se dissocia do
receptor dentro da vesicula devido a acidificagdo do endossomo [122]. IDEs
sdo responsaveis pelo processo de degradagéao da insulina pds-ligagéo que
precede a acidificagao. A enzima CEACAM-1 (molécula 1 de adesao celular
relacionada ao antigeno carcinoembrionario da glicoproteina) é altamente
expressa nos hepatécitos [122] e aumenta a taxa de captagcdo do complexo
receptor de insulina [122]. CEACAM-1, assim como as IDEs, podem ser
reduzidas ou inativadas em individuos afetados por HAC usando doses
suprafisiolégicas de GCs. CEACAM-1 também é reduzido em individuos
com obesidade e naqueles com doenga hepatica gordurosa [122]. Além
disso, a supressao ou inativagdo seletiva de IDEs no figado tem sido
considerada um potencial tratamento anti-hiperglicémico em situagdes de
secregao prejudicada de insulina [127]. Recentemente, foi demonstrado
que a reducgao da depuragao da insulina e da atividade IDE contribuem para
a hiperinsulinemia em afro-americanos [128]. No entanto, um estudo
recente em camundongos knockout IDE especificos do figado mostrou que
a IDE é improvavel um fator limitante da taxa de controle da depuragao de
insulina pelo figado [129]. Juntos, esses dados sugerem que a inativagéao
de IDE por exposic¢ao crénica a GC é um plausivel mecanismo subjacente
a reducao adaptativa da depuracao hepatica de insulina para aumentar a
resisténcia a insulina na HAC, contribuindo finalmente para a manutengao
da tolerancia normal a glicose.

O GC pode prejudicar a produgédo do peptideo semelhante ao
glucagon (GLP) -1, contribuindo para a redugéo da fungao das células beta
na HAC [119]. Por outro lado, o GLP-1 endégeno aumenta a depuragao de
insulina hepatica [130]. Tomados em conjunto, esses resultados sugerem
que a supressao de GLP-1 induzida por GC pode ser contrabalancada pela

reducao da depuragao de insulina induzida por GLP-1 suprimido.
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Limitacdes do estudo

As limitagdes do estudo estao relacionadas ao pequeno niumero
de pacientes adultos jovens incluidos, a avaliagéo indireta do clearance de
insulina hepatica e a falta de avaliacdo da produgéo de glicose hepatica e
incretinas. Além disso, usamos o teste de clamp hiperglicémico para
quantificar simultaneamente a fungao das células beta e a sensibilidade a
insulina, mas essa abordagem nao explorou as diferengas nas respostas
especificas do tecido a insulina. Houve diferengca numericamente pequena,
mas significativa na idade entre os grupos. Acreditamos que essa diferenga

de 2,4 anos na média de idade nao influenciou os resultados do estudo.

CONCLUSAO

Em conclusao, o duplo papel adaptativo do pancreas e do figado
na modulagao das concentracdes sistémicas de insulina para compensar a
RI, conforme observado na obesidade, envelhecimento e outras condicoes,
€ substituido por um unico mecanismo no figado entre os pacientes com
D21-OH. Uma adaptacao exclusiva do figado atua como um mecanismo de
passagem para regular o acesso da insulina a outros tecidos sensiveis a
insulina. Embora o curso de tempo e a durabilidade desse fenbmeno em
pacientes com HAC permane¢cam desconhecidos, parece que essa
compensacao nao é estatica. Portanto, se os pacientes ganharem peso, o
que piora sua RIl, a reducdo da depuracido de insulina compensando a
disfuncdo das células beta pode nao ser suficiente e o DM2 pode se
desenvolver. Assim, evitar o0 ganho de peso parece ser o principal objetivo

dos pacientes com D210H.
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Apresentacao do Projeto:

A deficiéncia da enzima 21-hidroxilase (D210H) é a forma mais comum da hiperplasia adrenal congénita
(HAC), responsavel por mais de 90% dos casos da forma classica da doenga. Com a melhora do
diagnostico e a introducédo do tratamento com a reposicéo de corticoides, houve aumento importante na
sobrevida destes pacientes. No entanto, os estudos sobre os efeitos em longo prazo desse tratamento, em
especial do ponto de vista cardiometabdlico, ainda sdo escassos e, em parte, controversos. Portanto, o
objetivo deste estudo sera avaliar o risco cardiometabdlico, incluindo a sensibilidade a insulina por meio do
clamp hiperglicémico, de pacientes com a forma classica da HAC-D210OH em relagdo a um grupo controle
pareado por idade, sexo e IMC. Também sera verificada a associacdo dos fatores de risco presentes na
sindrome metabdlica em pacientes com HAC-D210H com idade, sexo, genétipo, controle da doencga,
composicao corporal, nivel de atividade fisica, parametros laboratoriais séricos (leptina, adiponectina,
proteina C reativa e metanefrina livre), resiténcia a insulina, e espessura das camadas intima e média das
caro6tidas (EIMC). Seréo avaliados pacientes com idades acima de 18 anos, de ambos 0s sexos, com
diagnostico de HAC-D21H e acompanhados rotineiramente ha pelo menos dois anos em ambulatério. Para
a determinacéo do risco cardiometabolico, serdo realizadas as avaliagdes da composicédo corporal (IMC,
DXA, dobras cutaneas, bioimpedancia elétrica), do monitoramento da pressao arterial por 24 horas, de
parametros sanguineos (perfil lipidico, leptina, adiponectina, IL-6, IL-1B, proteina C reativa e metanefrinas
na urina e no soro, e o clamp hiperglicémico), da
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atividade fisica por questionario, da EIMC por ultrassonografia, e da clarimetria indireta. Na anélise dos
resultados serdo utilizados os testes estatisticos de comparacdo (Qui-quadrado, t de Student e Mann-
Whitney), além da regressao linear multipla, com p menor que 0,05.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar fatores de risco cardiometabédlicos em pacientes com a forma classica da
HACD210H e compara-los a um grupo controle.

Objetivos Secundérios: a) Avaliar o padrao de secrec¢éo de insulina por meio do clamp hiperglicémico em
relac@o a um grupo controle; b) Verificar a prevaléncia de cada fator de risco cardiometabélico em pacientes
com HAC-D210H e comparéa-los ao grupo controle. c)Verificar a presenga de sindrome metabdlica entre em
pacientes com HACD210H, de acordo com critérios estabelecidos na literatura e compara-los ao grupo
controle. d) Verificar a associagdo dos fatores de risco presentes na sindrome metabdlica em pacientes com
HACD210H com: - idade; sexo; genétipo; forma clinica da doenga; controle da doenga; composi¢éo corporal
(IMC, DXA, BIA e EDC); nivel de atividade fisica; leptina, adiponectina e proteina C reativa; metanefrina livre
plasmatica; resisténcia a insulina; e a EIMC. e) Estimar a taxa de metabolismo basal nos pacientes através

de calorimetria indireta.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Durante a realizagé@o do clamp existe chance de hipoglicemia apds o término do experimento. Esse
risco € baixissimo devido a presenca de médico experiente nesse tipo de procedimento, com tomada de
medidas preventivas - diminui¢do lenta da infusdo de glicose, almogo ao término do clamp e medidas de
glicemia capilar no periodo de observagédo ap6s o término do experimento. Existe também o risco de
equimoses nos locais de pungéo venosa, que também sdo pequenos, pela presenca no laboratério, de
Enfermeira experiente.

Beneficios: ndo ha beneficios diretos aos voluntarios da pesquisa.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O pesquisador respondeu a todas as pendéncias comentadas na primeira versao do projeto:

- Deixou claro quais as responsabilidade de cada autor do projeto (mestrando, orientador e co-orientador)
bem como sua finalidade(tese de mestrado);

- Submeteu ao CEP nova verséo do TCLE, incluindo outros métodos de avaliagéo clinica do voluntario e
endereco do CEP.

- O questinario internacional de atividade fisica a ser aplicado aos volunérios da pesquisa, questionario sécio
-econdmico, questionario sobre antecedentes familiares relacionados ao risco cardiovascular, bem como as
tabelas de coleta de dados foram apresentadas no corpo da nova versdo projeto de pesquisa completo.
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Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

- O pesquisador aprensentou a folha de rosto devidamente assinada;

- O pesquisador revisou o0 TCLE, adequando-o de forma satisfatoria;

- O pesquisador apresentou os questionarios que serdo aplicados aos voluntarios da pesquisa.

Recomendacodes:

1. Lembramos que o TCLE deve ser elaborado em duas vias, sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou
por seu representante legal e uma arquivada pelo pesquisador (resolugio 196/96 CNS/MS, artigo IV.2 ;d;).
2. Se o TCLE tiver mais de uma péagina, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, € 0
pesquisador responsavel deverao rubricar todas as folhas desse documento, apondo suas assinaturas na
Gltima pagina do referido termo (Carta Circular n°. 003/2011/CONEP/CNS).

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacbdes:
Aprovado ap6s resposta a pendéncias.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

Considerac6es Finais a critério do CEP:

CAMPINAS, 29 de Novembro de 2012

Assinador por:
Carlos Eduardo Steiner
(Coordenador)

Endereco: Rua Tessélia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Avaliagdo Cardiometabodlica e do Padrdao de Secrecao de

Células B Pancreaticas em Pacientes Portadores de Hiperplasia

Adrenal Congénita

O(A) Sr(a). esta sendo convidado(a) a fazer parte de um estudo
de pesquisa, conduzido pelo Dr. Daniel Minutti e outros pesquisadores.
Este termo de consentimento tem o objetivo de fornecer informacgdes
sobre o estudo que esta sendo proposto e sobre o0s possiveis riscos
relacionados.

Leia este termo de consentimento atentamente e, se tiver alguma
duvida, pega explicagbes ao médico ou a alguém da equipe do estudo.
Se concordar em participar do estudo e autorizar o uso e divulgagao das
informagdes obtidas durante 0 mesmo, assine a ultima pagina deste
termo de consentimento.

Enquanto participar deste estudo, vocé nao deve tomar parte em
outro projeto de pesquisa sem a aprovagao dos pesquisadores
envolvidos no estudo. Isso visa protegé-lo de possiveis problemas para
sua saude causados, por exemplo, pela interagdo de drogas usadas em

pesquisas simultaneas.

Objetivo do estudo

O objetivo deste estudo € avaliar se existe um aumento na chance
de se desenvolver doengas cardiovasculares (enfarte do coracgao,
derrame cerebral) e o padrao de funcionamento das células do pancreas
que produzem insulina nos pacientes com Hiperplasia Adrenal
Congénita. Sua participagdo é muito importante, pois nos ajudara a
definir se é possivel tomar medidas precoces que possam evitar essas
doencas e esclarecer se existe alguma alteragdo no funcionamento do
pancreas que leve a um possivel aumento de chance de se desenvolver

diabetes no futuro. Os progressos no conhecimento da doenca e seus



tratamentos necessitam de estudos como este, pois métodos
alternativos existem e ja foram estudados. Entretanto, perguntas
importantes ainda permanecem sem respostas e esse trabalho pode

ajudar muito nesse processo.

Procedimentos do estudo

Vocé sera convidado a realizar o clamp hiperglicémico, um teste
realizado em um leito do nosso laboratério, supervisionado por um
meédico e auxiliado por uma enfermeira. Tem a duracido aproximada de
uma manha. Outros testes também serao realizados antes do inicio do
clamp.

Serao feitas algumas perguntas sobre a sua saude, condi¢ao de
vida e atividade fisica. Serao verificadas pressao arterial, peso, altura e
circunferéncia abdominal.

A medida da gordura corporal sera medida por 3 métodos, que
levarao no total aproximadamente 10 minutos. O primeiro método € o de
pregas cutaneas, em que sera medida a espessura do tecido gorduroso
com uma régua especial na panturrilha, brago, barriga e costas. O
segundo € a bioimpedancia, que colocarda um fio em cada mao e em
cada pé, conectados em um aparelho que produzird uma corrente
elétrica imperceptivel durante alguns segundos para realizar os calculos.
O terceiro e Ultimo método é o DEXA. E um aparelho parecido com um
Raio X, mas que nao produz radiacido. Ele possui um detector que
captara a radiacao produzida pelo seu organismo. Com isso, € capaz de
precisar os locais do corpo onde se deposita a gordura.

Em seguida, seréo feitas as medidas da espessura das artérias
carétidas com um ultrassom, localizadas no pescoco. Levara menos de
um minuto.

No inicio do procedimento principal, sera feita a aferigdo da sua
taxa de metabolismo com um aparelho denominado calorimetro. Vocé
devera inspirar e expirar através de um tubo entre 8 e 10 minutos, Esse
ar sera analisado por um sensor acoplado a um computador para a
realizacao do calculo.

Por fim, o clamp consiste em um teste em que sera infundida
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solugdo com glicose em uma veia, para que a taxa de agucar no sangue
se eleve, fazendo com que o pancreas produza insulina. O modo como
0 pancreas se comporta nessa situacao sera estudado, com a coleta de
sangue em intervalos regulares durante aproximadamente 3 horas.

Existe o risco de ocorrer hipoglicemia (baixa quantidade de agucar
no sangue) principalmente no final do teste. Essa chance é muito baixa,
ja que o médico responsavel € experiente nesse tipo de procedimento.
Outrorisco é a formagao de manchas roxas no local de coleta do sangue.
Como dispomos de enfermeira experiente, também ¢é baixa a
probabilidade de isso acontecer.

A primeira coleta de sangue do teste também servira para os
exames do préximo retorno no ambulatério e para as dosagens de
algumas substancias presentes no sangue que podem estar
relacionados com o que estamos estudando.

No final do exame, um almoco sera oferecido a vocé.

Na véspera da consulta de retorno, iremos solicitar uma coleta de
urina de 24 horas e medir a pressao arterial também por 24 horas, com um
aparelho portatil que ficara instalado em seu braco.

Dados relativos ao seu acompanhamento no Ambulatério serao

coletados do seu Prontuario Médico.

Confidencialidade e privacidade dos seus dados e identificagao
A equipe do estudo colhera informagdes suas como nome,
endereco, telefone de contato, data de nascimento, dados sobre sua saude
e histéria médica, além das informacdes verificadas durante o estudo. Ao
apresentar os resultados da pesquisa em congressos ou publicagdes, a

equipe nunca fara referéncia ao seu nome.

Posso me recusar a participar do estudo?
Sim. A sua participacao neste estudo é voluntaria. Se vocé decidir
nao participar, vocé nao tera nenhum prejuizo do seu atendimento e

tratamento médico aos quais tem direito.
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A qualquer momento vocé podera recusar-se a continuar
participando do estudo e também podera retirar este consentimento, sem

que isso traga qualquer penalidade ou prejuizo.

Como poderei tirar davidas a respeito do estudo?

Em caso de duvida entre em contato com os médicos que estao
conduzindo o estudo, no Ambulatério de Pediatria da Unicamp, as
segundas-feiras de manha e quintas — feiras o dia todo, ou pelo telefone
(19) 3521-7646 (Dr.Daniel Minutti ou Sofia Lemos). Se tiver duvidas sobre
seus direitos como participante do estudo, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP pelo telefone (19) 3521-8936, 3521-7187 ou e-mail
cep@fcm.unicamp.br, enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126 -
Caixa Postal 6111 13083-887, Campinas — SP.

NOS NAO PODEMOS E NAO GARANTIREMOS QUE VOCE
RECEBERA QUALQUER BENEFICIO DIRETO DESTE ESTUDO.

A SUA ASSINATURA, EM CADA PAGINA DESTE
DOCUMENTO, SIGNIFICA QUE: VOCE LEU E ENTENDEU AS
INFORMACOES ACIMA; VOCE DISCUTIU O ESTUDO COM O
INVESTIGADOR PRINCIPAL E/OU SUA EQUIPE; VOCE DECIDIU
PARTICIPAR DO ESTUDO COM BASE NAS INFORMACOES
FORNECIDAS; UMA COPIA DESTE CONSENTIMENTO FOI DADA A
VOCE.

Nome do voluntario:

Assinatura: Data [/

Assinatura do pesquisador responsavel:
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Abstract

Context: Congenital adrenal hyperplasia (CAH) patients have potential normal longevity.
However, a greater risk for cardiovascular disease has been reported. Insulin resistance
and hyperinsulinemia have been described in CAH patients, whereas the prevalence of
overt type 2 diabetes is not higher in CAH than in normal population.

Objective: To examine the contributions of insulin secretion and of hepatic insulin
clearance to compensatory hyperinsulinemia in young insulin-resistant adults with
classic CAH due to 21-hydroxylase deficiency (21-OHD).

Design: Cross-sectional.

Setting: University outpatient clinics.

Methods: Fifty-one participants: 21 controls, and 30 CAH (15 virilizing and 15 salt-wasting
phenotypes), female/male (33/18), age (mean [SD]): 24.0 (3.6) years, body mass index:
24.6 (4.9)kg/m? with normal glucose tolerance, were submitted to a hyperglycemic clamp
study.
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