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Haplétipos para o “cluster” C4/CYP21 na deficiéncia de 21-hidroxilase

Hiperplasia Congénita da Adrenal (HCA) pela deficiéncia da enzima
21-hidroxilase € uma doenca hereditdria comum que afeta a biossintese de esterdides na
adrenal. Aparentemente, a maioria das muta¢des causadoras de HCA resulta de
recombinacdes entre o gene CYP21, que codifica a enzima 21-hidroxilase normal, e o seu
pseudogene CYP2IP nd3o funcional, altamente homologo. CYP2] e CYP2IP estdo
localizados dentro do complexo principal de histocompatibilidade da classe III no
cromossomo 6p21.3, uma regido que apresenta altas taxas de recombinagdo. Tem sido
observado que em pequenas populacbes etnicamente homogéneas, existe um efeito
fundador associado a baixa variagdo dos hapldtipos CYP2] afetados. Considerando a
populagdo brasileira como etnicamente mista, foram analisados os haplétipos de
individuos afetados com HCA para determinar se um efeito fundador poderia estar
associado a heranca de HCA. Com este objetivo, foram analisados os eventos de
duplicacdo e delecdo na unidade CYP21/C4, microconversdes, RFLP de C4B e
polimorfismos intragénicos em CYP2I. Através de “Southern”, PCR-ASO e andlise de
restricdo. Deste modo, foram identificados 58 haplétipos em um total de 113
cromossomos afetados em um total de 230 cromossomos estudados, o que reflete o alto
grau de heterogeneidade da populagdo brasileira. Verificou-se que a maioria das
mutagdes recorrentes no gene CYP2] tem origens independentes € que todos os
polimorfismos usados para caracterizar os haplétipos estdo dentro do equilibrio esperado
de Hardy-Weinberg. Entretanto as mutacdes [172N e Q318X/R356W, Sp2 e V28IL
apresentaram uma freqiiéncia significativa de seus haplétipos, o que poderia indicar um

efeito do fundador na populagio estudada.
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Hapl6tipos para o “cluster” C4/CYP21 na deficiéncia de 21-hidroxilase

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) due to steroid 21-hydroxylase deficiency is
a common inherited defect of adrenal steroid hormone biosynthesis. Usually, the majority
of mutations causing CAH apparently result from recombinations between the CYP2]
gene encoding the 21-hydroxylase enzyme and the closely linked, highly homologous
pseudogene CYP2IP. CYP2] and CYP2IP are located within the major
histocompatibility complex class III on chromosome 6p21.3, a region that undergoes high
recombination rates. It has been observed that in small and ethnically homogeneous
populations, a founder effect was directly associated with low variation of defective
CYP21 haplotypes. Considering the Brazilian population as ethnically mixed, we
performed mutation-haplotype analyses to determine whether or not a founder effect
could be implicated in CAH heritage. For this purpose, we have used Southern, PCR-
ASO and restriction analyses, to evaluate duplication and deletion events on the
CYP21/C4 unit, microconversions, C4B RFLP, and single nucleotide polymorphisms in
the CYP2I. We have identified 58 different haplotypes in 113 affected chromosomes
from a total of 230 studied, which reflect the wide heterogeneity of the Brazilian
population. It was verified that the majority of the recurrent mutations on CYP2] is of
various independent origins and that all the polymorphisms used here to characterize the
haplotypes fall within the expected Hardy-Weinberg equilibrium. However, it was
observed high frequencies of certain haplotypes, particularly those containing the I172N
and Q318X/R356W, Sp2 and V281L mutations, which strongly indicate a founder effect

in the population studied.
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Haplétipos para o “cluster” C4/CYP2! na deficiéncia de 21-hidroxilase

1. Hiperplasia congénita da adrenal

Hiperplasia congénita da adrenal (HCA) é definida como um erro inato do
metabolismo dos esterdides adrenais causado pela deficiéncia de uma das cinco enzimas

necessarias para a conversdo do colesterol em cortisol (DeCrechio, 1865).

2. Cortex da adrenal

As glandulas supra-renais ou adrenais sdo formadas pela medula (menor
componente) e pelo cortex (80% da glindula). O cortex € dividido em trés zonas distintas:
a glomerular, mais externa, a fasciculada, mais interna e a reticular. No cortex adrenal é
produzido e secretado um grupo de hormoénios, denominados corticoesterdides, que sio
sintetizados a partir do colesterol. Os dois tipos principais de horménios sdo os
mineralocorticoides e os glicocorticoides. Além desses, s3o secretadas pequenas
quantidades de hormonios sexuais, especialmente horménios androgénicos. Esses
horménios, em certas anormalidades do cortex da adrenal podem ser secretados em
grandes quantidades resultando em efeitos masculinizantes (Miller, 1991a; Calliari, 1992;
New, 1998).

Os mineralocorticoides afetam especificamente os eletrolitos (sodio e potassio) dos
liquidos extracelulares, enquanto que os glicocorticides desempenham um papel
importante no controle da glicemia. A aldosterona, secretada pela zona glomerulosa do
cortex da adrenal, é o mineralocorticide mais potente e tem como atividade principal a
retencdo de sal (Klouda ez al., 1978; New, 1998). O cortisol secretado na zona fasciculada
¢ o principal glicocorticéide humano e quantitativamente o mais produzido (New et al.,
1989a; Calliari, 1992; White, 1994). Logo abaixo da zona fascicular, localiza-se a zona
reticular onde sdo secretados os androgenos (Calliari, 1992). Os andrégenos da adrenal,
principalmente a androstenediona e a testosterona, sio responsaveis pelo desenvolvimento
sexual normal e dos caracteres sexuais secundarios, como pélos pubicos nos homens e

axilares nas mulheres (New e Crawford, 1994; Miller e Morel, 1989).

"DeCRECCHIO, L., Sopra un caso di apparenze virili in una donna. Morgagni, 7: 151 (1865), apud
HELMBERG, A, 1993.



Haplétipos para o “cluster” C4/CYP21 na deficiéncia de 21-hidroxilase

A sintese do cortisol na zona fasciculada estd sob o controle do hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) produzido pela adeno-hipofise. Sua secregao ¢ controlada e
induzida pelo sistema nervoso central, através da agdo do horménio liberador de
corticotrofina (CRH), produzido pelo hipotalamo. Os niveis circulantes de cortisol
plasmatico, por sua vez, sdo responsaveis pelo controle do eixo hipotaldmico-hipofisario-
adrenal, regulando a produgdo do ACTH e CRH num processo chamado de retrocontrole
ou “feedback” negativo (figura 1A) (Gutai et al., 1977, White et al., 1987a; New e
Speiser, 1989; ; Calliari, 1992; New, 1995). Desta forma, altos niveis de cortisol no soro
inibem a liberagio de CRH e ACTH, enquanto baixos niveis tém atuagdo contraria
(Guyton, 1986; Calliari, 1992). Nos tipos de HCA, onde uma deficiéncia enzimatica causa
reducdo na sintese de cortisol, observa-se a secre¢do excessiva de ACTH e hiperplasia do
cortex supra-renal (figura 1B) (New e Speiser, 1989; Migeon e Donohoue, 1991; White e
New, 1992).

Normal HCA
|

: Hipnldl:lllln

Figura 1: Regulagdo da produgdo de cortisol através

Vol ) ) % do sistema de “feedback” negativo sobre o eixo

# fRa *L‘{H hipotalamo-hipofisario. A) Sob condigdes normais, o

cortisol produzido no cortex da adrenal inibe a

Bl A %% v, liberagdo dos horménios CRH e ACTH. B) Em

E *-"‘CT” ¥ T | individuos afetados por HCA, no ocorre a inibigdo

Cortx - Cortex do eixo hipotdlamo-hipofisario, superestimulando o
il abaed cortex da adrenal. Extraido de New ef al. (1989b).

Cortisol | e !
A L B LS

2.1. A esteroidogénese na adrenal

O passo limitante para a esteroidogénese ¢ o transporte do colesterol de reservas
citoplasmaticas para a mitocondria, onde o colesterol é clivado em pregnenolona pela
enzima colesterol 20,22-desmolase, conhecida como CYP11Al (figura 2). Esse
transporte ¢ mediado por uma proteina denominada StAR (“steroidogenesis acute
regulatory protein”), cuja sintese ¢ aumentada rapidamente pelo estimulo do ACTH. O

mecanismo pelo qual a StAR faz o transporte do colesterol atraves da membrana

3



Haplétipos para o “cluster” C4/CYP2! na deficiéncia de 2 1-hidroxilase

mitocondrial ainda ndo é conhecido (White et al., 1987b; Miller e Morel, 1989; Migeon e
Donohoue, 1991; White, 1994, Stocco e Clark, 1996, Stocco, 2000).

Mineralocorticdides Glicocorticoides Hormonios Sexuais
Colesterol |
2022 Desmolase _ _ :
\* = | 7a-hidroxilase 17.20-liase
—» | 170H-pregnenolona | ——» | DHEA
¢ 1 3p-hidroxi ﬁleréi-k%c&dc_%id_wgm;is;_

i Progesterona —“""" ‘ ]'-'OH-ngcslemrL] —— || AN
==

# 21-hidroxilase

' h 4 ¢
DOC |__1 1-desoxicortisol Testosterona
11p-hidroxilase
| Carticogierons DOC : desoxicorticosterona

¢ 18-hidroxilase DHEA: desidroepiandrosterona
4A-A ; 4A-androstenediona

‘ 1 SDI—I—Corticoslcrmﬂ

L 18-desidrogenase
| Aldosterona

Figura 2: Vias metabolicas dos mineralocorticoides e horménios sexuais produzidos no
cortex da adrenal, baseado em Calliari (1992).

A pregnenolona formada € um precursor comum dos esteroides produzidos na
adrenal (Chung e al., 1986; New e Speiser, 1989).

A pregnenolona ¢ desidrogenada na posicdo 3B pela 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase (3B-HSD) produzindo progesterona. Tanto a pregnenolona quanto a
progesterona so hidroxiladas na posi¢ao C-17c por uma enzima microssomal especifica,
a 17a-hidroxilase (CYP17), formando 17-hidroxipregnenolona e 17-hidroxiprogesterona
(17-OHP), respectivamente. A 17-hidroxipregnenolona, por a¢ao da 3B-HSD e
transformada em 17-OHP. No passo seguinte, a 17-OHP ¢ hidroxilada na posi¢do 21 por
outra enzima microssomal da familia do citocromo P450, a 21-hidroxilase (CYP21A2),
produzindo 11-desoxicortisol. Este composto € transportado de volta para a membrana
interna da mitocdndria, onde sofre hidroxilagio por uma quarta enzima da familia do
citocromo P450. a 11p-hidroxilase (CYP11B1), finalmente dando origem ao cortisol
(New e Speiser, 1989; Migeon e Donohoue, 1991; Huma ef al., 1995) (figura 2).
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O horménio mineralocorticoide aldosterona € sintetizado na zona glomerulosa do
cortex adrenal sob o controle do sistema renina-angiotensina, e de uma forma mais direta,
pelas altas concentragdes de potassio. A deple¢do corporea de sédio, a queda da pressdo
arterial renal e a perda aguda de volume e de eletrolitos estimulam o aparelho
justaglomerular a produzir renina. Este, por sua vez, incrementa a produgdo de
angiotensina, um potente ativador das células da glomerular produtora de aldosterona. Na
via sintética da aldosterona n3o ha a acdo da 17c-hidroxilase sobre a progesterona uma
vez que esta enzima ndo € produzida na zona glomerulosa. A progesterona €
sucessivamente hidroxilada nos carbonos 21, 11f e 18, formando respectivamente
desoxicorticosterona, corticosterona e 18-hidroxicorticosterona, utilizando as enzimas
CYP21A2 e CYP11B2. A posterior oxidagdo da 18-hidroxicorticosterona pela enzima
CYP11B2 origina aldosterona (Miller e Morel, 1989; New ef al., 1989a; White, 1994).

Na via dos androgenos, a pregnenolona é sucessivamente metabolizada em
17-hidroxipregnenolona e desidroepiandrosterona (DHEA) pela 17c-hidroxilase/17,20-
liase. O androgeno DHEA da origem a delta-4-androstenediona (A4), pela a¢@o da enzima
3B-HSD, que ¢ reduzida a testosterona pela enzima 17-cetoesterdide redutase (Zuber et

al., 1986; New e Speiser, 1989; Huma et al., 1995) (figura 2).

3. Deficiéncia da 21-hidroxilase

A deficiéncia da 21-hidroxilase € a forma mais comum de HCA, sendo responsavel
por aproximadamente 90% dos casos (White ef al., 1987b; Miller e Levine, 1987, New et

al., 1989b). A deficiéncia das enzimas CYP11B1, CYP17 e 3B-HSD também sdo

relatadas como causadoras de HCA, porém em uma freqiiéncia menor que 10% (Calliar,
1992; White, 1994).

Na deficiéncia da 21-hidroxilase, 17-OHP ndo é convertida em 11-desoxicortisol,
tornando ineficiente a sintese do cortisol. Em conseqii€ncia, ha perda do “feedback”
negativo, resultando em elevados niveis de ACTH, levando a super produg@o e acumulo
dos compostos que antecedem o bloqueio: progesterona na via dos mineralocorticoides e

17-OHP na via dos glicocorticéides. Como conseqiiéncia, ocorre um desvio da sintese

5



Haplétipos para o “cluster” C4/CYP2I na deficiéncia de 21-hidroxilase

para o sentido de uma maior secregdo dos androgenos DHEA e A4 (este considerado um
androgeno de atividade moderada), sendo este ultimo convertido em testosterona em
niveis muito acima do normal (White ef al., 1987a, Miller e Morel, 1989; Migeon e
Donohoue, 1991; Calliari, 1992).

A caracteristica clinica marcante da deficiéncia da 21-hidroxilase € a virilizagao.
No momento em que o cortex adrenal d4 inicio 4 sua fungdo, por volta do 3° més de
gestacdo, o feto fica exposto a niveis androgénicos aumentados, coincidindo com a fase
critica do desenvolvimento sexual, de forma que fetos XX originardo individuos femininos
com ambigiiidade genital ao nascimento (White e? al., 1987a; Calliari, 1992; New, 1993;
New e Wilson, 1999).

3.1. Caracteristicas clinicas da deficiéncia da 21-hidroxilase.

A HCA por deficiéncia da 21-hidroxilase ocorre num amplo espectro de variantes
clinicas que podem ser agrupadas em duas categorias: forma classica que, apresenta duas
divisdes fenotipicas, a perdedora de sal (PS) e a virilizante simples (VS), e a forma tardia,
conhecida como nio classica (NC), que freqiientemente se manifesta durante a puberdade.
No geral, o quadro clinico da doenga depende da intensidade e do grau do bloqueio
enzimatico (Speiser ¢ New, 1985; Miller e Morel, 1989; Helmberg, 1993; New, 1995).

A forma classica da deficiéncia da 21-hidroxilase envolve bloqueio completo ou
quase completo da atividade enzimitica e estd clinicamente presente ao nascimento
(Strachan, 1990; Miller, 1991a; Helmberg, 1993). Assim, o neonato do sexo feminino
apresenta ambigiiidade genital em diversos graus, variando de uma leve clitoromegalia até
a completa fusdo dos grandes labios formando um escroto, sem que este no entanto
apresente gonada (Richards er al., 1978; Rumsby et al., 1986; Miller, 1991a; Calliari,
1992).

O sexo genético e a diferenciagdo gonadal sdo sempre normais em pacientes com
HCA. A diferenciacio dos érgdos internos masculinos esta sob o controle de mais dois
hormdnios produzidos em quantidades suficientes apenas pelos testiculos: a testosterona,

que direciona a formagdo das estruturas genitais masculinas a partir dos ductos de Wolff, e
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o horménio anti-milleriano (AMH), que suprime o desenvolvimento dos ductos
Miillerianos nas estruturas internas masculinas. O AMH esta sempre ausente no sexo
feminino, mesmo nos casos de virilizagio externa graves, ndo havendo desenvolvimento
de estruturas internas masculinas. Assim, a genitalia interna feminina, a saber, ovarios,
Uitero e porgdo superior da vagina, s3o sempre normais, ndo sendo afetado por androgenos
(Grumbach et al., 1985; Huma et al., 1995) Em casos extremos, a masculinizagdo da
genitilia externa pode fazer com que tais recém-nascidos do sexo feminino sejam
considerados como meninos criptorquidicos e criados como tal, o que € altamente
inapropriado para sua formagdo psico-social (Costa et al., 1997, Kuhnle et al., 1997,
Berenbaum, 1999). No genétipo 46,XY pode haver macrogenitossomia neonatal, porém o
mais comum ¢ a crian¢a desenvolver sinais de hiperandrogenismo apés os primeiros 6 a 12
meses de vida (Miller, 1991a; New, 1995).

Cerca de 1/4 dos casos classicos de deficiéncia da 21-hidroxilase € do tipo
virilizante simples (VS), os quais podem sintetizar quantidades suficientes de aldosterona
(Strachan, 1989; Strachan, 1990). Sdo reconhecidos como portadores da forma classica
VS os individuos do sexo feminino com genitalia externa ambigua virilizada, resultante do
excesso de androgenos e aumento na concentragdo de 17-OHP, mas sem deficiéncia de
mineralocorticéide. Em individuos do sexo masculino portadores da forma VS, os
principais sintomas capazes de identificar a HCA por deficiéncia da 21-hidroxilase séo os
sinais de virilizagdo precoce devido ao excesso de androgenos, como aparecimento de
pélos pubicos, faciais e axilares e desenvolvimento precoce da genitalia, com dosagem
laboratorial de 17-OHP aumentada (Miller e Morel, 1989; Helmberg, 1993; Huma et al.,
1995; New e Wilson, 1999).

O distarbio classico da deficiéncia da 21-hidroxilase PS ocorre em cerca de 3/4 dos
casos, sendo a forma mais grave da doenga. Os sinais de hiperandrogenismo séo os
mesmos apresentados pelos portadores de HCA VS. A caracteristica que os distingue € a
capacidade de sintetizar ou nio quantidade suficiente do mineralocorticoide aldosterona
(Fife ¢ Rappaport, 1983; New, 1995). A incapacidade de sintetizar aldosterona leva a
crises de perda de sal associadas com graves hiponatremia, hipercalemia e hipovolemia

com acidose metabolica, perda do ténus vascular e choque hipovolémico, que em muitos
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casos é fatal (White et al., 1987a; Miller, 1991a; Calliari, 1992; New, 1995). Pacientes ndo
tratados podem ir a Obito nas primeiras semanas de vida pela incapacidade de reter o sodio
(New e Levine, 1984). Os sintomas de perda de sal podem ocorrer a qualquer instante
apos os primeiros dias de vida, enquanto que a virilizaggo pode se tornar evidente apos 18
meses de idade. Casos classicos VS ou PS ndo tratados originam criangas altas, com
rapido desenvolvimento somatico e avango da idade ossea induzida pelos androgenos, mas
que se tornam adultos mais baixos do que o esperado, devido a calcificagdo prematura das
epifises (Migeon e Donohoue, 1991; New, 1995;).

Individuos do sexo masculino e feminino quando ndo tratados podem ainda
apresentar aparecimento prematuro de pélos pubianos, acne, odor de adulto e um
crescimento continuo excessivo do pénis ou do clitoris. Pode-se observar também nos
individuos do sexo feminino, ovarios policisticos (White ef al., 1987a). A fungdo do eixo
hipotaldmico-hipofisario-gonadal fica afetada em ambos os sexos. No sexo feminino, altos
niveis de progesterona no sangue podem interferir com a capacidade do estradiol de
estimular picos do horménio luteinizante, resultando na auséncia ou irregularidade de
menstruagdes (Richards ez al., 1978).

Pacientes com a deficiéncia da 21-hidroxilase ndo-classica ndo apresentam
anormalidades ao nascimento, mas essas podem surgir com a idade manifestando-se no
final da infincia ou na adolescéncia; esta forma da doeng¢a muitas vezes € citada como
“adquirida”, “tardia® ou “atenuada” (Laron et al., 1980; Kohn et al, 1982). Essas
manifestages podem variar em gravidade; deste modo pode ser dificil distinguir
clinicamente individuos masculinos com a forma VS, de individuos masculinos com a
forma nio classica da deficiéncia. Por outro lado, alguns individuos, embora apresentem
anormalidades bioquimicas semelhantes as da forma ndo classica, permanecem
assintomaticos (forma “oculta” ou “criptica”) (Levine et al., 1981; Pang ef al., 1988).
Individuos do sexo feminino ndo apresentam genitalia ambigua ao nascimento, embora nos
dois sexos feminino e masculino, possam apresentar sinais de excesso de androgenos em
alguma fase do desenvolvimento, tais como: aparecimento de pilificagdo pubiana precoce,
pélos axilares, hirsutismo, acne, irregularidade menstrual e infertilidade.

Concomitantemente, pode haver aceleragdo no ritmo de crescimento e avango da idade
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Ossea (Speiser e New, 1985; White er al, 1985; New et al, 1989a; Feldman, 1992
Calliari, 1992).

3.2. Heranga e incidéncia

A forma classica de HCA pela deficiéncia da 21-hidroxilase ¢ uma doenga genética
transmitida de forma autossdmica recessiva (Migeon e Donohoue, 1991). A incidéncia da
deficiéncia da 21-hidroxilase varia consideravelmente dependendo do grupo populacional
estudado (Miller e Morel, 1989). A anilise dos neonatos na populagio mundial
demonstrou que a forma classica da HCA tem uma prevaléncia que varia de 1:10.000 a
1:14.000 nascimentos (Pang ef al., 1988). Entretanto, este calculo exchui dois grupos, os
Esquimés Yupik, com uma freqiéncia de 1:280 (Speiser et al., 1992a) e uma populagio
de Réunion, com incidéncia de 1:2.000. Sugere-se que isto se deva provavelmente a maior
freqliéncia de casamentos consangiiineos nesses grupos étnicos (White ez al., 1987a; Pang
et al., 1988; White et al., 1989; New et al., 1989a;, Helmberg, 1993). Em caucasianos, a
freqiiéncia calculada para o gene mutante através da equagio de Hardy-Weinberg foi de 1
para 60 em portadores heterozigotos (Pang, 1988; Miller e Morel, 1989). A forma ndo
classica tem sido observada em alta freqiiéncia em popula¢des brancas (1:100) e € maior
em etmas especificas como 1:27 em judeus Ashkenazi, 1:40 em hispanicos, 1:50 em

iugoslavos e 1:333 em italianos (Sherman e al., 1988; Dumic et al., 1990).
4. Diagnéstico
4.1. Clinico
A HCA devido a deficiéncia da 21-hidroxilase deve ser sempre lembrada nos casos
de ambigiidade genital em criangas com virilizagido precoce e nos quadros de perda salina

com desidratagdo. A consangiinidade e a presenga de outros casos na familia sdo dados

que sugerem o diagnostico (Calliari, 1992).
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4.2, Laboratorial e tratamento

O diagnostico laboratorial € feito principalmente através de dosagem hormonal. Na
HCA classica, progesterona, 17-OHP, androstenediona e testosterona sdo secretados em
excesso. O diagnodstico pode ser feito pela medida dos metabolitos esteroides que sdo
excretados na urina, os quais sdo encontrados em alta concentragdo (Dupont et al., 1980;
White er al, 1987b). Entretanto, o diagndstico hormonal para todos os tipos de
deficiéncia da 21-hidroxilase é methor obtido pelo teste de estimulo com ACTH. Além dos
exames laboratoriais, € importante também a determinagio do cari6tipo do recém-nascido
para confirmagdo do sexo e ultra-sonografia pélvica para visualizagdo dos 6rgdos genitais
internos (Miller, 1991a; Migeon e Donohoue, 1991).

O tratamento do paciente € feito por substituigdo hormonal continua a fim de
suprir a falta de glicocorticoides e impedir a produgio excessiva de androgenos. A forma
PS requer tratamento com mineralocorticdide, sendo utilizado normalmente 9a-
fluoridroxicortisona (New et al., 1989b). E possivel também realizar tratamento pré-natal
através da administragdo de um analogo do cortisol, a dexametasona (Owerbach et al.,

1992).

4.3. Diagnéstico e tratamento pré-natais

O diagnostico e tratamento pré-natais tém sido utilizados em casos de HCA com a
deficiéncia da 21-hidroxilase, com o objetivo principal de evitar a virilizagdo da genitalia
externa feminina ainda no utero, nos casos de fetos masculinos, o diagnoéstico precoce
possibilita o inicio do tratamento ao nascimento, evitando a pseudopuberdade precoce
(White et al., 1989; Miller, 1998). No entanto, ainda ha controvérsias quanto a
administrag@o de drogas no tratamento da HCA ainda na fase uterina, por poder causar
problemas na infancia e adolescéncia pela exposi¢do excessiva de glicocorticoides durante
a gestagdo (Ritzén, 1998).

5. A enzima 21-hidroxilase

10
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Das cinco enzimas participantes da sintese do cortisol, quatro pertencem a familia
do citocromo P-450: CYP11A1 (20,22-Desmolase), CYP17, CYP21A2 e CYP11BI
(Miller, 1991b). Os Citocromos P-450 fazem parte de uma superfamilia de
monooxigenases (oxidases e peroxidases) contendo um grupo heme, ¢ metabolizam uma
ampla variedade de compostos lipofilicos. Na adrenal, apresentam fun¢do especifica na
esteroidogénese (Gonzalez e Nebert, 1990). As enzimas P450 apresentam caracteristicas
em comum incluindo alto grau de conservagdo de residuos hidrofobicos e de ligagdo do
grupo heme (New et al., 1989a; Huma et al., 1995).

A enzima 21-hidroxilase € um citocromo P450 microssomal (CYP21A2) que
apresenta atividade de 21-hidroxilase sobre 17-OHP e progesterona, quando em presenga
de NADPH. O citocromo CYP21A2 ¢é um polipeptidio com peso molecular de
aproximadamente 52.000 Da. Esta proteina ¢ bastante conservada em mamiferos e na
espécie humana pode conter 494 ou 495 animoacidos, devido a um polimorfismo de
repeti¢des CTG (leucina) no éxon 1, sem que haja entretanto uma diminui¢do significativa
da atividade enzimatica (White ez al., 1986, Higashi ef al., 1986; Rodrigues ef al., 1987).

O isolamento e purificagdo da proteina CYP21A2 bovina possibilitaram avangos
no estudo molecular com subseqiiente localiza¢do e caracterizaggo do gene bovino (White

et al., 1984b) e em seguida do gene humano (White ef al., 1984b; White ez al., 1985).

5.1. Configuracio do locus CYP21

Foi demonstrado que o locus da HCA em humanos se localiza dentro da classe IIT
do complexo de histocompatibilidade (HLA), entre os Joci HLA-B (classe I) e HLA-DR
(classe II), no brago curto do cromossomo 6, como mostra a figura 3A (Carrol ef al.
1985a; White et al. 1985), e que existem duas copias do gene da 21-hidroxilase, CYP2/P
e CYP21 (figura 3B). CYP2IP localiza-se entre os genes C44 e C4B, enquanto CYP2]
flanqueia C4B na posi¢io 3’ (figura 3B) (White et al, 1985; Carrol et al, 1985z,
Dunham et al., 1989).

Ambos CYP21 e CYP21P apresentam aproximadamente 3,0 kb, sendo compostos por
10 éxons (Higashi ef al., 1986; White et al., 1986). Embora os genes CYP21 ¢ CYP21P

11
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possuam 98% de homologia em seus €xons e 96% entre seus introns, apenas CYP21 ¢é
ativo. CYP21P é considerado um pseudogene, pois ndo produz a proteina funcional, como

consequiéncia de varias mutagdes deletérias adquiridas (figura 3B).

A T T TNF T2 Tf HSP70 DR DQ/DX TP
A SN ‘ AN ‘ — ‘ = ‘ ‘
" e e ""Sm"dodg trancrigio génica oy
C4A CYP2IP C4B CYP21
A ~ A

B a o

L

Figura 3: Mapa do brago curto do cromossomo 6 representando o sistema HLA e o complexo
génico da enzima 21-hidroxilase . A) Genes principais do sistema HLA classes I, II, III. B)
Organizagdo dos genes C4 e CYP2! e as mutagQes mais freqiientes encontradas no pseudogene
CYP2IP. Baseado em Araujo, 1996. C) Representagdo dos genes X e Y, mapeados no
complexo génico da 21-hidroxilase. As setas indicam o sentido de transcricao dos genes.
Baseado em Tee ef al. (1995).
Na verdade, nenhum transcrito do gene CYP2/P foi detectado quando se
hibridizou mRNA da adrenal com sonda especifica do pseudogene (Higashi ef al., 1986).
As primeiras mutagdes descritas no pseudogene incluem uma dele¢@o de oito pares
de bases no 3° éxon e a inser¢io de um par de base no 7° €xon que causam um
“frameshift” e ainda uma transigdo C-T no éxon 8; as trés geram um coédon de terminagao
prematuro da proteina (Higashi ef al., 1986; White et al., 1986; Rodrigues ef al., 1987,
Higashi et al., 1991; Wedell et al., 1992; Wedell e Luthman, 1993). A organizagdo dos
genes (4 e CYP2/ formam duas unidades de 30 kb, C44/CYP21P e C4B/CYP21

sugerindo uma duplicagdo em tandem (White et al., 1985), mas unidades individuais

podem ter até 33 kb (unidades longas) ou 26,5 kb (unidades curtas), em conseqiiéncia de

12
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um polimorfismo no gene C4B (Paldosttir ez al., 1987).

Além dos genes citados acima, foi demonstrada a existéncia de dois genes
adicionais neste complexo, que se situam na fita oposta do DNA, sobrepondo-se aos
terminais 3’ dos genes CYP2l e CYP2IP e com orientagdo de transcrigdo contraria
(figura 3C). Sdo denominados de XB e XA, sendo que XB € um gene de 65 kb que
codifica para um membro da familia de proteinas de matriz extracelular, a tenascina-X

(TN-X) (Gitelman et al., 1992; Bristow et al., 1993; Tee et al., 1995).

6. Rearranjos no “cluster” do gene da 21-hidroxilase

O alto grau de homologia entre as unidades C4B/CYP21 e C44/CYP21P favorece
a ocorréncia de pareamento desigual entre cromatides homologas durante a meiose I
(Collier et al., 1989; Sinnott et al., 1990). Nesta fase podem ocorrer recombinagdes por
“crossing-over” dentro das unidades génicas (C4/CYP21) mal emparelhadas, produzindo
cromatides homologas assimétricas e pares de gametas com um nimero variavel de
unidades completas (Collier ef al., 1989; Strachan, 1989; Miller e Morel, 1989; White e
New, 1992). O emparelhamento desigual dos cromossomos pode gerar varios rearranjos
tanto dentro do gene da 21-hidroxilase como dentro do gene C4, como os propostos por
Helmberg et al. (1993) e reunidos na figura 4 (White ez al., 1988; Collier et al., 1989,
Helmberg et al., 1992 e Helmberg et al., 1993). O “crossing-over” desigual nos pontos a e
b produz alelos com uma delegio de DNA, formando genes hibridos CYP21P/CYP21
cujas apresentagdes fenotipicas variam dependendo do ponto de rearranjo (Higashi ez al.,
1988a; Urabe ef al., 1990; Helmberg ef al., 1992; Bormann et al., 1992; L’Allemand ef
al., 2000). Os zigotos formados em contrapartida (ndo mostrados na figura 4) apresentam
duplicagio da unidade génica CYP21/C4B, sendo uma das copias um gene hibrido
CYP21/CYP21P. Apesar dos alelos duplicados ndo estarem relacionados diretamente com
a deficiéncia da 21-hidroxilase, eles podem predispor o portador a gerar novos alelos
mutantes de CYP2I (Sinnott et al., 1990). O cruzamento em outros pontos, como 0S
pontos e, d e ¢ mostrados na figura 4, podem gerar zigotos portadores de outras

duplicagdes e delegdes.
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Um outro evento mutacional que forma um gene hibrido € o que se convencionou
denominar de conversdo génica em larga escala (Strachan, 1989; Strachan, 1990;
Strachan, 1991; Speiser et al, 1992b). O gene hibrido neste caso pode surgir pela
ocorréncia de dois eventos de “crossing-over” desiguais entre as fitas emparelhadas

incorretamente (figura 4, 2° recombinagdo).

C4A CYP2IP CJB CYPZI
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CYP2IP/CYP2I >l 3 e
; = CYP2IP/CYP21 el
alelo afetado com delegdo
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d $ alelos ndo afetados presentes na populacio ¢
C4A C4A4 CTPZIP C4B CYPZIP C4B CYP21
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c44 CYP21PC4B/A CYP2IP C4B CYPII C4A CYP2IP C4B
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CYP21P/CYP21

alelo afetado com conversio

Figura 4: Rearranjos possiveis no cluster génico da 21-hidroxilase.

No entanto ha uma segunda hipotese para explicar tais conversoes onde enzimas
responsaveis pelo reparo pos-duplicagdo reconheceriam o pareamento errado e
converteriam CYP2I em pseudogene desde pequenas porgdes (microconversoes) até a
totalidade do gene (conversdo em larga escala) e vice-versa. No processo de conversdo,
uma das fitas serve de molde para o reparo da outra, sem sofrer, no entanto, nenhuma
alteracdo (Werkmeister ef al., 1986; Higashi ef al., 1988a; Urabe et al., 1990; Strachan,
1990; Strachan, 1994).

Estudos populacionais demonstram que o evento de delegdo formando o gene

hibrido CYP21P/CYP21 esta presente em apenas 30% dos alelos de individuos afetados,
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entre europeus, norte americanos e japoneses (Carrol et al., 1985b; Harada ez al., 1987).
No caso de mexicanos e sul-americanos essa porcentagem ¢ ainda mais baixa (10%)
(Tusié-Luna et al., 1996, Araujo et al., 1996, Dardis et al., 1997; Paulino et al., 1999,
Bachega et al., 1999).

O mecanismo molecular mais freqiientemente envolvido na produgdo de alelos
afetados e responsavel pela causa da maioria dos casos de deficiéncia da 21-hidroxilase € a
microconversdo génica, ainda nio completamente esclarecida (Harada ef al, 1987,
Helmberg, 1993). Assim, o termo conversio génica que foi cunhado para um fenémeno
observado em leveduras, no tocante & 21-hidroxilase, refere-se ao surgimento de mutagdes

ou polimorfismos tipicos de CYP21P no gene CYP21 (Higashi et al., 1986).

7. Microconversoes (mutacées pontuais)

A primeira mutagdo observada no gene CYP2! e relacionada a HCA foi uma
delecdo (Carrol et al., 1985a, Rumsby ef al., 1986). Em seguida foram descritos eventos
de conversdo génica em larga escala (Harada et al., 1987, Urabe et al., 1990). Visto que
estes dois tipos de mutagdes explicam apenas 20-30% dos casos de deficiéncia da 21-
hidroxilase, foi proposto e observado que mutagdes pontuais no gene CYP2/ sdo as
causas mais freqiientes de HCA (Higashi et al., 1991; Speiser et al., 1992a; Wilson et al.,
1995a; Ezquieta et al., 1995). As mutagdes mais freqientes incluindo pequenas delegdes,
insercdes e trocas pontuais de nucleotideos, encontradas nos casos de deficiéncia da 21-
hidroxilase das formas classicas e tardias, estdo normalmente presentes no pseudogene €
sdo consideradas microconversdes (Globerman ef al., 1988; Higashi ef al., 1988a, Mornet
etal., 1991).

A microconversdo, ou conversio génica em pequena escala, € responsavel por 65 a
90% dos alelos afetados (Mornet ef al., 1991; Owerbach et al., 1992; Paulino et al., 1999,
Kapelari et al., 1999). Quando transferidas por conversdo génica para o CYP2/, nove das
mutacdes encontradas no gene CYP2IP causam danos em diversos graus a funcdo
enzimatica normal. Outras diferencas em nucleotideos podem ser encontradas entre os

genes CYP2IP e CYP21. Essas variagdes podem constituir polimorfismos neutros ou
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mutagdes mais raras por nio serem transferidas com tanta frequiéncia para o gene CYP21
(Helmberg, 1993).

Mutacdes do tipo “frameshift” (inser¢des ou delegdes de nucleotideos capazes de
alterar o quadro de leitura) e mutagdes “nonsense” (substitui¢des de nucleotideos que
criam codon e terminag3o - ‘stop codon’) sdo capazes de alterar drasticamente a estrutura
e fungdo da proteina e abolir completamente a atividade enzimatica. Essas mutagdes estao
associadas com a forma clinica mais grave, PS (Tusie-Luna et al., 1990).

Mutagdes do tipo “missense” causam a substituigdo de um aminoacido por outro e
podem dar origem & diversas formas fenotipicas da deficiéncia da 21-hidroxilase (Tusie-
Luna ef al., 1990). As muta¢des mais comuns associadas a forma PS, VS e ndo classica
estdo descritas na tabela 1.

Em geral, estudando-se as delegbes, conversdes e microconversoes, consegue-se
determinar 85% dos alelos afetados, ficando em média 15% atribuido a mutagdes raras
determinadas somente por seqiienciamento do locus CYP21 (Lajic ¢ Wedell, 1996). No
Brasil, o estudo da deficiéncia da 21-hidroxilase revelou, de forma semelhante, que 13%
dos alelos afetados nio apresentam as mutagdes mais comuns no locus CYP21 (Paulino et
al., 1999). E provavel que essas mutagdes raras ndo sejam geradas por microconvers3o,

uma vez que muitas delas estdo ausentes nos alelos CYP21P (Wedell et al., 1992).

8. Correlacio entre gendétipo e fenétipo

Em particular, as muta¢des podem ser correlacionadas com as diferentes formas
clinicas da deficiéncia da 21-hidroxilase, PS, VS e ndo classica (figura 5). Consideradas
independentemente, diversas mutagBes associam-se a diferentes graus de atividade
enzimatica e conseqilentemente a gravidade do fenétipo do individuo portador da
deficiéncia. Levando-se em conta a heterozigose com duas mutag¢des diferentes, o fenotipo
deve ser deduzido por aquela que determinar menor dano a atividade enzimatica. Assim, a
forma clinica PS seria determinada pela combinagdo de duas mutagSes graves, a VS por
uma grave e uma intermediiria ou por duas intermediarias € a ndo classica por duas

mutagdes brandas ou uma branda combinada com uma grave ou uma intermediaria. Ha,
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entretanto, varios portadores da deficiéncia que ndo se enquadram neste padrao (Miller,

1991b; Momet et al., 1991).

Speiser et al. (1992a) classificaram 90 pacientes dentro de 3 grupos, com base no
grau de comprometimento enzimatico. Mutagdes do grupo A (sem atividade enzimatica)

consistiu-se principalmente de pessoas com a forma PS, grupo B de portadores VS (2%

de atividade) e grupo C da forma ndo classica (10-20% de atividade).

Tabela 1. Mutagdes mais comuns no gene CYP21, provenientes do pseudogene CYP2IP.

Tipo® Mutaciao/nt® ET° Efeito Atividade Incidéncia Forma Referéncia
21-OH (%)*  Média®  Clinica
P30L 89 C>T E, “missense” 20-30 22 NC  Tusie-Luna ez al., 1991
Sp2 656 A/IC-HG I,  “splicing” <5 27,9 VS-PS  Higashi et al., 1988b
anormal
A8 deleciode8pb E; “frameshift” 0 2 PS Higashi et al., 1986
1172N 1001 TH>A Es “missense” 1 13 Vs Amor etal., 1988
CL6 L236N/V237Q/ Es “missense” 0 - PS  Tusie-Luna et al., 1990
M239K
V281L 1685 G»T E; “missense” 0 8 NC Speiser et al., 1988
F306+1nt 1759 +T E; “frameshift” 0 - PS White et al., 1986
Q318X 1996 C»T Es “nonsense” 0 6 PS Globerman et al., 1988
R356W 2110 C>T Es  “missense” 0 7 PS Chiou ef al.,1990

a- A, delecdo; +, insercdo; nt, nucleotideo; as letras representam os codons dos aminoacidos: F,
fenilalanina; I, isoleucina; L, leucina; N, asparagina; P, prolina; Q, glutamina; R, arginina; V, valina; W,
tripitofano, X, “stop” cddon. b- Os nucleotideos estdo numerados a partir do codon de inicio ATG, de
acordo com as referéncias Higashi et al., 1986, White et al., 1986 e Rodrigues et al., 1987. Sendo que
nesta ultima existe 1 cédon a mais na seqii€ncia. Os introns estdo incluidos na seqiiéncia. ¢- E, éxon; I,
intron. d- Medida da atividade da enzima mutante em cultura de células. Quando dois valores estdo
presentes, representam a atividade da 17-OHP e progesterona respectivamente. e- Valor médio da
freqiiéncia de cada mutacio calculado a partir dos dados de White e Speiser (2000). PS- perdedor de sal;
VS- virilizante simples; NC- ndo cldssica.

Neste sentido, foi medida a atividade enzimatica in vitro de proteinas mutantes,

correlacionando-as com a frequiéncia destas mutagdes em pacientes afetados pelas formas

PS, VS e ndo cléssica (Tusie-Luna et al., 1990; Higashi et al., 1991; Wu e Chung, 1991).

Entretanto, cada grupo apresentou pacientes com fenotipos mais ou menos grave do que o

predito, com uma taxa de 80% de acerto entre o predito e observado, sugerindo que

outros fatores além das mutagdes podem estar interferindo no fenétipo final (Miller,

1991a; Mornet ef al., 1991).
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Figura 5: Mutag3es e suas respectivas manifestagoes no fenétipo. PS — perdedora de
sal; VS — virilizante simples; NC — ndo classica ou tardia.

Uma faceta importante da variabilidade clinica da deficiéncia da 21-hidroxilase
concerne & capacidade dos portadores da deficiéncia sintetizar aldosterona. Delegdes
génicas, mutagdes “nonsense” (como a do codon 318 no éxon 8) e mutagdes “frameshift”
(incluindo a delegdo de 8 pb no éxon 3 e a insergdo de 1 pb no éxon 7), as quais impedem
completamente a atividade da 21-hidroxilase, sao associadas com a forma PS da doenga
(Higashi et al., 1988b; Collier ef al., 1989, Carrera et al., 1996; Wedell, 1998). Enzimas
com a mutagdo Ile-Val-Glu-Met****°— Ans-Glu-Glu-Lys (Higashi ef al., 1988b) ou com
uma simples substitui¢io Arg356Trp (Chiou ef al., 1990) também sdo relacionadas com a
forma PS. Porém a mutagio Sp2 tem sido encontrada em pacientes com a deficiéncia da
21-hidroxilase tanto em PS como em VS (Higashi ef al., 1988b; Owerbach e al., 1990;
Wilson et al., 1995b; Krone et al, 2000). Além disso, a mutacao lle172Asn
freqiientemente encontrada em pacientes com a forma VS também ¢ encontrada em
pacientes PS (Wilson ef al., 1995b; Bachega et al., 1998; Krone et al., 2000).

A principio, o fenétipo VS ¢ devido a uma mutacdo da enzima 2 1-hidroxilase que
afeta a atividade da 17-OHP e mantém a producio da progesterona relativamente intacta.
Assim, a causa mais provavel da diferenca fenotipica entre as formas VS e PS, €a
diferenca da atividade de 21-hidroxilase frente aos substratos progesterona € 17-OHP.
Como a aldosterona é normalmente secretada numa razdo de 1-10 vezes menor do que o

cortisol, torna-se evidente que a atividade da 21-hidroxilase terd que diminuir a baixos
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niveis para que a falta de aldosterona seja manifestada. Assim, a sintese de aldosterona
acontece com apenas 1% de atividade normal da 21-hidroxilase, evitando a perda de sal e
resultando num fenétipo VS (White e New, 1992). Os casos em que pacientes
homozigotos para a mutagdo Sp2 tém um fendtipo VS em vez de PS, podem ser
explicados pela possibilidade de ocorrer “splicing” normal nos alelos portadores da
muta¢do, uma vez que a troca A/C—G causadora da mutac@o gera um sitio de “splicing”
alternativo e uma pequena quantidade de mRNA produzido corretamente seria
responsavel pela sintese de alguma enzima funcional (Wilson ef al., 1995b).

A associagdo entre a forma clinica e a classe da mutagdo patoldgica discutida em
trabalhos recentes € geralmente concordante, mas a distingdo entre as formas VS, PS e
ndo classica nio € absoluta (Sinnott et al., 1992; Speiser et al., 1992b, Wedell ef al., 1994,
Wilson ef al., 1995a; Koppens et al., 1998; Krone et al., 2000).

9. Polimorfismos intergénicos e intragénicos

Polimorfismos de seqiiéncia nucleotidica (SNPs - “Single Nucleotide
Polymorphisms™) tém sido relatados tanto no gene ativo como no pseudogene da enzima
21-hidroxilase, bem como nas copias génicas do C4 (Chung et al., 1986; Higashi et al.,
1986, Rodrigues et al., 1987). A presenca dos SNPs nos genes da 21-hidroxilase é de
grande interesse, por varias razdes. Primeiramente, eles podem ser utilizados para analise
da segregacdo dos alelos em estudos genéticos, especialmente nas familias com HCA.
Além disso, eles permitem a identificagdo de dele¢Ges génicas em familias informativas e
podem oferecer novos “insights” nas taxas relativas de mutagSes nesses genes (Jiddou ef
al., 1999).

Em particular, existem alguns desses polimorfismos que afetam sitios de restri¢éo que
possibilitam a diferenciagdo entre as copias génicas tanto do C4 quanto da 21-hidroxilase;
esse polimorfismo possibilita a caracterizag@o do Jocus por analise de “Southern blotting”
(White et al., 1985; Carrol et al., 1985a; Donohoue et al., 1986).

Deste modo, a analise de “RFLP” (‘Restriction Fragment Lenght Polymorphisms’) do

locus CYP21/C4 possibilita a avaliagdo das delegBes, duplicagdes e conversdes em larga
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escala que ocorrem nos casos de HCA (Mornet ez al., 1986; Morel et al., 1989; Haglund-
Stengler et al., 1991a; White et al., 1992).

Andlise de restrigio com Tag I, revelada por hibridizagdo com sondas dos genes
CYP21 e C4, permitem a distingdo entre os alelos CYP21P e CYP21 e entre C4A e C4B
(Mornet et al., 1986; Rumsby et al., 1988), como mostrado na figura 6. Neste
experimento, o pseudogene CYP2IP ¢ caraterizado por um fragmento de 3,2 kb, o gene
CYP21, por um fragmento de 3,7 kb ¢ o gene C44, por um fragmento de 7,0 kb. Ja o gene
C4B pode apresentar dois fragmentos de diferentes tamanhos, um de 6,0 (C4B longo) e
outro 5,4 kb (C4B curto), dependendo da presenga ou auséncia de uma seqiiéncia de 6,5
kb no intron 9 do gene (figura 6). Uma copia hibrida do gene (C4B formada pela jungdo
do terminal 5’ de C44 e a parte 3°de C4B curto presente em alelos com dele¢do de
CYP2IP é reconhecida por um fragmento 7ag 1 de 6,4 kb (Prentice e/ al., 1986;
Schneider ef al., 1986, Paldosttir et al., 1987).

A variagdo do “cluster” C4/CYP2/ quanto ao numero de copias génicas e quanto

a0 tamanho do C4B chamamos de polimorfismos intergénicos.

C4A CYP21P C4B CYP21

S A A I

Sondas it 2 o i
Taq1T | 70k | | [3.2kb] | qo/s4kb | | 3.7 kb|

Figura 6: Representagdo esquematica dos sitios de restricdo da enzima 7ag I nos genes C4 e
CYP2]. Fragmentos de 3,7 kb e 3,2 kb correspondem a CYP21 e CYP21P, respectivamente;
o fragmento de 7,0 kb refere-se a C44, enquanto os fragmentos de 6,0 kb e 5,4 kb a C4B.
Barras simbolizam as sondas C4B550, para os genes C4 (a) e pC21/3¢c (b), para 21-
hidroxilase.

Com o seqilenciamento dos genes CYP2[ e CYP21P, muitos SNPs intragénicos
foram encontrados. A presenga de um cédon CTG (Leu) extra foi verificada em CYP2/
(Rodrigues ef al., 1987), numa regiao descrita previamente com 4 codons para Leucina
nas posicdes 6-10 do éxon 1 (Higashi e al., 1986, White et al., 1986). Comparagdes entre
espécies revelaram a presenca de leucinas nessas mesmas posigdes, indicando
possivelmente um polimorfismo de tamanho na enzima 21 -hidroxilase, variando entre 494

e 495 aminoacidos (Rodrigues et al., 1987). Posteriormente foi confirmado que a inser¢ao
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de leucina ndo acarretava alteragdo da atividade enzimatica e que pode ser normalmente
encontrada no CYP2IP (New e Crawford, 1994). Outros polimorfismos na seqiiéncia
protéica podem ser encontrados como, por exemplo, as seguintes trocas de aminoacidos:
Argl02Lys ¢ Ser268Thr (Rodrigues et al., 1987) que, da mesma forma que a variagdo do
numero de Leucinas, ndo alteram a atividade enzimatica.

Além das variagdes na proteina descritas acima, pode-se encontrar outros SNPs,
especialmente dentro do intron 2. Este intron contém um grande numero de seqiiéncias
polimorficas, entre elas, as encontradas nas posigdes nucleotidicas 395 e 453 (T—C) ¢
601 (A—C) (Higashi ez al., 1986; Rodrigues et al., 1987, Wedell et al., 1992; Bobba et
al., 1997). Esses trés polimorfismos podem ser reconhecidos por enzimas de restrigdo,
como Hae III/Msp I (395 € 601) e Bbv I (453).

A freqiiéncia desses trés polimorfismos estudados em individuos normais de
familias do CEPH (“Centre d’Ftude du Polymorphisme Humain™) da Franga, foram de
395C (0,17%), 395T (0,83%), 453C (0,71%), 453T (0,29%), 601A (0,1%) e 601C
(0,9%) (Killeen et al. 1998). Um outro polimorfismo descrito no intron 2, a troca A—>C
na posi¢io 656, ¢ encontrado nos alelos normais. Nessa mesma posigdo 656 pode ocorrer
a substituicdo das bases A ou C para G ocasionando a mutagdo mais freqiiente em todos
grupos de pacientes estudados e que € proveniente de um evento de microconversio
(Higashi et al., 1988b; Killeen et al., 1998; Jiddou ez al., 1999).

Esses polimorfismos sio suficientemente freqiientes para serem seguidos na
segregacdo dos alelos de CYP2] mutantes em familias afetadas por deficiéncia da 21-
hidroxilase e encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg na populagio em geral

(Killeen et al., 1998).

10. Efeito do fundador

Agora que os estudos das freqiéncias de mutagdes na deficiéncia da 21-hidroxilase em
populagdes dos quatro continentes tém sido publicados, a idéia de que exista um efeito do
fundador das mutacdes mais freqilentes para essa doenga e que as mutagdes fagam parte de

haplotipos especificos, vem sendo explorada no estudo da genética molecular da
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hiperplasia congénita da adrenal.

Desde as décadas de 70 e 80, estudos de populagdes e de familias afetadas com
HCA devido a deficiéncia da 21-hidroxilase demonstraram um desequilibrio de ligagao
entre certos haplotipos do HLA e varias condicdes de doengas, incluindo alotipos
caracteristicos do complemento C4. Como os acasalamentos humanos sio aleatorios, a
frequiéncia com que se encontra um dado alelo em um Jocus do HLA com um dado alelo
em um segundo Jocus deve ser simplesmente o produto das freqiiéncias de cada alelo na
populagdo. Entretanto, certas combinagées de alelos sdo encontradas com uma freqiiéncia
muito maior do que a esperada, fenomeno conhecido como desequilibrio de ligagdo. A
ligacdo entre o complexo HLA e a HCA devido a deficiéncia da 21-hidroxilase foi
inicialmente relatada por Dupont et al. em 1977 e subseqiientemente confirmada em uma
grande série de familias (Levine ef al., 1978; Pucholtz et al., 1978; Pollack et al., 1979,
Klouda ez al., 1980). Os estudos de populagdes e de familias afetadas com HCA devido a
deficiéncia da 21-hidroxilase demonstraram um desequilibrio de ligagdo de certos
antigenos ou combinagdes de antigenos (referido como haplotipos) do HLA. A forma
grave PS de HCA, por exemplo, foi encontrada em associagdo com o haplotipo HLA-
A3;Bw47;Bf*F,C2*C;DR7 com uma alta freqiiéncia (O Neill ez al., 1982; Fleischnick et
al. 1983). Esse haplotipo também carregava um alelo nulo em um dos loci C4. Algum
tempo depois, foi demonstrado que esse alelo possuia uma delecdo que incluia o gene
CYP21 e C4B (White et al., 1984a). Da mesma forma, as duplicagdes CYP2/P+C4 no
complexo génico também eram particularmente observadas em associagdo com o
haplotipo HLA-B14;DR1 (Carrol ef al., 1984) e, na sua grande maioria, este haplétipo
carrega a mutagdo V281L (Speiser et al, 1988; Dondi et al, 1994), sendo
freqiientemente associado com a forma n3o classica da HCA (Pollack et al., 1981). Além
desses haplotipos, 0 HLA A1;B8;C4AQ0,C4B1;DR3 est4 ligado a delegdo do pseudogene
CPY21P (White et al., 1986). Essa combinagdo de haplotipo-mutagdo, embora achada em
muitas populagdes, € particularmente enriquecida na populag3o judaica Ashkenazi (Levo e
Partanen, 1997), a qual apresenta uma alta taxa de endogamia.

Em populagdes heterogéneas, nio tém sido encontrado um forte desequilibrio de

ligacdo entre os diferentes haplotipos de HLA e mutagdes no gene CYP2/ ou nos
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polimorfismos analisados. Isto provavelmente indica que uma dada mutagido pode ter
origens independentes. Por exemplo, Amor et al. (1988) observaram que a mutagdo 172N
na populagdo de Nova Iorque ndo esta associada com nenhum haplétipo de HLA em
particular. Embora a maioria dos estudos em populagdes variadas tenham focado apenas a
determinag@o de mutagdes sem avaliar os haplotipos para as mutagdes mais freqiientes no
gene CYP21, a possibilidade de um efeito do fundador de algumas mutagGes tem sido
aventada em populagdes com alto grau de miscigenagdo sem o estudo de haplotipos
(Dardis et al., 1997, Fardella et al., 1998). Por outro lado, fortes associagbes tém sido
observadas em populagdes pequenas e bem definidas, como as da Irlanda (Sinnot et al,
1991) e dos Esquimos Yupik (Speiser et al., 1992a).

Em um trabalho realizado na Finldndia, Levo e Partanen (1997) analisaram alelos
portadores das dez mutagdes mais freqiientes no gene CYP2/ e determinaram hapl6tipos
caracteristicos para cada mutac¢do associada com a deficiéncia da 21-hidroxilase em 51
familias nfio relacionadas. Todas as familias analisadas no estudo originaram de uma
populagdo bem definida e etnicamente homogénea. O principal achado desse estudo foi a
baixa variagido de haplotipos com a deficiéncia da 21-hidroxilase. Partanen ef al. (1989) ja
havia indicado que um pequeno numero de haplotipos poderia contribuir para a maioria de
todos os cromossomos afetados naquela populagdo, sendo que 82,4% de todos os
haplotipos afetados foram observados mais de uma vez. Foi demonstrado que cada um
desses haplotipos estaria ligado especificamente a uma aberragdio no gene CYP2J,
sugerindo que cada um deles, represente, muito provavefmente, uma muta¢io fundadora
separada. Um numero significativo de haplétipos mostrou claramente um efeito do
fundador na Finldndia, de fato, 16 haplétipos aparentemente independentes foram
observados mais de uma vez em familias ndo relacionadas. Comparando-se estes dados
com os publicados em populagdes de outras origens, fica evidente que muitas das
combinag¢des dos haplétipos mutantes na Finlandia, sdo de fato achadas em pacientes de
origem Européia e Americana, sugerindo que esses haplotipos possuem uma origem
comum (Chu et al., 1992; Helmberg et al., 1992; Donohoue et al., 1995).

Efeito do fundador tem sido verificado também em alelos de hemoglobinopatias,

principaimente os da B-globina (Keclard ef al., 1997, Harding et al., 1997, Villalobos-
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Arambula ef al., 1997; Chang et al., 1997, Merghoub e al., 1997). Nesses casos, verifica-
se que alguns haplétipos causadores da anemia falciforme (homozigose do gene da Hb S -
2P, — 6-glu-val) tiveram sua origem ha muitas geracdes e vém sendo conservados dando
inclusive indicios da migra¢do populacional. Uma situagdo muito semelhante ao que
encontramos para a 21-hidroxilase é descrita para hemoglobinopatia ligada a a-globina no
que diz respeito a variabilidade numérica das coOpias génicas e as mutagdes pontuais
(Harteveld et al., 1997, Mukherjee et al., 1997).

No estudo de outras doengas observa-se a presenca do efeito do fundador na
distribui¢do dos haplétipos. Um deles é o estudo da doenga Hipercolesterolemia familiar
(FH); a analise de haplétipos de 18 familias ndo relacionadas tém identificado pelo menos 5
diferentes cromossomos com FH. O haplétipo mais comum foi identificado em 11 das 18
familias estudadas, indicando uma mutagdo fundadora no receptor do gene LDL
responsavel pela FH na populagdo de Islandia (Gudnason ef al., 1997). A freqiiéncia desta
doen¢a em muitas comunidades é de 1:500, deixando a FH como uma das mais comuns
doencas monogenéticas conhecidas. Devido ao efeito do fundador a freqiiéncia desta
doenga ou das mutagdes em particular € muito alta em paises com populagdes isoladas por
limites geograficos ou culturais, como a populagdo canadense do Quebec (Hobbs ez al,
1978), os Libaneses cristdos (Kachaduriam e Uthman, 1973), israelitas (Meiner ef al,
1991) e populagdes africanas como a da Africa do Sul (Leitersdorf et al., 1989).

Neste trabalho, foram caracterizados os haplotipos associados aos cromossomos
afetados por mutagdes no gene através de marcadores intergénicos e intragénicos ligados
ao gene CYP21I nas familias com HCA atendidas no ambulatorio de Endocrino Pediatria

do Hospital das Clinicas-UNICAMP em Campinas.
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1- Determinar os hapldtipos associados aos cromossomos afetados por
mutagdes recorrentes no gene CYP21, com base em:
- polimorfismos de seqiiéncia de DNA intragénicos;
- RFLP do locus C4B;
- numero de copias génicas CYP21/C4

2- Caracterizar o ponto de quebra dos hibridos formados durante os eventos

de delecdo e conversdo génica em larga escala;

3- Avaliar a variabilidade na organizagdo génica CYP21/C4 e o grau de

heterozigose da mutagdo V281L em amostra de individuos controle.
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1. Casuistica

Foram estudadas 60 familias, com pelo menos um individuo afetado, com a forma
classica de HCA por deficiéncia da 21-hidroxilase, além de dois individuos isolados,
totalizando 113 alelos afetados. Foram retirados aqueles que se repetiram na amostragem,
uma vez que 8 familias sdo constituidas por casamentos consangiineos e 3 5o
aparentadas entre si. Além dos individuos afetados, foram estudados também seus pais e
irmios normais, quando presentes, em um total 117 alelos. Entre os pacientes, 35 foram
classificados com a forma PS e 26 com a forma VS, e 1 ndo foi determinado. Incluiu-se
também uma amostra de 100 individuos controles, perfazendo um total de 198 alelos apos
a remogao de 2 alelos, uma vez 4 sdo aparentados entre si. Esses individuos ndo possuem
nenhuma relagdo com as familias afetadas com a deficiéncia da 21-hidroxilase. Assim, este
trabalho contribuiu com as analises da variagio numérica e de determinagdo de
microconversdes de CYP21 e C4 de 21 familias, visto que 41 familias haviam sido
previamente estudadas quanto a estas caracteristicas (Araujo et al., 1996; Paulino et al.,
1999). Entretanto, o presente trabalho caracterizou os polimorfismos intragénicos de
todos os individuos das 60 familias para a analise dos haplotipos.

As amostras dos individuos afetados e de seus familiares foram encaminhadas ao
nosso laboratério pelo Ambulatorio de Endocrinopediatria do Hospital das Clinicas da
UNICAMP. Os individuos normais foram voluntarios recrutados principalmente entre os
estudantes de Pos-Graduagio e Graduagio da UNICAMP, cujo consentimento formal

para a utilizagio das amostras em pesquisa, foi obtido por escrito.
2. Obtencio das amostras
Amostras de sangue periférico (10 a 20 mL) foram colhidos dos pacientes e seus

familiares no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HC-UNICAMP. Ao sangue foi
adicionado EDTA pH 8,0 (1% final), como anticoagulante.
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3. Extraciio de DNA gendémico

A extracio de DNA gendmico a partir de sangue total foi feita de acordo com o
método padronizado no Laboratério de Genética Molecular Humana — CBMEG que tem
por principio a lise dos leucocitos com proteinase K e extragdo do DNA com
fenol: cloformio:4lcool isoamilico, e encontra-se descrito em detalhes em Araujo ef al.
(1996).

A concentragdo do DNA obtido foi calculada através de leitura de absorbéncia a 260
nm. A quantidade e qualidade do DNA extraido foram analisadas também em eletroforese
de gel de agarose, como descrito por Sambrook e? al. (1989). Tipicamente, ~ 1 ug de
DNA genbémico em 0,1 volume de tampdo de corrida (0,25% de Azul de Bromofenol,
50% glicose) foi separado em gel de agarose 0,8% em tampao TBE 1x, e posteriormente
corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL) durante 10 minutos, para visualizagdo e

documentagio.
4. Analise da variacio numérica dos genes CYP21 e C4

Esta analise foi realizada através da comparagio de intensidade das bandas obtidas
em “Southern Blots” com a enzima Taq I e hibridizagio com as sondas de CYP2/ e C4.

Os procedimentos estdo descritos abaixo em detalhes.
4.1. “Southern blot”

DNA gendmico (10 pug) foi digerido com Taq I (10 U) em 150 uL de tampéo de
reagdo 1x seguindo-se o protocolo descrito pelo fabricante da enzima. As reagGes foram
incubadas em banho a 65°C, “overnight”. Apds a reagdo, o DNA foi precipitado com
0,1 volumes de acetato de sodio 3 M, pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado,
por 18 h a -20 °C. A mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos em
microcentrifuga e o precipitado contendo o DNA digerido foi lavado com etanol 70%.

Apos centrifugagio (12.000 rpm por 10 minutos), o DNA foi ressuspenso em 15 pL de
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TE, separado em gel de agarose e fotografado, como descrito no item 3.

O DNA gendmico digerido com 7ag I e separado em gel de agarose, foi
transferido para uma membrana de nylon (hybond N', Amersham), seguindo-se as
especificagdes do fabricante da membrana. Antes da transferéncia, o gel foi depurinado em
HC1 0,25 N por 15 min, e em seguida desnaturado em NaOH 0,4 N, NaCl 1N por 30 min.
O DNA foi transferido para a membrana, por capilaridade, durante aproximadamente 18 h,
como descrito em Sambrook er al (1989). Apos a transferéncia, a membrana foi
neutralizada em tamp3o fosfato de sédio 0,1 M, durante 30 min, seca em papel de filtro, e

colocada em forno a 80°C por 2 h.

4.2. Sondas utilizadas

A sonda para a detecgdo do gene CYP21 (pC21/3c) foi gentilmente cedida pelo
Dr. Perrin White, Comell University Medical College, New York, EUA. A sonda pC21/3¢
corresponde ao cDNA de CYP2/ (2 kb) isolado das glandulas adrenais humanas, clonado
em sitio BamH I no vetor pcD.

A sonda correspondente ao gene C4 do Sistema Complemento foi gentilmente
cedida pelo Dr. Tom Strachan, Dept of Medical Genetics, St. Mary’s Hospital,
Manchester, Inglaterra. A sonda C4 ¢ um fragmento de cDNA (550bp) correspondente a
regido 5’ do gene, clonado nos sitios BamH 1 e Kpn I no vetor pTZ18B.

Os plasmidios contendo as sondas de interesse foram usados para transformar
células competentes de Escherichia coli, segundo Sambrook et al. (1989). As células de
DH5a foram incubadas com o plasmidio de interesse por 30 min em gelo, em seguida
mantidas a 42°C por 90 s € novamente mantidas em gelo. As bactérias foram crescidas em
meio LB liquido (Sambrook ez al., 1989) por 1 h e plaqueadas em meio LB contendo
ampicilina (100 pg/mL). Células transformantes foram crescidas em meio LB liquido com
ampicilina e mantidas em glicerol (20%) a -70°C.

Plasmidios foram extraidos pelo método de “miniprep” com lise alcalina
(Sambrook er al, 1989) ou pela utilizagdo de ‘kit’ de extragdo “in concert” (Life

Technologies). Os plasmidios foram digeridos com enzimas apropriadas e os produtos das

30



Haplétipos para o “cluster” C4/CYP21 na deficiéncia de 21-hidroxilase

digestdes foram separados em gel de agarose 0,8%. Os fragmentos de DNA
correspondentes as sondas C4 e CYP21 foram extraidos do gel e purificados utilizando-se
o protocolo do kit “Rapid Gel Extraction™ (Life Technologies). Os fragmentos foram

mantidos a -20°C até serem utilizados como sonda.
4.3. Marcacio das sondas através de “Random Priming”

As sondas de DNA foram marcadas com o*’P-dCTP (Amersham) pelo método de
“Random Priming”, seguindo-se o protocolo do fabricante do kit de marcagdo ‘“Rad
Primer DNA Labeling System” (Life Technologies). Desnaturou-se 25-50 ng de DNA a
100°C durante 10 min e em seguida colocou-se o tubo em gelo, por 5 min. Centrifugou-se
rapidamente e acrescentou-se tamp@o Hepes 0,67 M, Tris-HCL, 0,17 mM pH 6,8,
contendo 17 mM de MgCl,, 33 mM 2-mercaptoetanol, 1,33 mg/mL de BSA e “primers”
aleatorios (hexameros); 0,01 mM dNTPs (dATP, dTTP, dGTP), 5uCv/uL o’’P-dCTP
(3000 Ci/mmol), 3U DNA polimerase, fragmento Klenow, e agua para um volume final de
50 uL. A reagdo foi incubada a 37°C por 2 h, quando foi adicionado 5 uL de “stop buffer”
(Life Technologies) e 45 puL de TE.

4.4. Purificacdo da sonda

A sonda foi purificada através de filtragdo em gel usando-se uma coluna de
Sephadex G-50 (Pharmacia), empacotada em solug¢do saturada de Tris-HCl, 1 M, pH 8,0,
em uma seringa de 1 mL, através de sucessivas centrifugagGes de 4 min a 3.000 x g. Antes
de purificar a sonda, equilibrou-se a coluna com 100 pul de TE, por centrifugacdo. Apos a
purificag@o da sonda retirou-se 1 ul para a contagem do nivel de incorporaggo radioativa

em contador de cintilaggo liquida (LKB).
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4.5, Hibridizac¢ao

As membranas de “Southern™ foram hibridizadas separadamente com as sondas
CYP21 e C4 seguindo-se o protocolo descrito por Mormnet et al. (1986), com algumas
modificagdes. As membranas foram pré-hibridizadas em Tris-HCl 0,2 M, pH 7.0,
contendo 50% formamida, 10x Denhardt’s (Sambrook et al., 1989), 5x SSC, 1% SDS, e
100 pug/ml. de DNA de esperma de salmio desnaturado, e incubadas em forno de
hibridizagdo (Amersham) a 42°C, por aproximadamente 18 h. A solugdo de pré-
hibridizagdo foi substituida, porém, usando-se apenas 5x Denhardt’s, e adicionando-se a
sonda marcada desnaturada em NaOH 0,3 N. As membranas foram hibridizadas a 42 °C
por 16 h. Apos hibridizagdo, os filtros foram lavados uma vez em solucdo de estringéncia
média (2x SSC; 0,1% SDS) a temperatura ambiente, por 10 min (Sambrook et al., 1989).
Em seguida, lavou-se os filtros duas vezes em solucdo de alta estringéncia (0,1x SSC;

0,1% SDS) a 65°C durante 15 min.
4.6. Auto-radiografia e remociio da sonda das membranas

Os filtros lavados foram expostos a filmes de raio-X (Hyperfilm MP-Amersham)
em cassetes de exposicdo contendo intensificador de sinal (“Lightning Plus” da Dupont), a
-70°C, por periodos varidveis. Apos um periodo minimo de 14 h, os filmes foram
revelados e lavados. A sonda foi removida dos filtros incubando-se os mesmos em solugdo
Tris-HCl 5 mM, pH 8,0, 0,04% de EDTA e 0,1% de SDS, a 100°C, até que a solucdo
atingisse a temperatura ambiente. Os filtros lavados foram selados em saco plastico,

armazenados a 4°C e posteriormente re-hibridizados.
5. Determinacao das mutacdes em alelos afetados

A determinagio dos rearranjos génicos no “cluster” CYP21/C4, como delegdes,
conversdes e duplicacdes génicas, foi feita através de “Southern blot” como descrito em

Araujo et al. (1996). As microconversdes em 41 familias foram determinadas por
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hibridizagdo alelo-especifica (ASOH) por Paulino ef al. (1999). Em 21 familias que n3o
fazem parte do trabalho de Paulino et al. (1999) foram estudadas por PCR alelo-especifico
(ASO-PCR). A técnica utilizada por Wilson ez al. (1995a) esta descrita a seguir.

5.1. PCR alelo-especifico para as mutacdes freqiientes

Essa estratégia foi utilizada para estudar 8 mutagGes pontuais em 21 familias ndo
descritas no trabalho de Paulino ef al. (1999).

Uma das maiores dificuldades no estudo das mutagdes do gene CYP2I € a
presenca das mesmas mutagdes no pseudogene CYP21P, as quais resultam provavelmente
de processos de microconversdo. Além disso, as duas copias génicas apresentam 98% de
homologia nos éxons (Higashi et al., 1986; White et al., 1986), o que dificulta o desenho
de “primers” adequados para a amplificagio especifica do gene ativo. Atualmente o
método mais pratico e direto de se determinar essas mutagOes € através da estratégia
descrita por Wilson ef al. (1995a) denominada PCR alelo-especifico, a qual consiste de
duas reagdes de PCR: em uma delas o “primer” € complementar a seqiiéncia normal e na
outra, complementar & seqiiéncia mutante. O segundo “primer” do par € comum para as
duas reagdes e consiste de uma seqiiéncia especifica para o gene ativo (“primer” ancora).
Embora seja uma técnica direta e rapida, ndo elimina as analises por “Southern blot™ pois
ndo fornece nenhum dado a respeito de delegdes, conversdes em larga escala ou
duplicagdes; pelo contrario, eventualmente pode fornecer um resultado falso caso os
alelos sejam possuidores de alteragées numeéricas e genes hibridos. O resultado é positivo
ou negativo com base na amplificagdo ou nio de fragmentos em cada uma das reagGes.
Portanto, se o individuo testado for homozigoto para a seqiiéncia normal, sera obtido o
produto de PCR apenas com o “primer” normal. Os “primers” utilizados por Wilson ef al.
(1995a) e neste trabalho estdo discriminados na tabela 2.

As condigdes gerais para a reagdo de amplificagio por PCR alelo-especifico

utilizadas para a caracteriza¢do das mutagde$ seguem abaixo:
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Reacio [ ] final Ciclo geral

DNA gendmico 1 pgi 1 ciclo de: 94°C, 5 min
Tampio Gibco BRL (10x) 1x | 5 ciclos de: 94°C, 1 min
MgCl, 1,5 mM *T,, do “primer”, 1min 30 seg
dNTP (Pharmacia) 0,2 mM 72°C, 10 min
“primer sense” 0,6 pmoles | 30 ciclos de: 94°C, 1 min
“primer antissense” 0,6 pmoles *T,, do “primer”, 1min 30 seg
Enzima Taq DNA polimerase 72°C, 4 min
Gibco BRL (5 U/pL) 1U| 1ciclode: 72°C, 5 min
BSA 0,01%

Volume Final 30 L

* T, para cada “primer” encontra-s¢ na tabela 2. Para a reagdo de amplificacdo da mutagio do intron 2
(A/C656G), as concentragbes finais dos “primers sense” e “antissense” ¢ de MgCl, foram alteradas (0,3
pmoles para os “primers” € 0,75 mM para MgCl,). Ao término das reagdes, as amostras foram separadas em

gel de agarose 1% e fotografadas, como descrito no item 3.

Tabela 2: Seqiiéncia dos “primers” utilizados para o PCR alelo-especifico.

“Primer” Segiiéncia (5’-3’) Mutagio Tn CO) Local
ExIns TCC GGA GCC TCC ACC TCC € (A) 72 Exon 1
Exlms TCC GGA GCC TCC ACC TCC T (A) P30 72 Exon 1
In2ns TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAA (B) 72 Intron 2
In2ms TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAG (B)656)A/C-G 72 Intron 2
In2cs TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAC (B) 72 Intron 2
Ex3ns CGG ACC TGT CCT TGG GAG ACT AC (©) 70 Exon 3
Ex3ms ACT ACC CGG ACC TGT CCT TGG TC (C) del. 8 pb 70 Exon 3
Ex3na TCC AGA GCA GGG AGT AGT CTC (D) 70 Exon 3
Ex4ns TTC TCACCT GCAGCATCA T (E) 68 Exon 4
Ex4ms CTC TCC TCA CCT GCA GCATCA A (E)IT2N 70 Exon 4
Ex6ns GAG GGA TCA CAT CGT GGA GAT G (F) 70 Exon 6
Ex6na AGC TGC ATC TCC ACG ATG TGA (G) 70 Exon 6
Ex6ma TCA GCT GCT TCT CCT CGT TGT GG (Gm)'(CL6) 70 Exon 6
Ex7na TCC ACT GCA GCC ATG TGC AC (H) 68 Exon 7
Ex7ma TCC ACT GCA GCC ATG TGC AA (H) V281L 68 Exon 7
Ex8.1na TTC GTG GTC TAG CTC CTC CTG 0] 70 Exon 8
Ex8.1ma | AGT TCG TGG TCT AGC TCC TCC TA (I) Q318X 70 Exon 8
Ex8.2na CTA AGG GCA CAA CGG GCC G @ 72 Exon 8
Ex82ma | CTA AGG GCA CAA CGG GCC A () R356W 72 Exon 8

*. mutagio do “cluster” (L236N,V237Q, M239K) no éxon 6. Os “primers” das mutag¢des P30L, A/C -G

(656), delecdo de 8 pb € I172N foram usados com o Ex6na como ancora. Os “primers” das mutagdes V281L,
Q318X e R356W foram usados com o “primer” Ex6ns como dncora. Os “primers” para a mutagio no €xon 6
foram usados com o “primer” Ex3ns como 4ncora. As letras em negrito indicam o sitio da mutagio pontual.
No intron 2 foi utilizado o primer Int2cs para detectar o polimorfismo A—C existente na posi¢do 636. n =
normal, m = mutante ; s = “primer sense”, a = “primer antissense”, a seqiiéncia sublinhada do “primer” Ex3ns
indica a delegdo de 8 pares de base do gene CYP21P. As letras de A-J, se referem a nomeacdo dos “primers”
mostrada na figura 7. OBS: Neste trabalho nfo foi estudado a mutagdo F306+T presente no éxon 7 pelo
método descrito por Wilson er al. (1995a). As mutacGes F306+T citadas neste trabalho foram provenientes do

trabalho de Paulino ez al. (1999), identificadas pelo método ASOH.
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A figura 7 mostra uma representagio esquemdtica da posigdo dos “primers” e

tamanho dos fragmentos.

6. Caracterizacio dos alelos CYP2/ quanto aos polimorfismos intergénicos

Os alelos de individuos normais ou afetados com a forma classica de HCA foram

caracterizados quanto a duplicagdo e delegdo de genes no locus C4/CYP21 e quanto a0

RFLP do gene C4B. A metodologia para este procedimento foi descrita nos itens de4.1a

4.6.

e Exon 1 (P30L)
-G ] fnfron 2 (A ou C pava G)
C-G T S Exon 3 (delecdo de 8 pb)
EG —20  peond 1172
C-Gm i - Exon 6 ("Cluster™)
Exon 7 (V2R1L) c. . F-H
Exon § (Q318%) =l F-I
720 pb

F-i

wxon & (R336W)

Figura 7. Representagdo esquematica do gene CYP2/ e da localizagao relativa dos “primers”
utilizados para amplificagdo do PCR alelo-especifico. Os retangulos escuros representam os éxons
de 1 a 10. A-J, representam os “primers” utilizados para o PCR alelo-especifico do gene CYP21
(tabela 1). C, D, F e G, sdo “primers” especificos para o gene CYP21; a orientagdo dos “primers” €
dada pelo sentido das setas abaixo deles. A, B, E, H, I e J, sdio pares de “primers” normal e
mutante. Gm, e o “primer” mutante que em conjunto com o “primer” C normal detecta a mutagao
do éxon 6. O tamanho dos fragmentos originados pelo PCR estdo representados abaixo das linhas.

Com base nos marcadores intergénicos, alelos CYP2/ afetados foram separados

pelo tipo de mutagdo e polimorfismo de tamanho de fragmento de restri¢do Tag 1 do gene

C4B, e também pelo numero de copias de cada gene no “cluster” CYP21/C4.
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7. Caracterizacio dos alelos CYP2I pelos polimorfismos intragénicos

As técnicas descritas abaixo foram empregadas para a separagdo de alelos CYP2/
com base em marcadores intragénicos. Os 230 alelos das familias estudadas foram

avaliadas quanto a trés polimorfismos intragénicos:

- polimorfismo do numero de codons para Leu no éxon 1, onde encontram-se alelos com
4 (posicdes 6 € 10) ou 5 Leucinas (posi¢des 6 e 11) (Rodrigues et al., 1987),

- polimorfismo T — C na posi¢do nucleotidica 395 a partir do cédon ATG de inicio da
transcri¢do;

-polimorfismo A — C na posi¢do nucleotidica 656 a partir do cédon ATG de inicio da
transcri¢do. Esta variagdo foi avaliada nos alelos normais para a mutagdo Sp2, pois nos
alelos afetados com essa mutacéo, a base nessa posi¢do é uma guanina. Este polimorfismo
foi estudado por PCR alelo-especifico, juntamente com a analise da mutagdo Sp2 no

intron 2 (descrita acima).

A numeracio dos nucleotideos ¢ baseada na seqiiéncia publicada por Higashi ef al.

(1986).
7.1. Polimorfismo de Leucinas

Esse polimorfismo foi avaliado através da amplificacio especifica do éxon 1 e
separag¢do do produto em gel de poliacrilamida para separar fragmentos com diferenga de

trés pares de base. Para tanto, duas reagdes de PCR foram necessarias.
7.1.1. Reagoes de amplificacio seletiva

A amplificagio especifica do éxon 1 do gene CYP2/ foi realizada com o par de
“primers” ProEx1s e Ex3na. O “primer” Ex3na so se anela na porgio correspondente ao

gene CYP21, portanto funcionando como um “primer” seletivo para o mesmo (Wilson et
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al., 1995a). Depois de selecionado o fragmento correspondente 20 gene de estudo, uma
“pested” PCR foi realizada com os “primers” ProExls e Exla para a produgdo de um
fragmento menor, obtendo-se assim uma melhor separagdo em gel de poliacrilamida ¢
visualizagdo dos resultados. A seqiiéncias dos “primers” encontram-se na tabela 3 ¢ os

tamanhos dos fragmentos obtidos estdo representados na figura 8.

Tabela 3: Seqiiéncia dos “primers” utilizados para o polimorfismo de Leucinas

“Primer” Segqiiéncia (5-3°) Ta (°C)

ProExls GGA TGG CTG GGG CTC TTG AG 66
Ex3na TCC AGA GCA GGG AGT AGT CTC 70
Exla CTT CCA CCA GTT CCA CAG CAG G 66

s= “primer sense”, a= “primer antissense”

M ‘Q’h‘
ProExls Ex&:na
Exia
g
1 790 ph 1 ProExis- Exdna
LL31pb ProExls- Exla

Figura 8: Representagio esquematica do gene CYP2I e da localizagdo relativa dos
“primers” utilizados nos PCRs. O “primer” ProExls esta localizado aproximadamente
20 pb acima do codon de inicio do gene CYP2!. Os retangulos representam 0s éxons de 1 a
10. A orientacdo dos “primers” é dada pelo sentido das setas acima deles. O “primer”
Ex3na foi utilizado para selecionar o gene CYP2/ em detrimento do pseudogene CYP2IP.
Os tamanhos dos fragmentos gerados estdo indicados.

As condigdes de PCR utilizadas para a amplificagdo com os dois pares de
“primers” ProEx1s-Ex3na e ProExls-Exla estdo representadas abaixo. O produto da
reagdo com os “primers” ProExls-Exla foi marcado com o °P-dCTP para analise do

polimorfismo em gel de poliacrilamida.
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Reacio (“primers” ProEx1s-Ex3na) [] final Ciclos
DNA genomico 0,5-1 ug| 1 ciclo de: 94°C, 5 min
Tampao (10x) 1x
MgCl, 1,5 mM | 30 ciclos de: 94°C, 45 seg
dNTP (Pharmacia) 0,2 mM 65°C, 1 min e 30 seg
“primer sense e antissense” 0,6 pmoles 72°C, 1 min e 45 seg
Taq DNA Polimerase (S5U/uL) 1U
Volume final 30 uL | 1 ciclo de: 72°C, 5 min
Reacdo (“primers” ProEx1s-Exla) [] final Ciclos
DNA genémico 0,5-1 pg| 1 ciclo de: 94°C, 5 min
Tampao (10x) 1x
MgCl, 1,5 mM | 30 ciclos de: 94°C, 30 seg
dNTP (Pharmacia) com *dCTP! 0,2 mM 68,6°C, 30 seg
“primer” sense e antissense 20 pmoles 72°C, 1 min e 15 seg
Taq DNA Polimerase (SU/uL) 1U
o33pdCTP 1 uCi| 1 ciclo de: 72°C, 5 min
Volume final 30 uL

* o volume do dCTP foi diminuido (0,1 mM) em conseqiiéncia do acréscimo do o**P-dCTP.
A maioria das reagdes foi feita usando-se tampdo e enzima Taq polimerase “Life Technologies™

7.1.2. Gel de poliacrilamida para analise do polimorfismo de Leucinas

As aliquotas de 2 pL do produto da PCR com os “primers” ProEx1s-Exla foram
adicionados 3 pl de “stop solution” (formamida deionizada 88% (v/v), EDTA 10 mM,

xileno cianol 0,01% e azul de bromofenol 0,01%) e em seguida a mistura foi desnaturada

a 94°C por 5 minutos. Os fragmentos foram separados em gel desnaturante de

poliacrilamida 7% contendo TBE 1x e uréia 7 M, com espessura de 0,4 mm. Os

parametros de corrida foram 2.000 V, 50 mA a 50 W, por tempos que variaram de 2 a 3

horas. Apos a corrida o gel foi transferido para uma folha de papel Whatman 3MM e

secado a vacuo (Hoefer® Drygel Sr). Os produtos de amplificagdo foram detectados

através de exposicdo a filme de raios-X (Kodak X - Omat AR), por tempo variavel. A

revelacio do filme foi feita de acordo com as indicagdes do fabricante.

7.2. Polimorfismo T—>C na posicio 395
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A posi¢do 395 no intron 2 pode apresentar os nucleotideos T ou C, tanto no gene
CYP21 como no pseudogene CYP2IP. Portanto, trata-se de um polimorfismo gerado por
microconversdo, que pode refletir uma taxa de recombinag@o neste ponto intragénico. A
troca do nucleotideo T por C na posi¢do 395 cria um sitio de restricdo comaMsp I .

Assim, o fragmento de PCR de 790 pb amplificado com os “primers” ProEx1s-Ex3na
(ver figura 8), englobando o polimorfismo T—C do intron 2, foi digerido com Msp 1 por 4
h, num volume final de 20 ul como indicado abaixo:

[] final
PCR 2 ug de DNA
Enzima (10U/uL) 05U
Tampao 10x 1x
BSA (10 pg/uL) 0,01 pg/uL
Agua g.s.p 20 uL

Apos o término da digestdo, foram adicionados a cada reagdo 4 ul de tampdo de
amostra (Sambrook et al., 1989) e em seguida os produtos das digestdes foram separados
e analisados em gel de agarose 1,5%.
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Neste trabalho foram analisados 230 alelos com forma classica de HCA por deficiéncia
da 21-hidroxilase. Foram determinados 58 haplétipos em 107 do total de 113 alelos
afetados. Os haplétipos correspondentes aos alelos afetados foram caracterizados pelas
mutacdes no gene CYP2I, duplicagdes e delegdes de genes da unidade C4/CYP21, pelo
polimorfismo de tamanho do gene C4B e pela analise de trés polimorfismos encontrados no
gene CYP21. Através da analise dos alelos normais dos individuos portadores obrigatorios
de mutagdes no gene CYP21, foi possivel estimar as freqiéncias dos polimorfismos em
alelos ndo afetados. A variagio do namero de copias génicas no locus C4/CYP21 foi
estimada em 198 alelos de individuos controles ndo relacionados. O estudo destes
individuos incluiu também a analise da mutagdo V281L para se estimar sua incidéncia na

populagéo.

1. Caracterizacio dos alelos quanto i variagdo numérica e RFLP com 7aq 1 de C4B.

Eventos de delegio e de conversio génica em larga escala envolvendo a unidade
CYP21/C4 foram detectados nos “blots” por reducdio de intensidade (heterozigotos) ou
auséncia (homozigotos) dos fragmentos de DNA correspondentes ao CYP21, CYP2IP e
C4A4 ou C4B obtidos apos digestdo com a enzima Tag 1. As duplica¢bes foram avaliadas
pelo aumento da intensidade das bandas correspondentes a cada gene. A intensidade
relativa de cada fragmento de restricio foi determinada pela analise densitométrica das
bandas apos hibridizagio com sonda pC21/3c especifica para CYP2/ e CYP2IP e a sonda
C4B550 para C44 e C4B. A metodologia de analise dos padroes de restrigdo com Jag I e
os resultados de parte da casuistica (41 familias) encontram-se publicadas nos trabalhos de
Araujo et al. (1996) e Paulino e al. (1999). Tomando-se o total de 113 alelos afetados, com

base nos padrdes densitométricos, os alelos afetados foram classificados em quatro tipos:

1.1. Alelos sem alteragio numérica das unidades génicas CYP21/C4

Um total de 68 alelos afetados sem nenhuma alteragio numérica das unidades génicas
CYP21/C4 foram encontrados. Por ndo apresentarem alteragio numerica ou mutagéo

detectavel por “Southern blot”, tais alelos foram diferenciados apenas pelo polimorfismo
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de C4B. Esses alelos foram classificados em quatro haplétipos como mostra a figura 9 (A-
D). Assim, 25 dos alelos afetados possuem o fragmento Taq [ de C4B de 5,4 kb, enquanto
que 43 apresentam o fragmento de 6,0 kb (figura 9, A e B, respectivamente). Ainda dentro
desta categoria estdo representados dois alelos raros encontrados em 2 familias sem relagdo
de parentesco. Um deles apresenta um fragmento 7ag I de C4B de 3,9 kb na familia 26
(figura 9 C) e outro com um fragmento 7aq I de 5,6 kb referente a0 CYP21I ou CYP2/P na
familia 22 (figura 9 D).

C4A CYP21P
A— TIN5

A R

Figura 9: Unidades CYP21/C4 sem alteragdo numerica. Os numeros em kb
dentro dos retingulos indicam o tamanho dos fragmentos observados nos
“Southern blots” com as respectivas sondas.

1.2. Alelos com duplicagio ou delecio da unidade de CYP2IP/C4B

As duplicagdes, bem como as delegdes do pseudogene CYP2IP nao sio
consideradas diretamente como causa da deficiéncia da 21-hidroxilase. Entretanto, foram
encontrados 2 alelos com delecdes e 16 com duplicagdes de CYP2./P dentre os 113 alelos
afetados (figura 10, A-E). Entre os alelos com duplicagdo da unidade CYP21P/C4B, 11
possuem C4B de 5,4 kb duplicado, enquanto 4 contém duas copias de C4B de 6,0 kb
(figura 10, A e B, respectivamente) e 1 com copias de C4B de 6,0 kb e 5,4 kb (figura 10
C). Dois alelos com delegdo apresentam a unidade génica C YP21P/C4B deletada, sendo
que um deles apresenta o fragmento de C4 de 6,4 kb que caracteriza o hibrido de C44/B
(figura 10 D e E). Este fragmento resultante da jun¢@o da porgdo ' do C44 com a parte 3’
do C4B curto (de 5.4 kb) é considerado como marcador de dele¢do para o pseudogene
CYP21P (Paldosttir ef al., 1987).
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ALELOS COM DUPLICACAO DA UNIDADE CYP21P/C4

C4B

C4A CYFP21P CYP21P C4A CYP21

VST EAWS S

|. [Juplu:acao de C4B 3,4 ou |

ALELOS COM DELECAO DE CYP21P

C4a cYP21
D —  EEEETTTN T

r — T

Figura 10: Alelos com duplicagdo da unidade CYP21P/C4 e com delegdo de CYP2IP.
1.3. Alelos com conversdo génica

Os alelos com conversdo génica foram encontrados em 15 pacientes e divididos em
trés tipos diferentes, de acordo com o RFLP de Taq I no gene C4B e o numero de unidades
génicas CYP2/P/C4B (figura 11, A-C). Assim, 9 alelos foram determinados contendo
fragmentos C4B de 6,0 kb, 3 alelos com C4B de 5.4 kb e 3 alelos com duplicagdo de
CYP21P+C4BB**) ¢ C4B de 5.4 kb (figura 11, A, B e C, respectivamente).

C4A CYP21P C4B CY P21P/CYP21
% "

Duphcﬂgao de C4§{CYP‘ZIP

Figura 11: Alelos com conversdo génica.

1.4. Alelos com deleciio de 30 kb apresentando o gene hibrido CYP2IP/CYP21

A figura 12 mostra os alelos com delegdes génicas de 30 kb que inclui o final 3° de
CYP21P mais o gene C4B e o final 5” do CYP2/. Geralmente essa dele¢do ¢ representada

por um gene hibrido CYP2/P/CYP21. Dez alelos com esta delegdo foram encontrados em
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10 individuos afetados, sendo que a dele¢io encontrada nos alelos da paciente 30 (filha de
casamento consangiiineo) foi associada ao fragmento 7aq I de 6,4 kb do gene C4 (figura
12 B). Isto caracteriza um evento de delegdo raro, uma vez que o fragmento de 6,4 kb

sempre aparece associado a delegdo de CYP2/P.

C4A CYP21P/CYP21
A — TV A
C4A/C4B

Figura 12: Alelos com delegdo de CYP2/.

Uma comparagio da diversidade génica e do polimorfismo intergénico de C4B obtidos
por andlise de “Southern blot” esta descrita na tabela 4 ¢ inclui além dos alelos afetados e
normais (portadores obrigatorios) os alelos dos controles normais sem relagdo com a

deficiéncia da 21-hidroxilase.

Tabela 4: Comparagio dos polimorfismos intergénicos dos alelos afetados e normais (dos
portadores obrigatorios e doadores voluntarios).

haplétipos Polimorfismos Alelos (%) Alelos (%) Alelos (%)
afetados | afetados | normais | normais | controles|controles

1 C4B [5.4 kb] 37 32,7 48 40,3 70 36,1
2 C4B [6,0 kb] 53 47 43 36,2 69 35,6
3 C4B [54 kb] com C44/B de 6.4 kb 5 s 1 0,8 » .
4 C4B [54 kb] V281L - - - - 1 0.5
5 C4B [6,0 kb] V281L - - - - 1 0,5
6 C4A/B [6,4 kb] e C4B [5,4 kb] 3 - 1 0.8 - -
7 Del. CYP21P+C4B 1 0,9 10 8.4 9 4.6
8 Del. CYP21P+C44 % - 1 0.8 - -
9 Del. CYP21P com C4A4/B [6,4 kb] 1 0.9 4 3.4 11 5.7
10 Dup. CYP2IP+C4B [6,0 kb] 4 3,5 4 3.4 8 4.1
11 Dup. CYP21P+C4B [5,4 kb]+V281IL 10 3.8 - - 3 4.1
12 Dup. CYP21P+C4B [5,4 kb] 4 3,5 2 4 2 1,0
13 Dup. C¥YP21P+C4B [6,0 € 5,4 kb] 1 0,9 3 2.5 - -
14 Dup. CYP2/+C4B [5.4 kb] - - - - 11 57
15 Dup. CYP21+C4B [5.4 kb] Q318X - - 2 1.7 1 0.5
16 (4B raro de 3.9 kb 1 0,9 - - 1 0,5
17 CYP21 ou CYP2IP de 5,6 kb 1 0.9 - - - =
18 CV de CYP2IP — CYP21 [5,4 kb] - - 1 0,8 1 0.5
19 CVde CYP2IP — CYP2I [6,0 kb] - - - - 1 0.5

Total de alelos 113 100 119 100 194 100

cv: conversdo génica. Dup: duplicagdo génica. Del: delecdo génica. Em cada linha estd representade um haplétipo
diferente. As mutacdes V281L e Q318X foram destacadas nestes polimorfismos para diferenciar as duplicacdes.
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2. Andlise das mutag¢des pontuais

Paulino ef al. (1999), utilizando a técnica de ASOH, estimaram as freqiiéncias das
mutagdes pontuais no gene CYP2/ originarias do pseudogene CYP2IP, responsaveis pela
deficiéncia da 21-hidroxilase em 41 familias.

No presente trabalho, foram analisadas as mutagdes pontuais em CYP21 em 2]
familias adicionais utilizando-se PCR alelo-especifico (ASO-PCR). A metodologia de
(ASO-PCR) foi desenvolvida por Wilson ez al. (19952) para reduzir o tempo de analise do
Jocus da 21-hidroxilase. Com este método, oito das mutagdes mais comuns encontradas no
gene CYP21 podem ser detectadas em gel de agarose, dispensando a marcagao radioativa

de oligonucleotidios, necessaria em ASOH.

2.1. Nlustracio dos resultados da analise

Um exemplo da analise de mutagdo pontual por ASO-PCR € mostrado aqui pelo
estudo da familia 105 (figura 13).

1 2 3 Cr C-

150 = §

Figura 13: A) PCR alelo-especifico para a mutagdo Sp2. Os numeros referem-se aos individuos
estudados (1-pai, 2- mde, 3- filho afetado), enquanto que as letras referem-se a variagdo do
nocleotideo na posi¢do 656 e no “primer” alelo-especifico utilizado; A e C indicam polimorfismo
normal, G, mutagio Sp2. C+, controle positivo. C-, controle negativo. L- marcador Ladder de 100
pb (Gibco-BRL). A seta a direita do gel indica a banda de 760 pb correspondente ao fragmento
amplificado. B) PCR alelo-especifico da mutagdo Q318X. Os numeros 1, 2 e 3 referem-se a pai,
mée e filho afetado respectivamente. C+, controles positivo. C-, controle negativo. N- reagao
normal, M- reagdo mutante. L- marcador 100 pb Ladder. 650 pb representa o tamanho da banda
para mutagao Q318X.
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No intron 2 de CYP2I, pode ocorrer a substituicdo de nucleotideos, A ou C
(polimorfismo neutro) por G (mutagio Sp2) (Higashi ef al., 1988b). Portanto, trés reagdes
de PCR sdo necessarias para a sua determinagdo. Encontrou-se o pai homozigoto para o
nucleotideo normal A (A/A) e a mie heterozigota para a mutagdo Sp2 (A/G). O filho
afetado herdou o alelo A normal do pai e o alelo G mutante da mée, sendo portanto
heterozigoto para a mutagio Sp2. O controle positivo utilizado no experimento ¢
homozigoto para a mutagdo Sp2 (G/G), enquanto o controle negativo possui alelos com
polimorfismos de A e C, ambos normais (Figura 13 A).

A mutagio Q318X também foi encontrada na familia 105. A figura 13 B mostra o
estudo desta mutacio, onde o pai se mostra heterozigoto, a mae, homozigota normal e o
filho afetado, heterozigoto. Assim, o filho apresenta a deficiéncia da 21-hidroxilase por
possuir a mutagdo Sp2 herdada da m3e e a mutagdo Q318X herdada do pai.

Das oito mutagdes estudadas por ASO-PCR (Sp2, A8, I172N, V28IL, Q318X
R356W, P30L e CL6), P30L e CL6 foram encontradas apenas nos alelos com delegao e
conversdo génica, enquando que as demais independeram do tipo de mutagdo causadora da

doenga.

2.2. Investigacdo do ponto de recombinacio nos alelos com delec¢io e conversio génica

Nos eventos de dele¢do e conversdo génica geralmente ocorre a formagido de um
gene hibrido nio funcional, com a porgdo 5° do pseudogene CYP2IP e a porgo 3” do gene
CYP21. Dependendo do ponto de recombinagio, o gene hibrido pode apresentar por¢Ses
variaveis pertencentes ao pseudogene CYP2IP e ao gene CYP2I, como se encontra
ilustrado na figura 4. Para mapear as regides pertencentes ao gene e pseudogene nos
hibridos CYP21P/CYP21 de individuos com delecdo e conversdo génica, foi utilizada a
técnica de ASO-PCR. Sete pares de “primers sense”, normais e mutantes, foram utilizados
em conjunto com dois “primers antissense” ancoradores especificos de CYP21, nas reagoes
de PCR (figura 14). Os “primers sense” normais detectam seqiiéncias do CYP21, enquanto
que as respectivas versdes mutantes detectam mutacdes pontuais mais frequentes
provenientes do CYP2IP. A figura 15 mostra os diferentes pontos de quebra encontrados

nos alelos com conversdo e delegdo génica dos individuos afetados, e a tabela S mostra o
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nimero e o tipo de conversdo/dele¢do génica apresentados pelos diferentes alelos.

+
In2ns (A)
In2ms (G)
In2¢s (C) gxdns
Exlns
Exlms
+

A
11728 Ex6na
A8
Ex6ns Ex7ns
Ex6tms FEx7ms Ex8.2na
= <% N
B -
CL6 V281L
Q318X
Exgﬁns
Ex8.1ms

Figura 14: Estratégia do PCR alelo-especifico para a identificagdo das mutagdes pontuais nos
alelos hibridos com delecdo e conversio génica. A- alelos com conversao e delegdo até o éxon 4; B-
alelos com conversdo e delecdo até a primeira mutacdo do éxon 8. Os quadrados representam os
éxons e a linha os introns. As setas indicam o sentido dos “primers” , a= “antissense” e s= “sense’.
Os “primers” estio mostrados sobre as setas e as mutagdes abaixo de cada éxon.

Foram encontrados 10 alelos com delegdo, no total de 113 estudados. Destes, foram
caracterizadas delecdes cujos pontos de recombinagio na formagdo do gene hibrido se
situam entre as mutacdes P30L e Sp2, A8 e [172N e CL6 e V218L (tabela S e figura 16 A-
C, respectivamente). Conversdes génicas foram encontradas em 15 alelos e caracterizadas
por eventos que se estendem até algum ponto entre as mutagdes P30L e Sp2, A8 e I172N,
CL6 e V281L e entre V281L e Q318X (tabela 5 e figura 15 A-D, respectivamente). Os 3
alelos com conversdo génica classificados como no esquema C (figura 15, tabela 4) foram
encontrados em 2 familias distintas (50 e 59) e em um individuo isolado (100Yal). Estes
alelos ndo foram analisados quanto as mutagdes V281L, Q318X e R356W, e portanto, a
localizagdo exata do ponto de recombinagdo além da mutagio CL6, ndo pode ser

determinada.
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Figura 15: Pontos de quebra entre os genes CYP21P e CYP2I dos hibridos formados nos eventos
de delecdo e conversdo génica. Os quadrados representam os éxons e as linhas os introns. O gene
CYP21 normal possui aproximadamente 3,5 kb e & dividido em 10 éxons. Os quadrados listrados
representam seqiéncias do pseudogene CYP2IP e os quadrados sombreados seqiiéncias do gene
CYP2]. As mutacdes testadas estdo representadas abaixo de cada éxon. A letra M mdica presenga
da mutacio e a letra N, alelo normal. O circulo engloba a area do ponto de quebra, que permanece
indeterminada. As letras de A-D representam os diferentes genes hibridos com seus respectivos
pontos de quebra encontrados nos individuos estudados.
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Tabela 5: Ntumero de alelos com conversio/dele¢do génica divididos entre os diferentes
hibridos representados na figura 15.

hibridos | N° de alelos com delecdo | N° de alelos com conversdo
A 2 6
B 4 5
C 4 3
D - 1

Para a identificagdo das mutagGes pontuais até o éxon 4 (figura 15, A-B) utilizou-se
o “primer antissense” Ex6na como &ncora em conjunto com os pares de “primers sense”
normais e mutantes referentes a cada mutagio (figura 14 A). As seqii€ncias dos “primers”
citados na figura 14 A encontram-se na tabela 2 de material e métodos. No caso dos alelos
com delegdo abrangendo o éxon 6, utilizou-se o “primer” Ex8.2na como ancora em
conjunto com pares de “primers sense” normais/mutantes utilizados para detectar as
mutagdes dos éxons 6, 7 e 8 (figura 14 B). Para os alelos do grupo C (figura 15) com
conversido génica, o “primer” utilizado como ancora foi o Ex8.2na em conjunto com o
“primer sense” normal/mutante do éxon 6; este grupo de alelos ndo foi testado com os
pares de “primers sense” para as mutagdes dos éxons 7 e 8.

As sequéncias dos “primers” citados na figura 14 B foram derivados da seqiiéncia

CYP21 para este experimento € se encontram na tabela 6.

Tabela 6: Seqiiéncia dos “primers” citados na figura 14 B.

Primers Seqiiéncias 5°— 3’

Ex6ns GAG GGA TCA CAT CGT GGA GAT G
Ex6ms ATC ACA ACG AGG AGA AGCAGCT
Ex8.1ns CCT GAG ATT CAG CAG CGACTGC
Ex8.1ms CCT GAGATT CAGCAGCGACTGT
Ex7ns ACA GCT CCT GGA AGG GCA CG
Ex7ms ACA GCT CCT GGA AGG GCA CT
Exn8.2a CTA AGG GCA CAA CGGGCCG

As seqii€ncias dos “primers” Ex6ns ¢ Ex8.2na também estio mostradas na tabela 2

Exemplos de analises do ponto de quebra dos alelos com conversdo e delegdo por

PCR alelo especifico sdo mostrados na figura 16 e figura 17, respectivamente.
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Figura 16: Analise do ponto de quebra por PCR alelo-especifico de um alelo afetado com
conversdo génica, estendendo-se até a mutagdo A8, encontrado na familia 16. Os numeros 1, 2 e 3
referem-se ao pai, mie e filha afetada respectivamente. C+, controle positivo. C-, controle negativo.
N- normal, M- mutante. As letras A e C indicam rea¢do normal para mutagdo Sp2 e polimorfismo
para a variagdo na posi¢do 656. G, mutagdo Sp2. O controle positivo utilizado para o estudo das
mutagdes Sp2 e Q318X, é homozigoto para as mesmas, enquanto que para as demais mutagdes €
heterozigoto. L- marcador 100 pb Ladder. As mutagdes testadas e o tamanho esperado das bandas
estio indicados. As mutacdes estdo seqiiencialmente na ordem dos éxons do gene CYP2/.
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Figura 17: Analise do ponto de quebra por PCR alelo-especifico de um alelo afetado com delegao
génica, atingindo apenas a mutagao P30L, encontrada na familia 23. Os numeros 1, 2 e 3 referem-se
ao pai, mée e filha afetada respectivamente. C+, controle positivo. C-, controle negativo. N- normal,
M- mutante. As letras A e C indicam reagdo normal para mutagdo Sp2 e polimorfismo para a
variacdo na posigdo 656. G, mutagdo Sp2. O controle positivo é homozigoto para as mutagdes P30L
e Q318X, e heterozigoto para as demais. L- marcador 100 pb Ladder. As mutagdes testadas e o
tamanho esperado das bandas estdo indicados. As mutagGes estdo seqiiencialmente na ordem dos
éxons do gene CYP2I.
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Observa-se na figura 16 que a conversio génica que se estende até a muta¢do A8 no
alelo da mie pode ser determinada pela presenga das bandas mutantes P30L, Sp2 e A8, e
auséncia da banda mutante para a mutagdo [172N. Da mesma forma, o alelo afetado do pai
possui duas mutagdes (Q318X e R356W) caracterizadas pela presenga das respectivas
bandas mutantes. Desse modo, nesta familia, a filha é afetada com as mutagGes pontuais
Q318X e R356W herdadas do pai e pelo alelo convertido herdado da mée.

A figura 17 mostra que a delegdo génica no alelo do pai atinge somente a mutagio
P30L pela observagdo da auséncia de bandas mutantes para todas as demais mutagdes,
enquanto que o alelo da mée é afetado com a mutagio Sp2. Portanto, a filha afetada

apresenta no seu genoétipo a mutagio Sp2 da mie e a delegdo do pai.

2.3. Freqiiéncia das microconversoes

A freqii€ncia das microconversdes nos alelos afetados foi recalculada acrescentando-
se, aos dados de 41 familias (Paulino et al., 1999), os resultados aqui obtidos pela analise
de 21 familias adicionais. Os resultados computados para as 62 familias encontram-se na
tabela 7. Os alelos afetados com conversdo e dele¢do génica ndo foram incluidos nesta
contagem. Portanto, foram computados os dados para este tipo de mutagdes pontuais de 88
alelos afetados, sendo que em 6 deles, ndo foram determinadas microconversdes. Em 9 dos
alelos, mais de uma mutagio pontual foi detectada, tais como Q318X/R356W,
Q318X/R356W/F306+, V281L/Sp2, V281L/I172N e A8/Sp2.

A mutagdo F306+T foi determinada em nosso laboratério por Paulino ef al. (1999)
pela técnica de ASOH, enquanto que as mutagdes L142P, L107P, H38+C e
IVS2AS,A—G,-2 foram caracterizadas por Lau (2000) através de seqiienciamento direto
do gene CYP2I1. Esses dados estio sendo utilizados neste trabalho para uma melhor

caracterizagdo dos haplotipos.

3. Analise do polimorfismo de A—C na posi¢io 656

Da mesma forma que as familias foram analisadas para a mutagdo Sp2, os

polimorfismos de A—C na posi¢do 656 também foram determinados. Esses dados foram
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utilizados para auxiliar a classificagio dos haplotipos. Foram excluidos da contagem os

alelos com dele¢do e conversdo génica com o ponto de quebra além da mutagdo prolina

(P30L).

Tabela 7: Freqiiéncias das mutagdes pontuais encontradas nos alelos afetados.

Mutacdes ASOH e ASO-PCR
pontuais N° de alelos Freqiiéncia (%)
Sp2 27 30,7
I172N 19 21,6
Q318X 9 10,2
R356W 5 5,7
Q318X/R356W 3 3,5
Q318X/R356W/F308+ 1 1,1
V28I1L 4 45
V281L/Sp2 3 3,5
V281L/I172N 1 1,1
F306+T 3 3,5
A8 2 23
A8/Sp2 1 1,1
L142P 1 1,1
L107P 1 1,1
H38+C 1 1,1
IVS2AS,A-G,-2 1 1,1
ND 6 6,8
Total alelos afetados 88 100

A tabela 8 mostra as freqiiéncias encontradas nos alelos afetados e normais para os

nucleotideos A, C e G na posigdo 656.

Tabela 8: Freqgiiéncia do polimorfismo A—C na posi¢do 656 nos alelos afetados e normais.

Polimorfismos N° alelos afetados Freqiiéncia (%) N° alelos normais Freqiiéncia (%)
656 A 37 38,5 82 71,3
656 C 27 282 33 28,7
656 A/C* - - 2 1,7
656G 31 32,3 - -

ndo determinados 1 1,0 - -
Total de alelos 96 100 117 100

*656 A/C, duas bases polimérficas em um alelo duplicado com duas copias do CYP21.
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4-Anilise do Polimorfismo de leucinas

O polimorfismo de leucina no éxon 1 também foi utilizado como um marcador para
a caracterizagdo dos haplétipos. Nesse polimorfismo, os alelos apresentam quatro (Leu-) ou
cinco (Leu+) codons CTG para leucina no éxon 1, entre as posigoes 6 a 10 e 6 a 11 da
seqiiéncia do gene CYP21, respectivamente (Rodrigues ef al., 1987; Higashi ef al., 1986;
White et al., 1986).

Duas reagdes de PCR foram realizadas para determinar os polimorfismos de 107
alelos. Na primeira reagdo, amplifica-se um fragmento de DNA de aproximadamente
790 bp especifico de CYP21, utilizando-se os “primers” ProEx1s e Ex3na. Esse fragmento
¢ utilizado como molde em uma segunda reagio “nested” usando-se os “primers” ProEx1s-
Exla, os quais amplificam um fragmento de 128 pb no caso de 4 leucinas e 131 pb no caso
de 5 leucinas. O polimorfismo de leucinas (diferenca de trés pares de base) foi analisado
separando-se o produto de PCR da segunda reagdo em gel de poliacrilamida. Um exemplo
na analise deste polimorfismo é mostrado na figura 18.

Individuos heterozigotos para o polimorfismo apresentam 5 e 4 coédons para
leucinas nos alelos, e portanto apresentam duas bandas no gel de poliacrilamida (figura
18). O individuo heterozigoto controle Leut+/Leu- foi determinado previamente por
seqlienciamento direto do éxon 1 (Lau, 2000). Na familia 70 (linhas 1a, 2a e 3a, figura 18),
o pai (linha 1a) ¢ homozigoto Leu+/Leu+. Por outro lado, a mée (linha 2a) possui delegio
de CYP21 (analise de “Southern blot™); neste caso somente € observado um alelo quanto ao
polimorfismo de Leucina, correspondente ao alelo normal (Leu+/----). Portanto, o padrdo
de bandas do filho afetado (linha 3a) refere-se apenas ao polimorfismo de leucina herdado
do pai. Deste modo, o filho afetado € hemizigoto para leucina (Leu+/----). Na familia 93
(linhas 1b, 2b e 3b, figura 19), o pai (linha 1b), a mée (linha 2b) e a filha afetada (linha 3b)
s30 homozigotos para essa variagdo (Leu-/Leu-). Na familia 92 (linhas Ic, 2c e 3c, figura
19), o pai (linha 1c) apresenta 5 cdédons nos dois alelos (Leut+/Leu+) enquanto a mée (linha
2c) é homozigota para 4 codons (Leu-/Leu-). A fitha afetada (linha 3c) €, portanto
heterozigota (Leut/Leu-). Os levantamentos da freqii€ncia do polimorfismo de leucinas nos

alelos afetados e normais encontram-se na tabela 9.
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Figura 18: Detecgdo do polimorfismo de leucinas em gel de poliacrilamida. As
linhas 1, 2 e 3 representam pai, mie e filho/a afetado/a das familias estudadas. As
letras a, b e ¢ representam os individuos das familias 70, 93 e 92 respectivamente.
M- marcador ladder de 1 kb. C- controle heterozigoto leucinas (Leu+/Leu-). Leu+
= 5 codons para leucinas, Leu- = 4 codons para leucinas.

O polimorfismo de leucinas nos alelos com a mutagdo pontual A8 nao foi determinado

(n=3). O “primer” Ex3na utilizado para o estudo desse polimorfismo ndo amplifica os

alelos com a mutacdo A8, pois se anela somente aos alelos normais. Permaneceram

indeterminados também os alelos de delegdio e conversdo génica com o ponto de quebra

além da mutagdo P30L (n= 16).

Tabela 9: Freqiiéncia do polimorfismo de Leu encontrada nos alelos afetados e normais.

Polimorfismos N° alelos afetados Freqiiéncia (%) N° alelos normais Freqiiéncia (%)
Leu + (5 codons) 63 56,0 66 56,4
Leu — (4 codons) 18 16,0 31 26,5
N3o determinados 32 28.0 20 17,1
Total 113 100 117 100

5. Polimorfismo de T—C na posi¢io 395

Um outro polimorfismo utilizado na identificagdo e caracterizagdo dos alelos afetados

foi o polimorfismo de T—C, localizado dentro do intron 2, na posi¢do nucleotidica 395 a

partir do codon ATG de inicio de transcrigdo do gene (Higashi ef al., 1986). O fragmento

de 790 pb (amplificado com os “primers” ProExls e Ex3na) descrito acima, contendo o

polimorfismo 395T—C, cria um sitio Msp I. Portanto, quando digerido com esta enzima
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produz fragmentos de 298 e 134 pb nos homozigotos “C” e fragmentos de 592 e 134 nos

homozigotos “T"".

A figura 19 exemplifica a analise do polimorfismo 395T—C encontrados na familia
78. O pai é heterozigoto (T/C), a méae (linha 2) € homozigota (T/T) e o filho afetado

(linha 3) é homozigoto (T/T).
pb

Pl 592

<+ 298

Figura 19: Analise do polimorfismo 395T—C por digestdo do fragmento
ProEx1s/Ex3na (790 bp) com Msp L. Os numeros 1, 2 e 3 indicam pai, mae
e filho afetado respectivamente. C, controle heterozigoto (T/C). M,
marcador ladder de 100 pb. Os numeros a direita representam o tamanho
dos fragmentos de restri¢cao gerados.

Outro exemplo do polimorfismo 395T—C ¢é mostrado na figura 20 pela analise da
familia 91. Neste caso, o alelo da mae é afetado por conversdo génica e portanto nao €
amplificado. Assim, o alelo da mde (linha 2) analisado refere-se apenas ao alelo normal
“T” (T/--). O pai (linha 1) é homozigoto “C” (C/C) e o filho afetado (linha 3) apresenta um
alelo “C” do pai e herdou o alelo convertido da mae, portanto ndo apresenta 0 alelo da mae,
sendo hemizigoto (C/--).

pb

1500 —> §

Figura 20: Analise da digestdo do produto de PCR ProEx1s-Ex3na com Msp 1. Os nimeros 1,
2 e 3 indicam pai, mée e filho afetado respectivamente. C, controle heterozigoto (T/C). M,
marcador ladder de 100 pb. Os niimeros a direita representam o tamanho dos fragmentos de

restrigdo gerados pela enzima Msp L.
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Os alelos com a mutagio A8, delegdo e conversdo génica com ponto de quebra além
da mutagio P30L, que permaneceram indeterminados no polimorfismo de leucinas,
também permanecem indeterminados no polimorfismo 395T—C. A freqiiéncia dos alelos

afetados e normais com o polimorfismo 395T—C encontram-se na tabela 10.

Tabela 10: Fregiiéncia do polimorfismo 395T—C nos alelos afetados e normais.

Polimorfismos N° alelos afetados  Freqiiéncia (%) N° alelos normais __Fregiiéncia (%)
305T 60 54 66 56,4
395C 18 16 28 24

nio determinados 35 30 23 19,6
Total 113 100 117 100

6. Anilise dos haplétipes

Os alelos afetados foram caracterizados pela técnica de “Southern blotting” com a
enzima Taq 1 e hibridizagdo com as sondas de C4 e CYP21, possibilitando a triagem de
conversdes, delecdes e duplicagbes génicas no “cluster” génico CYP21/C4. Os alelos
afetados também foram analisados pela técnica de PCR alelo-especifico, pela qual foram
investigadas 8 mutagdes pontuais recorrentes, além de trés polimorfismos intragénicos
(polimorfismo de leucinas, de 395T—C (posi¢do) e de 656A->C). Em uma analise
conjunta incluindo todos os resultados de mutagSes pontuais (ASOH e ASO-PCR),
polimorfismo de C4B, duplicagdes ¢ delegdes das unidades génicas CYP21/C4 e os 3
polimorfismos, foi possivel determinar 58 haplotipos em 107 alelos afetados das 62
familias estudadas. Pela metodologia aqui empregada no foram detectadas mutagGes em 6
alelos investigados, sendo excluidos da contagem dos alelos afetados.

Os haplétipos com delegdo e conversdo génica foram classificados de acordo com o

ponto de quebra. Estes dados estdo mostrados nas tabelas 11 e 12, respectivamente.
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Tabela 11: Haplotipos afetados com delegdo génica de 30 kb.

Polimorfismos Ponto de quebra| N° [Freqiiéncia
haplétipos | Leu F5TIC | %°A/IC>G | «C4B (Figura 15) alelos (%)
1 5 C A - hibrido A 2 20
2 - - G - hibrido B 4 40
3 - - G - hibrido C 3 30
4 - - - 6.4 hibrido C 1 10
Total de alelos 10 100

Em cada linha esta representado um tipo de haplétipo. Delegdo de 30 kb, refere-se ao gene
hibrido CYP21P/CYP21. Leu, polimorfismo para 5 e 4 codons de leucinas. T/C representa o
polimorfismo no intron 2 na posi¢do nucleotidica 395. A/C representa o polimorfismo na
posi¢do nucleotidica 656. A letra G representa a base da mutagdo Sp2. O fragmento de 6,4
kb representa o hibrido C44/C4B. eTaq I RFLP de C4B.

Tabela 12: Haplotipos afetados com converso génica em larga escala.

Polimorfismos Duplicacio Ponto N° |Freqgiiéncia
\CYP2IP/C4B) de quebra | alelos (%)
haplotipos | Leu| T/C |A/C—>G | «C4B Figura 15

1 51 T A 5 333

2 51 T A 1 6,7

3 - - G 1 6,7

4 -1 - 2 13,2

5 - - 1 6,7

6 - - 1 6,7

7 - - 4 hibrido D 1 6,7

8 - - hibrido C 3 20,0
Total de alelos 15 100

Em cada linha esta representado um tipo de haplétipo. Conversdo génica em larga escala
refere-se a alteracdo envolvendo o sitio de retrigdo de Taq 1. Leu, polimorfismo para 5 ¢ 4
codons de leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posig2o nucleotidica 395.
A/C representa o polimorfismo na posigdo nucleotidica 656. A letra G representa a base da
mutagdo Sp2. Dup: duplicagdo de CYP2]1P+C4B,* haplétipo com conversio génica até a
mutacio 8 e duplicagdo de CYP2IP e C4B de 5,4 com a mutagdo V281L. e Tagl RFLP C4B.

Os haplotipos afetados com as mutagSes pontuais Sp2, I172N, Q318X
Q318X/R356W, R356W, V281L, A8, AT (F306+T) e mutagdes raras estdo representados

nas tabelas 13 a 21, respectivamente.
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Tabela 13: Representagdo dos haplotipos afetados com a mutagdo Sp2.

Polimorfismos Delegio de N° Freqiiéncia
haplétipos| Leu| **T/C | %°A/C—G | Taq ICI%LP de| CYP21P/C4B| alelos (%)
1 4 | G 60 - 5 18,5
2 |5 G 60 - 3 11,1
3 5 G 60 - 5 18,5
5 F 54 G |64(C44/C4B) + 1 3,7
6 51 G ] 54 - 9 33,4
7 4| G 5.4 - 1 3,7
8 5 G 54 - 1 3,7
9 5 G - + 1 3,7
Total de alelos 27 100

Em cada linha esta representado um tipo de haplétipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4 codons de
leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posi¢do nucleotidica 395. A/C representa
o polimorfismo na posigdo nucleotidica 656. A letra G representa a base da mutagdo Sp2. O
fragmento de 6,4 kb representa o hibrido C44/C4B. Del representa a dele¢ao de CYP21P/C4B.

Tabela 14: Representagdo dos haplétipos afetados com a mutagdo I1172N.

Polimorfismos Duplicagdode| N° | Fregiiéncia
haplétipos | Leu | **T/C | *°A/C CYP2]P/C4B | alelos (%)
1 4 C L € | - 1 5,3
2 - L C - 4 20,0
3 5 C - 1 53
4 5 ©< - 1 5,3
5 4 C - 2 10,5
6 4 A - 2 10,5
7 AL A + 1 53
8 5 A - 2 10,5
9 5 A - 1 53
10 5 C - 1 53
11 - C - 2 10,5
12 5 A - 1 5,3
Total de alelos 19 100

Em cada linha esta representado um tipo de haplétipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4 codons
de leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posigido nucleotidica 395. A/C
representa o polimorfismo na posi¢do nucleotidica 656. ¢ 7ag I RFLP de C4B.
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Tabela 15: Representacdo dos haplotipos afetados com a mutagdo Q318X

Polimorfismos Duplicacado de N° |Fregiiéncia
haplétipos | Leu | **T/C | *°A/C | «C4B | CYP2IP/C4B | alelos (%)
1 5] - C 54 - 1 11,1
3 511 L A P54 - 2 22,2
4 51 T | A {46,054 + 1 11,1
5 4 T A 6,0 - 1 11,1
6 5 C A 6,0 - 1 11,1
7 - - C 6,0 + 1 11,1
Total de alelos 9 100

Em cada linha esta representado um tipo de hapldtipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4
codons de leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posigdo nucleotidica
395. A/C representa o polimorfismo na posi¢do nucleotidica 656. ¢ Tag I RFLP de C4B.

Tabela 16: Representagio dos haplotipos afetados com as mutagdes Q318X/R356W.

Polimorfismos Duplica¢do de | Mutacdo| N° | Freqiiéncia
haplétipos | Leu | ®T/C | *°A/C | «C4B | CYP2IP/C4B | 2°™ |alelos] (%)
1 - - - | 54 | - - 1 25,0
2 o - P C.154. - - 1 25,0
3 5 1T 1. C } 54 - - 1 25,0
4 5 1’1‘ € |54 + F306+T | 1 25,0
Total de alelos 4 100

Em cada linha esté representado um tipo de haplétipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4 codons de
leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posigdo nucleotidica 395. A/C

representa o polimorfismo na posi¢do nucleotidica 656. ® Tag I RFLP de C4B.

Tabela 17: Representagio dos haplotipos afetados com a mutag@o R356W.

Polimorfismos Duplicacio de N° Freqiiéncia
haplétipos | Leu | >T/C | “SA/C | «C4B | CYP2IP/C4B | alelos (%)
1 4 T C 3,9 - 1 20,0
2 5 C A 6,0 - 2 40,0
3 4 T A 6,0 + 2 40,0
Total de alelos 5 100

Em cada linha esta representado um tipo de haplétipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4 cédons
de leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posi¢do nucleotidica 395. A/C
representa o polimorfismo na posi¢ao nucleotidica 656. ¢ 7aq I RFLP de C4B.
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Tabela 18: Representacgio dos hapldtipos afetados com a mutagao V218L.

Polimorfismos Duplicacio de | Mutacao N° | Fregiiéncia
$SSA/IC>G | «C4B | CYP2IP/C4B | 2™ | alelos (%)

1 T G 54 ] + Sp2 3 37.5
2 T A - 54 | + - 4 50,0
3 3 o A 54 % 1172L 1 12,5
Total de alelos 8 100

Em cada linha esta representado um tipo de hapldtipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4 codons
de leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posi¢do nucleotidica 395. A/C
representa o polimorfismo na posi¢do nucleotidica 656 e G representa a base da mutagdo Sp2.
® Taql RFLP C4B.

Tabela 19: Representagio dos haplotipos afetados com a mutagdo AS.

Polimorfismos Mutagio N° Fregqiiéncia
haplétipos | Leu | **T/C {*A/C—>G | «C4B 23 alelos (%)
1 - - G 5.4 Sp2 1 33,3
2 - - A 6,0 - 2 66,7
Total de alelos 3 100

Em cada linha esta representado um tipo de haplétipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4 codons
de leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posi¢do nuclectidica 395. A/C
representa o polimorfismo na posi¢do nucleotidica 656. A letra G representa a base da
mutagdo Sp2. e Taqg I RFLP de C4B.

Tabela 20: Representagido dos haplotipos afetados com a mutagdo AT (F306+T).

Polimorfismos No Fregiiéncia
haplétipos | Leu | 2°T/C | “PA/C | oC4B alelos (%)
1 5 T A 5,4 1 33,3
2 5 C A 6,0 2 66,7
Total de alelos 3 100

Em cada linha estd representado um tipo de haplétipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4 codons de
leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posicdo nucleotidica 395. A/C representa o
polimorfismo na posi¢do nucleotidica 656. e Tag I RFLP de C4B.

Tabela 21: Representagio dos haplotipos afetados com as mutagdes raras.

Polimorfismos Mutacio N°
haplétipos | Leu ET/C | SPA/C | oC4B rara alelos
1 - T C 5,4 L143P 1
2 5 T C 5.4 L107R 1
3 5 C A 6,0 IVS2AS,A—->G,-2 1
4 4 T C 6,0 H28C+ 1
Total de alelos 4

Em cada linha esta representado um tipo de haplétipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4 codons
de leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posi¢do nucleotidica 395. A/C
representa o polimorfismo na posigdo nucleotidica 656. ¢ Tag 1 RFLP de C4B. Foram
classificadas como mutagdes raras, aquelas mutagGes que n3o s3o provenientes do
CYP2]P. Essas mutagOes raras foram determinadas por Lau (2000).
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Um resumo das tabelas 11 a 21 esta representado na tabela 22 que mostra o nimero

total de alelos e haplotipos afetados encontrados para cada mutagio.

Tabela 22: Resumo do numero de alelos e haplétipos afetados.

Mutagio no CYP21 N° alelos | N°haplétipos

Delegio de CYP21 10
cv CYP21—P 15
Sp2 27
1172N 19
Q318X

V281L

R356W
Q318X/R356W
A8

F306+T

L107R

L142P

H28+C

IVS2AS A—G,-2
total de mutacées 107 58 haplétipos

h—lb—lb—‘b—lMNhuw\lsow"}

Pt et et s D LD LA OO \O

A freqiéncia dos alelos normais das 62 familias analisadas também foi
determinada, somando um total de 119 diferentes alelos (tabela 23). Foram considerados
alelos normais aqueles nd3o relacionados com o fenétipo doente, presentes nos
heterozigotos obrigatorios (pais dos individuos afetados). Os alelos normais foram
caracterizados com a mesma metodologia utilizada para determinar os alelos afetados. Dois
alelos normais dos heterozigotos obrigatérios permaneceram indeterminados e nio foram
incluidos na contagem alélica.

Uma amostragem de 100 individuos controles (sem relagdo com as familias afetadas,
sendo 4 aparentados entre si) foi avaliada quanto a variabilidade numérica dos genes no
“cluster” CYP21/C4, ao RFLP de C4B e ao grau de heterozigose para a mutagio V281L,
ligada a forma tardia (tabela 24). Os individuos controles ndo foram estudados quanto aos
polimorfismos Leu (éxon 1), T>C (na posi¢do nucleotidica 395) e A—C (na posi¢éo

nucleotidica 656).
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Tabela 23. Frequiéncia dos alelos e haplotipos ndo afetados nos heterozigotos obrigatorios.

Polimorfismos Mutagio Duplicagio efou N° | Freqiiéncia

CYP2IP/ delegdio alelos (%)
haplotipos | Leu | T/C} A/C | «C4B CYP21

1 5 C A 6,0 - - 10 8.6
2 5 C A 5,4 - - 9 8.0
3 5 C C 5.4 - - 5 5,0
4 - - C 6,0 - - 8 6,9
5 s |t | A 54 - - 23 19,7
6 5 {T | A 6,0 - - 4 34
7 - |- 1c 5.4 - - 4 3.4
8 - i1t {C 54 - - 2 1.7
9 5 - A 5,4 - - 2 1,7
10 4 T A 6,0 - - 15 12,9
11 4 | T | A 5.4 - - 3 2,56
12 4 T C 5.4 - - 1 0,85
13 4 C A 6,0 - - 1 0,85
14 4 |T{cC 6,0 - - 1 0,85
15 4 C C 5,4 - CV de CYP21P/CYP21 1 0,85
16 5 - A 6,0 - Dup. CYP21P/C4B 1 0,85
17 - T C 6,0 - Dup. CYP21P/C4B 1 0,85
18 4 T A 6,0 - Dup. CYP21P/C4B 4 3,4
19 5 - C 6,0 - Dup. CYP21P/C4B 1 0,85
20 - - C 6,0/5,4 - Dup. CYP21P/C4B 1 0,85
21 4 T A 6,0/5.4 - Dup. CYP21P/C4B 1 0,85
22 4 - C 6,0/5,4 - Dup. CYP21P/C4B 1 0,85
23 5 T | AC 5,4 Q318X* Dup. C4B/CYP21 2 1,7
24 5 C A - - Del. CYP21P/C4B 1 0,85
26 5 T A - - Del. CYP21P/C4B 4 34
25 5 C C - - Del. CYP21P/C4B 1 0,85
27 - - C - - Del. CYP21P/C4B 3 2,56
28 4 T A - - Del. CYP21P/C4B 1 0,85
29 5 - A 5,4 - Del. C44 /CYP21P 1 0.85
30 5 T A 6,4 - Del. C44/B/CYP21P 1 0,85
31 - - C 6.4 - Del. C44/B/CYP21P 1 0,85
32 4 T C 6,4 - Del. C44/B/CYP21P 1 0,85
33 5 T C 6.4 - Del. C44/B/CYP21P 1 0,85
34 4 T A |64/54 - C44/B (2 recombinagbes) | 1 0,85
Total de alelos 117 100

Em cada linha esta representado um tipo de haplétipo. Leu, polimorfismo para 5 e 4 codons de
leucinas. T/C representa o polimorfismo no intron 2 na posi¢do nucleotidica 395. A/C representa o
polimorfismo na posi¢io nucleotidica 656. Dup: duplicagdo de CYP2/P+C4B ou de CYP2IP+C4A4,
del: delegdo de CY2/P+C4B ou de CYP21P/C4A4 ou de CYP2IP/C44/B (6,4). CV: conversio
génica em larga escala de CYP2IP para CYP2/* a mutagdo Q318X pertence a um dos dois
duplicados CYP21 neste alelo. Embora eventos de delegdo e/ou duplicacdo do pseudogene CYP2IP
sejam encontrados como um polimorfismo na populagdo em geral, ndo sdo responsaveis pela
manifestacdo da doenga. ¢ 7ag I RFLP de C4B.
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Tabela 24. Freqii€ncia dos alelos em individuos controles (voluntarios universitarios).

Haplétipos | unidade génica CYP21/C4 | Mutagdo em |RFLP de Taglf N° Freqiiéncia
alterada ou nio CYP21 de C4B alelos (%)

1 Delegio de CYP2IP ¢ C4B - - 9 45
2 Delegdo de CYP2IP ¢ C4B - C44/B 6,4 11 56
3 CV de CYP2IP - CYP2I - 54 1 0,5
4 CV de CYP2IP — CYP2I] - 6,0 1 0,5
5 Dup. CYP21P/C4BP*¥] V281L 5.4 8 4.0
6 Dup. CYP21P/C4BP4¥! - 54 2 1,0
7 Dup. CYP21P/C4B50%] - 6,0 8 4.0
8 Dup. CYP21/C4BP#*] - 54 11 56
9 Dup. CYP21/C4B5# ] Q318X 54 1 0,5
10 - V281L 5.4 1 0.5
11 - V281L 6,0 1 0,5
12 - - 3,9 1 0,5
13 - - 54 70 35,4
14 - - 6,0 69 34,8
15 ndo determinados - - 4 2,0

Total de alelos 198 100%

cv: conversdo génica envolvendo o sitio de restri¢do de Tag 1. Dup= duplicacdo da unidade génica CYP21/C4.
Em cada linha esta representado um haplétipo diferente.

7. Comparacao entre as freqiiéncias de haplétipes semelhantes dos grupos normal

(heterozigotos obrigatérios) e afetado

Para uma melhor visualizagdo com respeito as semelhangas entre haplotipos

normais ¢ afetados, os haplétipos foram organizados em tabelas de acordo com suas

caracteristicas.

O haplétipo 5 entre os alelos normais (tabela 23) foi o mais freqiente. Se

considerarmos as caracteristicas dos polimorfismos intragénicos e o RFLP de C4B, sem

levarmos em conta as mutagdes ou a duplicagido génica, verificamos que também entre os

alelos afetados este haplétipo foi freqiiente (26%, 28 alelos em 107). A tabela 25 mostra a

reorganizagdo desses haplotipos. Da mesma forma as tabelas 26-29 mostram a organizagéo

dos haplétipos semelhantes em ordem decrescente de freqiiéncia.
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Tabela 25: Comparagio dos haplétipos afetados quanto a semelhanga dos polimorfismos

intragénicos em relagdo ao haplotipo 5 da tabela 23.

Polimorfismos Mutacido |Duplicacio N° Freqiiéncia
CYP2IP e/ou alelos (%)
haplétipos |Leu | T/C |A/C «C4B /CYP21 delecao
5(abela23); 5 [T A 54 - - 23 (117) 19,7
6 (tabela 13)| 5 |T G 5,4 Sp2 - 9227 33,4
7 (tabela 13)| 4 |T G 5,4 Sp2 - 127 3,7
8 (tabela 13)| 5 |- G 5,4 Sp2 - 127 3,7
9 (tabela13)] 5 |T G - Sp2 + 127 3,7
5(abela13)| 5 |T G | 6,4(C44/B) Sp2 + 127 37
12 (tabela 14] 5 [T A 5,4 I172N - 1(19) 53
2 (tabela15)| 5 |T A 5,4 Q318X + 29 222
3(tabela15)| 5 |T A 5,4 Q318X - 209 22,2
4 (tabela15)| 5 T A 6,0/5,4 Q318X + 19 11,1
1(tabela18)| 5 |T G 5,4 V281L+Sp2 + 3(8) 37,5
2(abelal18)| 5 |T A 5,4 V281L + 4 (8) 50,0
3 (tabela18)| 5 T A 54 V281L+11721 + 1(8) 12,5
1(tabela20)| 5 |T A 5,4 F306+T - 1(3) 33,3

Tabela 26: Comparagio dos haplotipos afetados quanto & semelhanga dos polimorfismos

intragénicos em relag@o aos haplotipo 10 e 18 da tabela 23.

Polimorfismos Mutacio Duplicacéo N° Freqiiéncia

CYP21P e/ou alelos (%)

Haplétipos |Leu | T/C |A/C | «C4B /CYP21 delecido

10 (tabela 23] 4 T |A 6,0 - - 15(117) 12,9

18 (tabela 23] 4 T | A 6,0 - Dup. CYP21P/C4B {4 (117) 3,4

1 (tabela 13)} 4 T |G 6,0 Sp2 - 527 18,5

6 (tabela 14)| 4 T | A 6,0 1172N - 2(19) 10,5

7 (tabela 14)| 4 T | A 6,0 172N |Dup. CYP21P/C4B | 1(19) 5,3

5 (tabela 15) | 4 T {A 6,0 Q318X - 1(9) 11,1

3 (tabela 17)| 4 T | A 6,0 R356W + (dup) 2(5) 40,0

Tabela 27: Comparagio dos haplétipos afetados quanto & semelhanga dos polimorfismos

intragénicos em relagdo ao haplotipo 1 da tabela 23.

Polimorfismos Mutacio Duplicacao N° Freqiiéncia

CYP21P e/ou alelos (%)
Haplétipos |Leu | T/C |A/C | «C4B /CYP21 delecdo
1 (tabela 23)| 5 C A 6,0 - - 10 (117) 8,6
3 (tabela 13)| 5 C G 6,0 Sp2 - 527 18,5
8 (tabela 14)}] 5 C A 6,0 1172N - 2(19) 10,5
6 (tabela 15) | 5 C A 6,0 Q318X - 109 11,1
2 (tabela 17)| 5 C A 6,0 R356W - 2(5) 40,0
2 (tabela 20) | 5 C A 6,0 F306+T - 2(3) 66,7
3 (tabela 21)| 5 C A 6,0 | IVS2AS,A—-G,- - 1 -

2
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Tabela 28: Comparagio dos haplétipos afetados quanto a semelhanga dos polimorfismos

intragénicos em relag@o ao haplétipo 6 da tabela 23.

Polimorfismos Mutacio Duplica¢io N° Freqiiéncia
CYP2IP e/ou alelos (%)
Haplétipos {Leu | T/C |A/C | «C4B /CYP21 dele¢do
6 (tabela 23)] 5 T | A 6,0 - - 4 (117) 3,4
2 (tabela 13)| 5 T | G 6,0 Sp2 - 327 11,1
9 (tabela 14)| 5 T | A 6,0 1172N - 1(19) 5,3

Tabela 29: Comparagdo dos haplotipos afetados quanto a semelhanga dos polimorfismos

intragénicos em relagdo ao haplétipo 14 da tabela 23.

Polimorfismos Mutacio Duplicacgio N° Freqiiéncia
CYP2IP e/ou alelos (%)
Haplétipos |Leu | T/C |A/C | «C4B /CYP21 delegio
14 (tabela 23] 4 T C | 60 - - 1(117) 0,85
5 (tabela 14)| 4 T C 6,0 1172N - 2(19) 10,5
4 (tabela 21){ 4 T C 6,0 H28C+ - 1 -

A tabela 30 mostra haplotipos mais raros que foram reunidos pela similaridade

dos polimorfismos, embora alguns destes permanegam indeterminados.

Tabela 30: Comparagio dos haplétipos afetados quanto & semelhanga dos polimorfismos

intragénicos em relagio aos haplotipo 7 e 8 da tabela 23.

Polimorfismos Mutacio Duplicacdes, N° |Freqiiéncia

CYP21P/CYP21 conversoes alelos (%)

haplétipos | Leu | T/C |A/CleC4B e/ou dele¢des

7 (tabela 23} - - C| 54 - - 4 (117) 34

8 (tabela 23] - Cl| 54 - - 2 (117) 1,7

1 (tabela 16)] - - - | 5,4 | Q318X/R356W - 1(4) 25,0

2 (tabela 16)| - - C | 54 | Q318X/R356W - 1(4) 25,0

3 (tabela 16) T | C| 54 | Q318X/R356W - 1(4) 25,0

4 (tabela 16)| 5 T | C| 54 | Q318X/R356W/ + 1(4) 25,0

F306+T
1 (tabela 21)| - T |C| 54 L143P 1
2 (tabela 21)] 5 T |{C}| 54 L107R - 1
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A tabela 31 retne os haplotipos afetados que permaneceram com OS

polimorfismos intragénicos indeterminados e por esse motivo ndo puderam ser

comparados com os do grupo normal.

Tabela 31: Haplétipos afetados sem semelhanga aos do grupo normal quanto aos

polimorfismos intragénicos.

Polimorfismos Mutagio Duplicagédo N° Freqiiéncia

cyYyr2ip e/ou alelos (%)

haplétipos |Leu | T/C |A/C | «C4B /CYP21 delecio

4(tabela 13) | 5 - G 6,0 Sp2 - 1 3,7

1(tabela 15) | 5 - C 54 Q318X - 1 11,1

7 (tabela 15) | - - C 6,0 Q318X + 1 11,1

1(tabela 17) | 4 T C 39 R356W - 1 20,0

1 (tabela 19) | - - G 54 A8/Sp2 - 1 33,3

2 (tabela 19) | - - A 6,0 A8 - 2 66,7

A tabela 32 mostra os haplotipos com a mutaggo I172N que ndo foram
correlacionados com nenhum haplétipo do grupo normal, assim como a tabela 33

relaciona os haplotipos normais que ndo tiveram correspondentes no grupo afetado.

Tabela 32: Representagio dos haplotipos afetados com a mutagdo I172N sem

correspondente nos haplotipos normais.

Polimorfismos Duplicacio de | N° | Freqgiiéncia
haplétipos | Leu | °T/C | “°A/C | «C4B | CYP2IP/C4B | alelos (%)
1 4 c | C 6,0 - 1 53
2 - - c | 60 - 4 20,0
3 5 cC | € | 60 - 1 5,3
4 5 % T | C | 60 - 1 5,3
10 5 T C 5,4 - 1 53
11 - - C 5,4 - 2 10,5
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Tabela 33: Hapl6tipos ndo afetados nos heterozigotos obrigatérios sem correspondente

nos haplétipos mutantes.

Polimorfismos Mautacio Duplicagdes, N° |Freqiiéncia
CYP21P/CYP21 conversoes alelos (%)
haplétipos | Leu | T/C (A/C} «C4B e/ou delegdes

2 5 C A 5,4 - - 9 8.0
3 5 Cc | 54 - - 5 5,0
4 - |- [Cc |60 - - 8 6,9
9 5 | - (A | 54 - - 2 1,7
11 4 T A 5,4 - - 3 2,56
12 4 | T |C | 54 - - 1 0,85
13 4 C A 6,0 - - 1 0,85
15 4 C C 5,4 - CV de CYP21PICYP21 1 0,85
16 5 - A 6,0 - Dup. CYP21P/C4B 1 0,85
17 - T C 6,0 - Dup. CYP21P/C4B 1 0,85
22 5 - C 6,0 - Dup. CYP21P/C4B 1 0,85
19 - |- jc 60554 - Dup. CYP21PIC4B 1 0,85
20 4 T A ]16,0/54 - Dup. CYP2IP/C4B 1 0,85
21 4 - C 16,0/54 - Dup. CYP21P/C4B i 0,85
23 5 T %/C 5,4 Q318X* Dup. C4B/CYP21 2 1,7
24 5 C A - - Del. CYP21P/C4B 1 0,85
26 5 T A - - Del. CYP21P/C4B 4 34
25 5 C C - - Del. CYP21P/C4B 1 0,85
27 - - C - - Del. CYP21P/C4B 3 2,56
28 4 T A - - Del. CYP21P/C4B 1 0.85
29 5 - A 5,4 - Del. C44 /CYP21P 1 0,85
30 5 T A 6.4 - Del. C44/B/CYP21P 1 0,85
31 - - C 6.4 - Del. C44/B/CYP21P 1 0,85
32 4 T C 6.4 - Del. C44/B/CYP21P 1 0,85
33 5 T C 6.4 - Del. C44/B/CYP21P 1 0,85
34 4 T A 164/54 - C4A4/B (2 recombinacdes) 1 0,85
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Haplétipos para o “cluster” C4/CYP21 na deficiéncia de 21-hidroxilase

O presente trabalho teve como objetivo principal a caracterizagdo molecular de
haplotipos do “cluster” génico CYP21/C4 para os alelos afetados responsaveis pela
deficiéncia da enzima 21-hidroxilase. Para tanto, foram analisadas a variabilidade
numérica do Jocus CYP21/C4 e os polimorfismos inter e intragénicos.

Trocas de seqiiéncias entre o pseudogene CYP2IP e o gene CYP21 ocorrem com
freqiiéncia e acarretam uma grande variabilidade alélica para o Jocus (Koppens ef al.,
2000). Por outro lado, ha um alto grau de recorréncia de determinadas mutagdes em todas
populagoes estudadas (White e Speiser, 2000). Duas dessas microconversdes, a Sp2 e a
I172N, sd@o as mais freqiientes nas formas perdedoras de sal e virilizante simples,
respectivamente.

A populagdo brasileira ndo foge a regra (Paulino et al., 1999, Bachega et al.,
1999, Witchel ez al., 2000). Os resultados deste trabalho corroboram essa regra através da
amplia¢do em cerca de 50% da casuistica anterior (Paulino et al., 1999). Mutagdes em
geral mais raras como P30L e CL6 (White e Speiser, 2000) foram encontradas apenas em
alelos com delegdo ou com conversédo génicas.

A baixa frequiéncia da dele¢do de 30 kb (aproximadamente 9%) mais uma vez
confirmou os dados anteriores para pacientes brasileiros (Bachega ef al., 1999; Araujo et
al., 1996), em relagdo a maioria das populagées da Europa e dos Estados Unidos
(Ezquieta et al., 1995, Carrera et al., 1993, Koppens et al., 1992, Morel ef al., 1989,
Speiser et al., 1992; Wilson ef al., 1995a). Baixas freqiiéncias para este tipo de mutagio
também foram registradas nos individuos afetados do México e Japdo (Tajima et al.,
1993; Tusie-Luna et al., 1996).

O numero de alelos portadores de delegdo de 30 kb que engloba a regido 3’ do
pseudogene CYP2IP, todo o gene C4B e aregido 5° do gene CYP21, foi 10 em 113 alelos
afetados e foram divididos em 4 haploétipos diferentes. No geral, a variag@o alélica se da
pela composicdo do gene hibrido CYP2IP/CYP21 formado. Assim a divisdo em 3
haplotipos foi segundo o ponto de recombinacgéo (tabela 11). O haplétipo 4 da tabela 11
foi diferenciado do haplotipo 3 pela presenga do hibrido C44/C4B reconhecido pelo
fragmento 7Taq I de 6,4 kb cuja formagio deva ter envolvido 3 passos de recombinagio
independentes (Araujo, 1996). Os trés primeiros hapl6tipos da tabela 11 foram

caracterizados em mais de um alelo afetado ndo relacionado.
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Estudando os tipos soroldgicos de HLA-A, -B, -C, Bf, C4A, C4B e DR ligados as
delegbes de 30 kb do CYP2Il em pacientes nio relacionados na Finlandia, onde a
freqiiéncia deste tipo de alterag@o € de 34%, Levo e Partanen (1997) determinaram que 2
haplétipos deram origem a 7 outros recorrentes na populagdo. No entanto, os sete
haplotipos apresentavam apenas dois tipos de genes hibridos cujos pontos de
recombinacdo se situavam entre duas regides diferentes: um entre os éxons 3 e 4 e, 0
outro entre os €xons 7 ¢ 8. No presente estudo, embora tenha sido encontrada uma
freqiiéncia de delecdes de 30 kb menor que o estudo na Finldndia, o numero de genes
hibridos diferentes nos haplétipos foi maior. E interessante ressaltar que o haplétipo de
maior recorréncia tanto no estudo de Levo e Partanen (1997) quanto no aqui descrito foi
aquele que apresenta ponto de recombinag@o entre as mutagdes A8 e 1172N (tabela 11,
haplétipo 2) indicando que ambos possam ter uma origem comum; sendo introduzido no
Brasil, representaria um efeito fundador para esse alelo. O fato de se observar recorréncia
também para os haplotipos 1 e 3 (tabela 11) pode indicar um efeito fundador
independente para os mesmos, como sugerem Levo e Partanen (1997) para os haplétipos
recorrentes no seu trabalho.

De maneira semelhante a subdivisdo em haplétipos com delecdo, os alelos com
conversdo génica foram primeiramente divididos em haplotipos segundo o ponto de
recombinacdo na formagdo do hibrido CYP2IP/CYP21. Dentro desse critério, foram
observados quatro hibridos (figura 15, A-D). No entanto, dois outros critérios, os de
duplicagdo e RFLP de C4B, subdividiram os alelos com conversdo génica num total de
oito haplétipos. Dentre esses haplotipos, houve um (tabela 12, haploétipo 1) que se
sobressaiu por representar 1/3 dos alelos com converso (33,3%). O gene hibrido nesse
haplotipo apresenta o ponto de recombinag@o entre as mutagdes P30L e Sp2 (figura 15,
hibrido A). Normalmente, eventos de conversio génica em larga escala estdo
correlacionados com o fenétipo PS (White e Speiser, 2000) devido ao fato da maioria dos
alelos possuir genes hibridos apresentando atividade enzimatica nula por ter a parte
correspondente ao CYP21P se estendendo além da mutagéo A8 (Donohoue ef al., 1989;
White ef al., 1988). Com relagdo ao fenétipo esperado para alelos com conversio génica
em larga escala, deve-se considerar a gravidade da altera¢do enzimatica gerada pela

mutagdo presente no gene hibrido. Nos haplétipos 1 e 2 da tabela 12, a Unica mutagio
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presente € a P30L que esta relacionada com a forma ndo classica de deficiéncia de 21-
hidroxilase. No entanto, os pacientes portadores da conversdo dos haplétipos 1 e 2, além
de possuirem a mutagdo P30L, apresentam também a regido promotora do pseudogene
que produz uma atividade funcional de 10-20% da do gene funcional (Donohoue et al.,
1995; Bristow ef al., 1993). Assim os pacientes portadores destes haplotipos apresentam
o fendtipo VS devido & soma dos efeitos da regido promotora do CYP2/P e da mutagédo
P30L. A alta frequiéncia do hibrido A (40%) entre as conversdes génicas faz com que o
perfil da populag@o estudada neste trabalho se diferencie das demais (Levo e Partanen,
1997, Wilson et al., 1995b; Barbat ez al., 1995; Ezquieta et al., 1995); além disso, sugere
um efeito fundador para manutengdo desse haplétipo entre alelos afetados. Dentro das
conversdes génicas, vale ainda ressaltar que os haplotipos 4-7 possam ter tido uma
origem comum dada a semelhanga do polimorfismo de C4B. Isto €, todos compartilham
do fragmento Taq I de 5,4 kb, sendo que os haplotipos 5-7 apresentam a duplicagio
CYP21P+C4BP". O haplétipo 7 se diferencia do 6 pelo fato de que o ponto de
recombinag¢do neste caso encontra-se entre a mutagio V281L e a Q318X (figura 15,
hibrido D).

Como descrito acima, a diferenciag¢@o entre alelos afetados portadores de delegdes
envolvendo CYP21 foi possivel apenas pelo estudo do ponto de recombinagio do hibrido,
a0 passo que, para as conversdes além do ponto de recombinagio do hibrido, os alelos
foram divididos por eventos de duplicagdo e RFLP de C4B. A andlise dessas duas
variagdes possibilitou o estudo da variabilidade do Jocus também em alelos portadores de
microconversdes, nos alelos normais de portadores obrigatorios (pais) e nos individuos
controles (tabela 4). As freqiéncias do polimorfismo de C4B de 6,0 e 5,4 kb foram
praticamente idénticas nos individuos normais (36,2% e 40,3%, respectivamente) e
controles (35,6% e 36,1%, respectivamente) e se encontram em equilibrio de Hardy-
Weinberg (0,2 < P <0,3). No entanto, a fregiiéncia do alelo C4B de 6,0 kb foi 1,5 vezes
maior que a do alelo C4B de 5,4 kb entre os alelos afetados. Uma possivel explicagdo
para esta observagdo sera apresentada mais adiante. Pode-se observar que a variabilidade
numerica das copias génicas no Jocus € significativamente maior nos alelos normais € nos
controles em comparagdo com os alelos afetados. A tabela 33 ilustra este perfil, onde se

verifica o mimero de haplotipos portando os diferentes tipos de duplicagGes e delegGes
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que ndo tiveram correspondéncia nos haplotipos afetados. Uma excegdo se faz aos
haplétipos contendo a duplicagio CYP2IP+C4B™* (hapétipos 11 e 12, tabela 4) que
somente aparece ligado a haplétipos afetados. Isto esta de acordo com outros trabalhos
que consideram a hipétese de que alelos com duplicagdes ou com delegdes de
CYP2]P+C4B mantenham uma relagdo negativa com alelos afetados (Sinnott et al.,
1990; Wedell ez al., 1994). Em nossa casuistica essa ligagdo fica mais evidente quando se
observa o haplétipo de nimero 7 (tabela 4), que possui a delegdo de CYP21P+(C4B e foi
encontrado em apenas 1 alelo afetado, ao passo que foi determinado em 10 alelos
normais e 9 controles. Para auxiliar a separacdo em haplotios distintos, foram incluidos
na tabela 4 dois alelos portadores de mutagdes. O haplétipo de nimero 15 apresenta a
duplicagio de CYP2I+C4BPY associada 4 mutagio Q318X. Como esse haplotipo
apresenta duas copias do gene ativo e apenas uma cOpia possui a mutagio, nio leva a um
fenotipo de HCA. Por outro lado, foi encontrado em trés alelos nos grupos normal e
controle, perfazendo uma frequiéncia de cerca de 1% de heterozigose na populagéo
(3:313). Essa frequiéncia € bastante proxima da freqiiéncia de heterozigotos para as
mutagdes em geral, estimada em 1,6% (Pang, 1988; Miller e Morel, 1989). Portanto, ao
contrario do que supdem Wedell e al. (1994), para a populagdo sueca, esse alelo ndo
deve ser considerado raro entre brasileiros. Assim, este alelo constitui uma fonte de erros
na interpretag@o da condigdo de afetados dentro de um estudo baseado apenas na técnica
de PCR alelo-especifico (De Mello ef al., 1998). O haplétipo de numero 11 que apresenta
a duplicagio CYP2IP+C4B"* associada a4 mutagio V281L e é vinculado a forma ndo
classica de deficiéncia de 21-hidroxilase, foi incluido na tabela 4 por ter sido
determinado em 8 alelos controles, além desses, outros dois (haplétipos 4 e 5)
apresentam a mutagcdo V281L ndo vinculada a duplicagdo. Esses resultados indicam uma
freqiiéncia de heterozigotos para a mutagdo V281L na populagio de 5%,
significativamente elevada em relag8io ao estimado para as mutagoes da forma cléssica,
estd, porém, dentro do esperado para heterozigotos da forma nio classica nas populagGes
em geral (Sherman ef al., 1988; Dumic ez al., 1990).

Para a caracterizagdo de haplotipos com microconversdes, a analise de trés

polimorfismos intragénicos foi adicionada ao estudo da variabilidade intergénica. Antes
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de se dividir os alelos afetados e normais em haplétipos, foram obtidas as freqiiéncias de
cada polimorfismo.

O primeiro polimorfismo analisado foi a variagdo nucleotidica A—C na posigéo
656 no intron 2, onde ocorre a mutagio Sp2 quando a posigdo € ocupada por um G.
Observa-se que a freqiiéncia do alelo A é 2,5 vezes maior que do alelo C no grupo
normal. Por outro lado, no grupo afetado a diferenga entre as freqiiéncias € de 1,4 vezes.
No entanto, se forem somadas as freqiiéncias dos alelos A e G no grupo afetado, soma
esta justificada por motivos que serdo discutidos mais adiante, a proporgdo entre as
freqiiéncias A+G e C se iguala a proporg@o observada no grupo normal, isto € 2,5 vezes
(tabela 8). A freqiiéncia do alelo A de 2,5 vezes maior em relagdo ao alelo C também foi
encontrada por Day ef al. (1996).

Os outros dois polimorfismos, Leu+ ou Leu- (éxon 1) e **T—C (intron 2), esto
localizados no fragmento que se estende do éxon 1 ao éxon 3. Uma vez que a técnica
utilizada para analise desses polimorfismos intragénicos baseou-se inicialmente na
amplificagido do fragmento de 790 pb que engloba o intron 2, levanta-se a possibilidade
de ocorréncia de um artefato da PCR que pode levar a amplificagdo preferencial dos
alelos A e G quando em heterozigose com o alelo C na posi¢do 656 (Lau, 2000, Van de
Velde et al., 1999, Day et al., 1996, Witchel ef al., 1996). Esse artefato € conhecido com
“dropout” de alelos e tem sido considerado como responsavel por freqiiéncias alélicas
que fogem ao equilibrio de Hardy-Weinberg para polimorfismos presentes em posigdes
57 ao éxon 3 (Ozturk et al., 2000, Day ef al., 1996). Para se evitar tal efeito neste estudo,
os individuos que sabidamente eram heterozigotos A/C ou G/C, que apresentavam
homozigose para os dois polimorfismos e, que ndo puderam ser determinados por andlise
da familia, foram considerados indeterminados, evitando-se assim o favorecimento dos
homozigotos.

Dessa forma, observou-se que as freqiiéncias dos polimorfismos Leu+/Leu-,
3T —C ¢ **A—C entre individuos afetados e normais encontram-se dentro do equilibrio
de Hardy-Weinberg (tabela 34). Os valores de P encontrados mostram que um possivel
favorecimento de homozigotos causado por efeito de “dropout” de alelos foi eliminado
pelo critério adotado. Este resultado indica que o uso destes polimorfismos como

marcadores para a defini¢do de haplétipos € adequada.
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Tabela 34. Freqiéncia dos polimorfismos intragénicos segundo o teorema de Hardy-

Weinberg.
Contagem do polimorfismo de Leucinas

Homozigota Heterozigota Homozigota

(Leut/Leut) (Leut/Leu-) (Leu-/Leu-)
N’ de individuos 35 19 4
ND (total) 64
X’(2graus de liberdade) 0,55
0,7<P<028

Contagem para o polimorfismo de 656A—>C
Homozigota (A/A) | Heterozigota Homozigota
(A/C) (C/IC)
Numero de individuos 20 30 9
ND (total) 59
X*(2graus de liberdade) 0,19
0,9<P <095
Contagem para o polimorfismo de 395T>C
Homozigota Heterozigota Homozigota
(/T (T/C) (C/C)

Numero de individuos 32 20 6
ND (total) 64
X(2graus de liberdade) 1,12
0,5<P<0,7

Leu+, 5 codons para leucinas; Leu-, 4 codons para leucinas, X, qui-quadrado.
Todos os valores de P foram maiores que 0,05 indicando que os polimorfismos
encontram-se dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg.

A partir da determinagdo dos polimorfismos individuais, foram obtidos haplotipos
para os alelos portadores de mutagdes e para os alelos normais dos individuos portadores
obrigatérios. Foram determinados 58 haplétipos em 107 do total de 113 alelos afetados,
ao passo que, na analise de 117 alelos normais, foram determinados 34 haplotipos
diferentes. Deve-se ressalvar que alguns haplétipos, tanto entre os afetados como entre os
normais, permaneceram com um ou dois polimorfismos indeterminados, o que aumentou
o namero de hapldtipos nos dois grupos; esse niimero sera com certeza reduzido a medida
que se esclarecerem esses haplotipos.

Para mutagio Sp2, por ser a encontrada em maior freqiéncia em todas as
populacdes estudadas, inclusive na casuistica deste trabalho (30,7%), muitos autores

aventam a hipotese de haver um efeito fundador através da propagagdo de um alelo
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afetado surgido ha muitas gera¢des. Essa hipotese foi demonstrada como verdadeira para
populagdes pequenas e homogéneas como as da Finlandia e Sibéria (Polyakov ef al,
1996; Narko et al., 1995; Speiser et al., 1992; Hejtmancik et al., 1992). No entanto, para
nossa populagdo, altamente miscigenada, deve-se esperar uma variabilidade maior de
haplotipos. Avaliando-se 4 fontes de variabilidade no locus, os alelos para a mutagdo Sp2
dividiram-se em 9 hapldtipos diferentes, mostrados na tabela 13. O haplétipo de nimero
6 representa 1/3 de todos os alelos. Sem considerarmos a presenga da mutagio, esta alta
freqiéncia pode estar refletindo a alta freqiiéncia do haplotipo na populagdo em geral,
como demonstra o haplotipo 5 da tabela 23. Pode-se sugerir que a origem do haplotipo 6
(tabela 13) tenha sido o haplétipo 5 (tabela 23) e que, através de um efeito fundador, o
alelo mutante esteja sendo mantido na populagido. Acredita-se também que o haplétipo 5
e 9 (tabela 13) tenham se originado do 6 através de uma recombinagdo por pareamento
desigual, resultando na delegdo da unidade CYP2/P+C4B; no primeiro, inclusive, houve
a formagdo do hibrido C44/B evidenciado pelo fragmento 7aq I de 6,4 kb que
sabidamente se forma a partir de C4B de 5,4 kb (Paldostir et al, 1987). O mesmo
raciocinio pode ser aplicado ao haplétipo 7, onde a Unica diferenga em relagido ao 6 é no
polimorfismo Leu. Este pode ter sido modificado durante a propagagdo do haplotipo.
Outra suposi¢do que pode ser levantada em relagdo ao haplétipo 7 € a de poder ser
derivado do haplétipo 11 (tabela 23); este, porém, apresenta uma baixa freqiiéncia entre
os alelos normais (3/117). Com relagio ao haplétipo 8, este se diferencia do 6 apenas por
ndo ter sido possivel a determinagio do polimorfismo >**T->C; possivelmente, ele ira se
igualar ao 6 quando se verificar a base que ocupa a posigdo 395 neste alelo. Em resumo,
sugere-se que os haplétipos 5 e 7-9, por terem apenas 1 alelo cada um, sejam originarios
do haplétipo 6, evidenciando seu efeito fundador para a mutagdo Sp2 na forma classica
de deficiéncia de 21-hidroxilase. O resumo da origem desses haplotipos afetados com a
mutag¢@o Sp2 encontra-se na tabela 25. Por outro lado, os haplotipos 1-3 para a mutacgio
Sp2 se diferenciaram dos demais e cada um foi recorrente de forma independente. Na
tabela 23, verifica-se que os haplotipos normais 1, 6 e 10 correspondem aos 3, 2 e 1 da
tabela 13, respectivamente, e sdo igualmente freqiientes na populagéo. Portanto, sugere-
se que cada um desses haplotipos afetados com a mutagdo Sp2 tenham um efeito

fundador independente. O resumo destes dados encontram-se nas tabelas 26-28. Para
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finalizar a discussio dos haplotipos com a mutagdo Sp2, é interessante ressaltar que todos
os haplétipos normais (tabela 23, haplétipos 1, 5, 6 ¢ 10) que provavelmente deram
origem aos haplétipos mutantes apresentam a base A na posigdo 656, que foi substituida
por uma G para gerar a mutagdo. Os resultados da comparagdo entre os haplotipos
normais e mutantes, neste caso, deu suporte para que se efetuasse a soma das freqiiéncias
dos alelos A e G na comparagdo das freqiiéncias alélicas entre o grupo normal e mutante
apresentada acima.

A segunda mutagdo mais freqiiente é a I172N, que no presente trabalho aparece
com uma freqiéncia de 21,6%. Para esta mutagfio foram encontrados 12 haplétipos em
19 alelos afetados, conforme a tabela 14.

Nesse caso a distribui¢do de alelos nos diferentes haplotipos ndo apresentou
diferencas significativas. No entanto, deve-se ressaltar o fato da maioria dos haplétipos
(cerca de 80%) apresentar o fragmento Tag I de 6,0 kb para o gene C4B (tabela 14,
haplétipes de 1-9), configurando claramente um desequilibrio de ligagdo entre o
polimorfismo e a mutagdo, visto que a distribui¢do alélica dos fragmentos C4B de 6,0 e
5,4 kb nos alelos normais e controles € equivalente (tabela 4, haplétipos 1 e 2), ao passo
que para os alelos afetados com I172N a proporgdo do fragmento de 6,0 kb € cerca de 4
vezes maior que a de 5,4 kb; a proporgdo distorcida para alelos com a mutagdo [172N faz
com que o nimero de alelos afetados com C4B de 6,0 kb seja 1,4 vezes maior que o de
5,4 kb (tabela 4, haplétipos 1 € 2). Isso pode ser sugesttvo de que a mutagdo possa ter
surgido primeiramente em um alelo ancestral com essa caracteristica € que posteriomente
foram se diferenciando através da aquisi¢do das outras variagdes, principalmente aquelas
localizadas no intron 2. Esse intron apresenta varios outros polimorfismos além desses
aqui estudados e tem sido considerado um “hot spot” para o surgimento de SNPs (Killeen
et al. 1998; Bobba et al., 1997, Wedell et al., 1992). Vale ressaltar que para o haplotipo 2
ndo foi possivel determinar o polimorfismo de Leut+/Leu- € 0 ¥3T_5C, porque a técnica
utilizada foi limitada pelo artefato da PCR do “dropout”. Ao contrario da muta¢do Sp2,
os haplotipos observados para a mutagdo I172N ndo sdo freqiientes entre os alelos
normais, indicando que provavelmente os haplotipos foram introduzidos em
Cromossomos que ja portavam a mutagdo (tabela 32). Essa diferenca de caracteristica em

relagdio a Sp2 pode estar relacionada a localizagio de cada mutagdo. A Sp2 situa-se no
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intron 2, que, como ja citado, esta sujeito & maior variabilidade, ao passo que a I172N se
localiza no éxon 4, ou seja, em uma regido muito conservada.

A terceira mutagio mais freqiente ¢ a Q318X, presente em 10,2% dos alelos
afetados. Sete haplétipos foram determinados para esta mutagdo e estdo apresentados na
tabela 15. Neste caso, observou-se uma distribuigdo mais homogénea de alelos entre os
diferentes haplétipos, embora possamos considerar que os haplotipos 2, 3 e 4 possam ter
uma origem comum. Os haplétipos 2 e 3 sdo os Unicos recorrentes na amostra. Por sua
vez o haplétipo 3 corresponde ao haplétipo 5 da tabela 23, que € o que apresenta a maior
freqiiéncia entre os haplétipos do grupo normal (tabela 25).

MutagGes mais raras foram também avaliadas quanto aos polimorfismos inter e
intragénicos, gerando diferentes haplotipos (tabelas 16-21).

No entanto, alelos carregando as duas mutagdes Q318X e R356W, embora mais
raros entre os alelos afetados, estdo presentes em 4 haplotipos com caracteristicas muito
semelhantes entre si (tabela 16), o que sugere um efeito fundador marcante, uma vez que
estes haplotipos ndo sdo encontrados entre os normais (tabela 23). Ressalva-se apenas
que dois haplotipos normais, que permaneceram com polimorfismos ndo determinados
(haplétipos 7 e 8), poderdo vir a corresponder ao hapldtipo que carrega as mutagdes
Q318X e R356W (tabela 30). A presenca de mutagdes raras recorrentes no gene CYP2/
foi anteriormente descrita por outros autores (Billerbeck ef al., 1999; Ezquieta et al,
1999), os quais sugerem um efeito fundador para alelos raros dentro de determinados
grupos étnicos. Além disso, esse resultado fornece um dado a mais para confirmar a
suposigdo de que, devido as mutagdes Q318X e R356W serem contiguas na sequéncia do
pseudogene CYP2IP, elas podem ter sido originadas no gene CYP21 através de um tnico
evento de conversio (Paulino ez al., 1999).

A mutagio V281L ¢ caracteristica da forma ndo classica da doenga, porém
aparece aqui em alelos da forma classica, em associagio com mutag3es mais graves. Esse
fato é um reflexo da alta freqiiéncia de alelos afetados com a mutacdo V281L na
populacio em geral. Neste estudo, estimamos esta freqiiéncia em 5%, estudando 198
alelos de individuos controles nio relacionados. A tabela 18 mostra os haplotipos para
essa mutagio nos alelos da forma classica de deficiéncia de 21-hidroxilase. Nota-se que

os haplotipos com a mutagio V218L e duplicagdo de CYP21P/C4B de 5,4 kb (tabela 18)

78



Haplétipos para o “cluster” C4/CYP2! na deficiéncia de 21-hidroxilase

sdo conservados na populagdo, porém foram classificados em 3 haploétipos distintos
devido as mutagdes “secundarias”. Acredita-se que as mutagdes Sp2 e [172N tenham sido
adquiridas apos a formagdo do haplétipo duplicado CYP2/P+C4BP* +V281L. Além da
duplicagdo, verifica-se na area sombreada da tabela 18 a igualdade dos polimorfismos
Leu, **>T—C e ®°*A/C—G nos haplétipos 1, 2 e 3, refor¢ando a evidéncia de uma origem
comum para os 3 haplétipos. No entanto, com base nos polimorfismos intragénicos, mais
uma vez se observa que essa alta recorréncia reflete a alta freqiiéncia do haplétipo 5 da
tabela 23 (tabela 25); nenhum haplétipo com a duplicagio CYP21P+C4B%* foi, porém,
observado entre os haplotipos normais (tabela 23).

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho indicam duas caracteristicas
principais para a recorréncia de haplotipos afetados com as mutagdes para a deficiéncia
de 21-hidroxilase: as mutagdes I172N e Q318X/R356W apresentam um efeito fundador
para haplétipos que s@o raros entre os haplétipos normais, enquanto que as mutagdes Sp2
e V281L apresentam também um efeito fundador, porém o haplétipo recorrente em
ambos os casos corresponde ao haplétipo normal mais freqgiiente (tabela 23, haplétipo
5). Por outro lado, alguns haplétipos afetados recorrentes parecem ter origens
independentes.

Muitos trabalhos avaliam a variabilidade do locus C4/CYP2] estudando
polimorfismos moleculares e haplotipos usando como marcadores os antigenos
sorologicos de HLA e proteinas do C4 (Levo e Partanen, 1997, Donohoue ef al., 1995;
Chu et al., 1992, Helmberg et al., 1992) e, também, microssatélites de DNA localizados
fora do Jlocus (Ezquieta et al., 1997). Neste trabalho, no entanto, foram utilizados
marcadores moleculares intragénicos como uma ferramenta adicional para caracterizacio
dos haplotipos, o que faz com que se diferenciem dos demais para determinag@o
haplotipica. Deste modo, ndo foi possivel estabelecer uma compara¢do dos resultados
deste trabalho, em relagio a variabilidade e ao efeito fundador de alguns haplotipos, com
os de outros trabalhos, torando esses dados inéditos dentro dos estudos que envolvem o

locus C4/CYP21.
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* Foi encontrada uma variabilidade numérica das cépias génicas no Jocus
C4/CYP21 significativamente maior nos alelos normais e nos controles em
comparacdo com os alelos afetados, com exceg¢do dos haplétipos contendo a

duplicagdo CYP21P+C4BP*,

* Os alelos com a mutagdo V281L e duplicagdo de CYP2IP/C4B de 5,4 kb
representam 5% dos alelos de individuos controles ndo relacionados, o que indica

uma alta freqiiéncia de heterozigotos na populagdo em geral.

 Eliminando-se o artefato do alelo “dropout” no favorecimento do homozigoto, os
polimorfismos intergénicos e intragénicos utilizados na caracterizagdo dos

haplotipos encontraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.

» Os haplétipos afetados pela deficiéncia da 21-hidroxilase com as mutagdes

[172N e Q318X/R356W, sugerem um efeito do fundador.
» Os haplétipos com as mutagdes Sp2 e V281L sugerem também um efeito do
fundador, o haplétipo recorrente, em ambos os casos, corresponde ao haplétipo

normal mais freqiiente.

* Os haplétipos afetados com mutagdes raras e recorrentes parecem ter tido origens

independentes.
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