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1. Hiperplasia congénita da adrenal
1.1. A esteroidogénese

As glandulas supra-renais ou adrenais, situam-se nos polos superiores de ambos 0s
rins, s@o compostas pela medula (menor componente) e pelo cortex (80% da glandula). O
cortex. ¢ formado por trés camadas celulares: a glomerular que ¢ a zona mais externa, a
seguir encontra-se a zona fasciculada e a mais interna € a reticular. No cortex adrenal ¢
produzido e secretado um grupo de horménios, que sdo sintetizados a partir do esteroide
colesterol, denominados corticoesteroides. Os dois tipos principais de horménios sdo 0s
mineralocorticoides e os glicocorticoides. Além desses, sdo secretadas pequenas
quantidades de hormdnios sexuais, especialmente hormoénios androgénicos. Esses
hormdnios, em certas anormalidades no cortex da adrenal podem ser secretados em grandes
quantidades resultando, entdo, em efeitos masculinizantes (New e Speiser, 1989; Calliari,
1992; Miller, 1991; New, 1994).

Os mineralocorticoides afetam especificamente os eletrolitos (sodio e potassio) dos
liquidos extracelulares, enquanto que os glicocorticéides mostram um importante efeito no
controle da glicemia. A aldosterona, secretada pela zona glomerulosa do cortex da adrenal,
¢ o mineralocorticoide mais importante e possui, principalmente, a atividade retentora de
sal (Klouda e col., 1978; Gaunt, 1971); o cortisol, secretado na zona fascicular, ¢ o
princtpal glicocorticéide (New e Speiser, 1989). Logo abaixo da zona fascicular, localiza-se
a zona reticular de onde sdo secretados os androgenos (Guyton, 1986; Calliari, 1992).

A sintese do cortisol € controlada pelo horménio adrenocorticotrofico (ACTH),
secretado pela hipofise e pelo hormédnio liberador de corticotrofina (CRH), secretado pelo
hipotdlamo. O nivel circulante de cortisol plasmatico, por sua vez, efetua o controle de
secrecdo de ACTH e CRH num processo chamado de retrocontrole ou “feedback™ negativo
exercido sobre o sistema hipotaldmico-hipofisario-adrenal (Gutai e col., 1977; White e col.,
1987a; New, 1995; Calliari, 1992; New e Speiser, 1989). Desta forma, sempre que a
concentragdo de cortisol se eleva demasiadamente, o retrocontrole reduz, automaticamente,
a secre¢do de ACTH e CRH, reduzindo, assim,consequentemente a formagdo de cortisol
(figura 1A). Do mesmo modo, caso o nivel de cortisol seja muito reduzido, a falta do
retrocontrole resulta em maior liberagio de ACTH e CRH, aumentando o cortisol
(Guyton, 1986; Calliari, 1992).



Do ponto de vista bioquimico o cortisol € sintetisado a partir do colesterol no cdrtex
da adrenal através de varias reagdes catalisadas por cinco enzimas, sdo elas: colesterol
20,22- desmolase, 3f-hidroxiesteréide desidrogenase (3B-HSD), 17a-hidroxilase,
21-hidroxilase (21-OHase) e 11B-hidroxilase (White e col., 1987a; Helmberg, 1993;
New, 1994).

. , estimulo . ) estimulo
Hipotalamo neural Hipotdlamo neural
CRH CRH
\ A
A 4 *
Hipéfise Hipoéfise
A\ A7
ACTH . |g ¢ ACTH
v 12
£ —
Coértex E Cortex
Adrenal Adrenal
CortLisol ;
v
esteroides esteroides
sexuais (A) sexuals (B)

Figura 1 - Retrocontrole negativo do cortisol sobre o eixo hipotalamo-hipofisario em
individuos normais e portadores de HCA.

A Hiperplasia Congénita da Adrenal (HCA) ("DeCrechio, 1865) ¢ definida como um
erro inato do metabolismo dos esterdides adrenais, no qual a produgdo de cortisol esta
prejudicada por uma deficiéncia de qualquer uma das enzimas do ciclo. Os baixos niveis de

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



cortisol provocam um aumento da secregdo de ACTH e CRH decorrente da falta do sistema
de retrocontrole que, por sua vez, acarretara uma hiperplasia da glandula ¢ um grande
actmulo dos hormonios anteriores ao bloqueio (figura 1B). Assim, o quadro clinico
relaciona-se tanto aos horménios em excesso pré bloqueio enzimatico quanto aos
deficientes pos bloqueio (White e col., 1987a; New e Speiser, 1989; Migeon e Donohoue,
1991; White e New, 1992).

Deste modo o termo HCA, refere-se as alteragdes histoldgicas devidas a
hiperatividade glandular crénica, resultante da impossibilidade do cortex adrenal em
secretar niveis plasmaticos normais de cortisol como resposta ao estimulo do ACTH e
CRH. Bioquimicamente, isso se origina da redugo ou auséncia de atividade enzimatica em
um dos estagios da sintese de esterdides. Cada deficiéncia enzimética produz uma altera¢ao
caracteristica tanto no padrio de hormdnios adrenais quanto nos niveis de precursores.
Assim, graus variaveis de desequilibrio hormonal, produzem ampla variagdo de defeitos
clinicos evidenciaveis nos distirbios metabolicos e, também nas anormalidades do
desenvolvimento (Pang e col., 1979).

1.2. Disturbios enzimaticos na HCA

Embora existam varias formas de HCA, todas tém uma etiologia comum: a
deficiéncia de uma das enzimas necessarias para a biossintese do cortisol. Para cada defeito
enzimatico ha a diminui¢do da secregdo de cortisol com aumento do ACTH ¢ CRH
(Migeon, 1989).

A figura 2 mostra um resumo do mecanismo da esteroidogénese da adrenal. Esse
processo ¢é ativado pela ligagdo do ACTH aos receptores da membrana externa das células
do cortex adrenal ativando a adenil ciclase que, por sua vez, estimula uma proteina quinase
dependente de AMP ciclico (cAMP), a qual fosforila a colesterol éster hidrolase,
aumentando portanto, sua atividade. O colesterol das gotas lipidicas citoplasmaticas ¢
imobilizado pela colesterol éster hidrolase e transportado para a mitocondria por uma
“proteina carregadora de esterdis” (White e col., 1987a). O colesterol € entdo metabolizado
a pregnenolona pela primeira enzima da biossintese do cortisol, a colesterol 20,22
desmolase (Pedersen e col., 1987). Esse passo ¢ limitante para o ciclo € a pregnenolona ¢,
assim, o percursor comum para sintese de mineralocorticoides, glicocorticoides e
esteroides sexuais (New e Speiser, 1989; Chung e col., 1986).
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Na via metabolica dos mineralocorticoides, a pregnenolona € convertida por varios
passos enzimaticos até a aldosterona, fazendo parte desta via as enzimas 3B-HSD,
21-hidroxilase e 11B-hidroxilase e, ainda, as enzimas corticosterona metil oxidase tipos I

(CMO I ou 18-hidroxilase) ¢ II (CMO 1I ou 18-metil oxidase) (Gaunt e col., 1971;
New e Speiser, 1989).

Na via metabolica dos glicocorticoides, a pregnenolona e a 17-OHP sdo convertidas
a cortisol por quatro passos enzimaticos: 3B-HSD, 17a-hidroxilase, 21-hidroxilase e
11B-hidroxilase (Finkelstein e Shaefer, 1979; White e col., 1986, New e Speiser, 1989).

Na via metabolica dos esterdides sexuais, a desidroepiandrosterona (DHEA), resulta
da clivagem da 17-hidroxipregnenolona pela 17,20-liase. A DHEA ¢ convertida para
Ad-androstenediona (A4) pela enzima 3B-HSD (Zuber e col., 1986). A A4 € reduzida para
testosterona, pela enzima 17-cetoesterdide redutase (New e Speiser, 1989).

1.2.1 - Deficiéncia da 3p-HSD

A deficiéncia da 3B-HSD foi primeiro descrita por Bongiovanni em 1962
(‘Bongiovanni, 1962). E uma doenga rara sendo transmitida por heranga autossdmica
recessiva. Como o bloqueio ocorre no inicio das trés vias de sintese (figura 2), pode haver
uma menor produgio de aldosterona, cortisol e androgenos (Bongiovanni, 1984).

Ocorre acimulo predominante de DHEA que, pela sua fraca agdo androgénica,
pode ndo virilizar completamente o feto masculino, que nascerd com genitalia ambigua
(falo pequeno, criptorquidia, fusdo labio-escrotal incompleta € com graus variaveis de
hipospadia). O feto feminino nascera com alteragdes discretas geralmente restritas a uma
clitoromegalia (Rhéaume € col., 1994; Pang € col., 1983; Miller, 1991). A razio da menor
masculinizagdo da genitalia externa dos fetos de ambos os sexos, decorre do fato de a 3B-
HSD ser uma enzima essencial nos primeiros passos da biossintese dos esteroides inclusive
nos testiculos € nos ovarios, pois ela € necessaria a transformagdo da DHEA em
androstenediona (Martin ¢ col., 1980; Parks e col., 1971; Zachmann e col., 1979). A
3B-HSD também ¢ necessdria a transformagéo de pregnenolona em progesterona, nesta via
a deficiéncia dessa enzima determina a diminui¢do acentuada de hormonios necessarios &

"BONGIOVANNI, A. M., The adrenogenital syndrome with deficiency of 3-hydroxysteroid-dehydrogenase. .J.
Clin. Invest., 41: 2086-2092 (1962), apud NEW, M. 1. & SPEISER, P. W., 1989.



retencdo de sodio, aumentando a taxa de Obitos decorrentes do desequilibrio
hidroeletrolitico. Dependendo do grau de comprometimento da atividade da enzima, a
perda salina pode ou ndo estar presente (De Perettei e col., 1980; Janne e col., 1970; Janne
e col., 1974; Kenny e col., 1971; Schneider e col., 1975; Sanchez e col., 1994; Chang e
col, 1993). Pode apresentar-se também numa forma tardia que se caracteriza por sinais de
virilizagdo como hirsutismo, acne, aumento do clitoris e irregularidade menstrual (Calliari,
1992; Pang e col., 1985a; Pang e col., 1983; Rosenfield e col., 1980; Lobo € col., 1980).

1.2.2- Deficiéncia da 17a-hidroxilase

A deficiéncia de 17a-hidroxilase ¢ uma forma rara de HCA, sendo que pouco mais
de 120 casos tém sido relatados (para revisio: Yanase e col, 1991). E de heranga
autossomica recessiva. O bloqueio da 17a-hidroxilase diminui a produgido de todos os
glicocorticoides e esteroides sexuais (‘Biglieri € col., 1966; Zachamann ¢ Prader., 1984;
Mantero e col., 1984), com isso o “feedback” negativo do hipotalamo e hipofise fica
impossibilitado acarretando um excesso na secregio de ACTH. Ha, entfio, um grau baixo
de virilizagdo em individuos do sexo masculino com freqiilente ginecomastia. As meninas
apresentam infantilismo sexual, que normalmente nfo é evidenciado até a adolescéncia, e
além disso apresentam amenorréia primaria (Alvarez e col., 1973; Goldsmith e col., 1976;
Abad e col., 1980; Jones e col., 1982). Esse bloqueio causa um desvio para a via de sintese
de mineralocorticdides resultando em niveis excessivos da DOCA e aldosterona o que leva
a hipertensdo (Mantero e col., 1984; White e col., 1987a).

1.2.3- Deficiéncia da 21-hidroxilase (21-OHase)

A deficiéncia da 21-OHase € causa mais freqiiente de HCA contribuindo com, mais
de 95% dos casos (White e col., 1987a, 1987b; Miller e Levine, 1987, New e col., 1989b;
New e col., 1983). Essa enzima participa na sintese do cortisol € aldosterona na adrenal
(White e col., 1989). Na falta da 21-OHase, a 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) ndo ¢
convertida para 11-desoxicortisol, deixando de sintetisar o cortisol eficientemente. Em
conseqii€ncia, ha perda do “feedback” negativo que resulta em elevados niveis de ACTH,
levando a super produgdo e acumulo dos compostos que antecedem o bloqueio: a
progesterona (P) na via dos mineralocortocoides e a 17-OHP na via dos glicocorticdides

‘BIGLIERI, E. G HERRON, M. A. & BRUST, N,, 17-hydroxylation deficiency in man. J. Clin. Invest., 45:
1946-1954 (1966), apud NEW, M. 1. & SPEISER, P. W_ 1989,



("Kowarski e col., 1965); em resposta ao acumulo destes compostos, ha um desvio da
sintese para o sentido de uma maior secrecio de androgenos: a DHEA e a androstenediona
que sdo convertidas para a testosterona. Altas concentragdes plasmaticas desses androgenos
no inicio da gestacio causam virilizacdo da genitalia externa em fetos femininos
(Calliari, 1992).

Essa deficiéncia € clinicamente classificada em duas formas: a forma cldssica, na
qual ocorre o bloqueio total ou parcial da atividade enzimatica, e estd presente ao
nascimento ¢ a forma nio classica (Speiser € New, 1985), que envolve somente bloqueio
parcial da atividade enzimatica, de aparecimento apos o nascimento.

Em 1956, o grupo do Dr. Barton Childs (“Childs e col., 1956) demonstrou que a
forma classica de HCA devido a deficiéncia da 21-OHase ocorria frequentemente em
irmdos, independentemente do sexo, sendo filhos de pais nio afetados. Concluiram, ento,
que era uma doenga genética transmitida de forma autossOmica recessiva, € que 0s
pacientes eram homozigotos para o gene mutante e seus pais, portadores obrigatorios.
Naquela época, a freqiéncia do gene mutante foi calculada como sendo de 1:125.
Entretanto, este calculo foi subestimado devido a ineficiéncia de caracterizagdo de todos
casos. Levantamentos mais recentes nos t€m demonstrado que a freqiéncia do gene
mutante € de 1:50 (Pang e col., 1988). Isto significa que a probabilidade de dois individuos
heterozigotos se casarem ¢ de 1 em 2.500. Como a probabilidade de uma familia desse tipo
ter uma crianca homozigota (afetada) ¢ de 1:4, a frequiéncia calculada de HCA ¢ de
aproximadamente 1:10.000 a 1:15.000 nascimentos nas populagdes brancas (Pang e col,,
1988). Entretanto, este calculo exclui dois grupos, os Esquimés Yupik do Alasca com uma
freqii€ncia de 1:700 (Speiser e col., 1992a) e uma populagdo de Réunion, uma ilha
Francesa no Oceano Indico leste de Madagascar com a incidéncia de 1:2.000, isto se deve
provavelmente aos casamentos consangiiineos (" Hirschfeld e Fleshmen, 1969; Pang e col.,
1982; Pang ¢ col., 1988; White e col., 1987a; White e col., 1989; New ¢ col., 1989a;

"KOWARSKI, A; FINKELSTEIN, J. W.; SPAULDING, J. S,, HOLMAN, G. H. & MIGEON, C. J,
Aldosterone secretion rate in congenital adrenal hyperplasia: a discussion of the theories on the pathogenesis of
the salt-losing form of the syndrome. J. Clin. Invest., 44: 1505 (1965), apud MIGEON, C. J. & DONOHOUE,
P. A, 1991

"CHILDS, B.; GRUMBACH, M. M. & VAN WYK, J. J., Virilizing adrenal hyperplasia: a genetic and
hornonal study. J. Clin. Invest., 35: 213 (1956). apud MIGEON, C. J. & DONOHOUE, A, 1991.

"HIRSCHFELD, A. J.& FLESHMEN, J. K., An ususually high incidence of congenital adrenal hyperplasia. J.
Pediatr., 75: 492-494 (1969).apud NEW, M. 1. & SPEISER, P. W_, 1989.



Helmberg, 1993). A forma ndo classica tem sido observada em uma alta freqiéncia em
populagdes brancas (1:100), aumentando a frequéncia em grupos étnicos (1:27 em judeus
Ashkenazi, 1:53 em hispéanicos, 1:63 em iugoslavos e 1:333 em italianos) (Speiser e col.,
1985; Sherman e col., 1988; Dumic e col., 1990).

A intensidade do bloqueio enzimatico pode ser varidvel e portanto a genitalia
externa pode se apresentar com graus diferentes de virilizagio: desde uma clitoromegalia
até¢ uma fusdo completa de pregas urogenitais, assemelhando-se a uma genitalia do tipo
masculina, porém com gonadas ndo palpaveis. Esses graus de virilizagdo, mostrados na
figura 3 foram descritos por Prader (1958) (Richards e col., 1978; Rumsby e col., 1986;
Miller, 1991; Calliari, 1992). Em contraste, o desenvolvimento dos ovarios, utero € porgio
superior da vagina, se processa normalmente, nio sendo afetado por androgenos. Em casos
extremos, a masculiniza¢do da genitalia externa pode fazer com que tais recém-nascidos do
sexo feminino sejam consideradas como meninos criptorquidicos e criadas como tal, o que
¢ altamente inapropriado para sua formagdo psicossocial (Mulaikal e col., 1987). No
genotipo 46,XY pode haver macrogenitossomia neonatal, porém o mais comum ¢€ a crianga
desenvolver sinais de hiperandrogenismo apos os primeiros 6 a 12 meses de vida
(Miller, 1991; New, 1995).

TIPO DE GENITAL (PRADER)

&)\ O\ \B VP VP
o e S

\,CD/ \,@/ »@/ @ U Q

Figura 3 - Virilizacdo da genitalia externa. Um espectro continuo ¢ mostrado desde uma
genitalia feminina normal até uma masculina normal, em um corte sagital (acima) e uma
visdo perineal (abaixo). Os varios graus de virilizagdo da genitdlia externa, sdo mostrados
nos diagramas I-V. Obtido de MILLER, W. L., Congenital adrenal hyperplasias.
Endocrinol. Metab. Clin. North Am., 20: 721-749 (1991).
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Em ambos os sexos a secreg@o excessiva de andrégeno pela adrenal resulta em uma
pseudo-puberdade precoce, rapido crescimento somatico, com avango da maturagio
esquelética durante os primeiros anos de vida, e consequentemente um adulto com baixa
estatura, devido a fusdo precoce das epifises quando ndo tratado precoce ¢
corretamente.(DiMartino e col., 1986).

Individuos do sexo masculino e feminino quando ndo tratados, além dos problemas
acima citados, podem apresentar aparecimento prematuro de pélos pubianos, acne, odor de
adulto e um crescimento continuo excessivo do pénis ou do clitoris. Pode-se obsevar
também nos individuos do sexo feminino, ovarios policisticos (White e col., 1987a). A
fungfio 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 e col., 1978). No sexo masculino, altos niveis de
androgenos na adrenal podem suprimir a secre¢do de gonadotrofinas. Mas, embora os
niveis totais de androgenos circulantes sejam elevados, os niveis de testosterona nos
testiculos podem estar num nivel subnormal, resultando em uma espermatogénese
deficiente (Urban e col., 1978; Wischusen e col., 1981).

A forma classica, por sua vez tem sido subdividida em duas variantes, uma delas ¢ a
forma perdedora de sal (PS), na qual os individuos afetados, além da vinlizagéo,
apresentam perda de sal devido a deficiéncia da sintese de aldosterona, na outra forma os
pacientes ndo apresentam perda de sal, sendo chamada de virilizante simples (VS)
(New € Levine, 1984; New, 1994).

O disturbio classico da deficiéncia da 21-OHase perdedora de sal, ocorre em cerca
de 2/3 dos casos. Nessa forma, além dos efeitos virilizantes devidos ao excesso de
androgeno, ocorre uma poliuria osmotica por aumento de excre¢do de sodio urinario,
consequiente de uma produgfio deficiente de mineralocorticoide, principalmente da
aldosterona (Fife e Rappaport, 1983). Muitas vezes a poliuria ndo ¢ notada pelos pais e
evolui com desidratagdo, vOmitos € acidose metabodlica (New, 1995; Calliari, 1989;
Miller, 1991; White e col., 1987a). Pacientes nfo tratados podem ir a obito nas primeiras
semanas de vida pela incapacidade de reter o sodio (New e Levine, 1984). Cerca de 1/3 dos
casos de deficiéncia da 21-OHase sdo da forma VS que podem sintetisar quantidades
suficientes de aldosterona (Strachan, 1989; 1990). Isso é possivel considerando-se que em
base molar, a razio de sintese de aldosterona e cortisol ¢ de 1 para 1.000, por isso a
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reducdio parcial da atividade enzimatica pode levar a apenas sintomas de deficiéncia de
cortisol (Helmberg, 1993).

Pacientes com a deficiéncia da 21-OHase 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 doenga muitas vezes € citada como
“adquirida”, “tardia” ou “atenuada”) (Laron e col., 1980; Kohn e col, 1982). Essas
manifestagdes podem variar em gravidade, deste modo pode ser dificil distinguir
clinicamente individuos masculinos com a doenga virilizante simples de individuos
masculinos com a forma nfo classica da deficiéncia. Em contraste, alguns individuos,
embora apresentem anormalidades bioquimicas semelhante da forma ndo classica da
deficiéncia, permanecem assintomaticos (forma “oculta” ou “criptica”) (Levine e col,
1981). Os pacientes com a forma ndo-cldssica demonstram aparecimento de pilificagdo
pubiana precoce, pélos axilares, hirsutismo, acne, irregularidade menstrual e/ou
infertilidade. Concomitantemente pode haver acelerag@o no ritmo de crescimento € avango
da idade 6ssea (Calliari, 1992; Migeon e col., 1980; Speiser ¢ New, 1985; White e col.,
1985; New e col., 1989a; Feldman, 1992; New, 1994).

1.2.4. Deficiéncia da 11p-hidroxilase

A deficiéncia da 11B-hidroxilase € a segunda causa mais freqiiente de HCA, depois
da deficiéncia da 21-OHase; é responsavel por aproximadamente 5% a 8% dos casos. E de
origem autossdmica recessiva, ocorrendo aproximadamente 1 em 100.000 nascimentos na
populagio branca em geral (Zachmann e col., 1983; Bongiovanni, 1978; New ¢ col., 1983;
Rosler ¢ col., 1982; White e col., 1987b; Helmberg, 1993). O bloqueio enzimatico
determina uma redugio da sintese de aldosterona e do cortisol, com acumulo da
desoxicorticosterona (DOCA), na via do mineralocorticoide, € de 11-desoxicortisol
(composto S), na via do glicocorticéide. O acimulo da DOCA promove uma retengdo de
sédio e agua, levando ao aumento da volemia e hipertensdo arterial em ambos 0s sexos
(Kowarski e col., 1968; Zadik e col., 1984; Sonino e col., 1980). Os compostos acumulados
anteriores ao bloqueio causam um desvio aumentando a produgio de andrégenos que leva a
virilizagdo da genitalia externa nos mesmos moldes que a deficiéncia da 21-OHase. A
forma tardia da deficiéncia da 11B-hidroxilase é caracterizada por leves anormalidades
bioquimicas e sintomas de excesso de andrégenos, semelhantes aqueles observados na
forma ndo classica da deficiéncia da 21-OHase (Calliari, 1992).
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Nesse trabalho iremos nos ater ao estudo da HCA devido a deficiéncia da 21-OHase
pois se trata de uma das patologias enddcrinas mais importantes, por sua alta freqiiéncia,
gravidade e pelas complica¢des psicossociais da inadequagio sexual em individuos do sexo
feminino. Devido a estes motivos esse tipo de hiperplasia tem sido também o mais
estudado ao nivel molecular.

2. A HCA e sua ligaciio com o sistema HLA

O complexo principal de histocompatibilidade, designado complexo HLA
(“Human Leukocyte Antigen”) ocupa um segmento de aproximadamente 3.500 quilobases
(kb) no brago curto do cromossomo 6 (Dupont e col., 1977; Miller, 1988). O complexo
HLA contém quatro principais /oci contendo antigenos de transplantes. O complexo génico
HLA-A, -B e -C codifica as moléculas dos antigenos de classe I (Steinmetz and Hood,
1983), e as sub-regides de genes HLA-DR, -DQ e -DP, determinam as moléculas dos
antigenos de classe II (Kaufmann e col., 1984), cujos produtos génicos sio glicoproteinas
de superficies altamente polimorficas envolvidas na discriminagdo de “proprio” e “néo-
préprio” pelo sistema imune. A regido de classe III (Chaplin e col., 1983; Carrol ¢ col.,
1983; Carrol ¢ col., 1984a; Carrol e col., 1984b) do HLA, foi mapeada entre os antigenos
das classes I e II (Olaisen ¢ col.,, 1983) e contém genes para o segundo e o quarto
componentes (C2 ¢ C4) da via classica do complemento e para o fator propedina B (Bf)
(Robson e Lamm, 1984; O’Neill e col., 1978).

Os estudos de populagdes e de familias afetadas com HCA devido a deficiéncia da
21-OHase demonstraram um desequilibrio de ligagdo de certos haplotipos soroldgicos do
HLA e varias condigdes de doengas, incluindo alotipos caracteristicos do complemento C4.
A ligagdo entre o complexo HLA e a HCA devido a deficiéncia da 21-OHase foi
inicialmente relatada por Dupont e col. em 1977 e subseqiientemente, confirmada em uma
grande série de familias (Levine e col., 1978; Klouda e col., 1980; Pollack e col., 1979b;
Pucholtz e col., 1978). A forma grave PS de HCA, por exemplo, foi encontrada em
associagdo com o hapldtipo HLA-A3;Bw47;Bf*F,C2*C;DR7 com uma alta freqiéncia
(O’Neill e col., 1982). Esse haplotipo também carregava um alelo nulo em um dos /oci C4,
mas como ndo era possivel distinguir eletroforeticamente entre os padrdes C4A*Q0(nulo);
C4B*3 e C4A*1; C4B*QO, portanto ndo ficou claro se o alelo nulo era do /ocus C4A ou
C4B. Algum tempo depois, foi demonstrado que esse alelo possuia uma dele¢do que
incluia o gene para o citocromo P-450 especifico para 21-OHase (White e col., 1984a).
Assim, se presumiu que o gene 21-OHase era adjacente ao /ocus C4. Da mesma forma, as
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duplicagdes no gene C4 também eram observadas particularmente associadas ao hapidtipo
HLA-B14;DR1 (Carrol € col., 1984a; Raum e col., 1984). Esse haplotipo mostrou forte
associa¢do com a forma tardia da deficiéncia da 21-OHase (Pollack e col., 1981), porém o
papel dessa duplicagio no desenvolvimento da doenga ¢ desconhecido. Por outro lado, o
hapiotipo HLA-A1;B8;DR3, que também tem sido associado a um alelo que carrega
somente um gene C4 ¢ um gene da 21-OHase, ¢ considerado negativamente associado a
doerca (Awdeh e col., 1983). Esses estudos de associagdes combinadas as evidéncias de
delegdes nessa regido ja apontavam para a existéncia de dois genes, um ativo e um inativo,
para a 21-OHase antes mesmo da sua caracterizagdo (Price e col.,, 1978; Dupont e col.,
1984; White e col., 1985; Carrol e col., 1985b; Garlepp e col., 1986; Strachan, 1990).

3. O “cluster” génico da enzima 21-OHase

3.1. A enzima 21-OHase

Das cinco enzimas envolvidas nos principais passos para a sintese do cortisol a
partii do colesterol na adrenal, quatro pertencem a familia citocromo P-450. Sio elas: P-
450scc (20,22-Desmolase), P-450c17a (17a-hidroxilase), P-450c21 (21-OHase) e P-
450c11B (11B-hidroxilase) (Miller, 1991). O Citocromo P-450 ¢ um termo genérico dado a
um grande nimero de enzimas oxidativas, todas elas apresentando aproximadamente 500
residuos de aminoécidos e contendo um dnico grupo heme. Sdo assim denominados
(P-450-pigmento 450) pois tém a capacidade de absorver luz no comprimento de ondas de
450nm quando reduzidos com monoxido de carbono. Existem por volta de 200 tipos de
citocromos P-450 (Gonzalez e Nebert, 1990). No entanto, a converséo no cortex da adrenal
da 17-OHP para 11-desoxicortisol pela 21-OHase foi de fato a primeira fungdo designada a
um citocromo P-450 ("Estabrook e col., 1963).

A enzima 21-OHase foi isolada por Kominami e col. (1980) e foi, entdo, designada
P-450c21 ou P-450XXIA, seguindo a nomenclatura usada para essa classe de proteinas. O
citocromo P-450c21 € um polipepitideo simples com um peso moiecular de 52.000 D. Esta
proteina € bastante conservada nas varias espécies (P-450c21 bovino tem 496 aminoacidos,
na espécie de roedores tem 487 aminoacidos € na espécie humana 494 animoacidos).

"ESTABROOK, R. W.; COOPER, D. Y.. & ROSENTHAL, O., The light reversible carbon monoxide
inhibition of the steroid C-21-hydroxylase svstem of the adrenal cortex. Biochem. Z, 338: 741-755 (1963),
apud em KOMINAMI e col., 1980.
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O isolamento e purifica¢do da proteina P-450c21 bovina possibilitou o progresso no estudo
molecular com subsequente localizagdo e caracterizagdo do gene do citocromo P-450c¢21
bovino (White e col., 1984b) e em seguida do gene humano (White e col., 1984b;
White e col., 1985).

3.2. Mapeamento e clonagem do gene da 21-OHase

Como descrito acima, apos o isolamento e caracterizagdo da proteina P-450c21 a
partir das glandulas adrenais de bovino, White e col. em 1984 (White e col., 1984b)
construiram uma biblioteca de cDNA com mRNA da adrenal de bovino, a partir da qual
isolaram um cDNA que foi fundamental para o isolamento do gene humano e para os
estudos moleculares posteriores da HCA devido a deficiéncia da 21-OHase.

White e col. (1985) usaram o cDNA bovino como sonda para isolar o clone de
cDNA de uma biblioteca de adrenal fetal humana. Esse clone foi chamado de pC21/3c e
contém cerca de 2000 pb sendo um cDNA quase completo, faltando apenas 100-200 pb
correspondentes ao terminal 5' do mRNA.

Como citado anteriormente, estudos de mapeamento genético ja indicavam que o
gene para a deficiéncia da 21-OHase se localizava entre os locos HLA-B e HLA-DR assim
como os genes de histocompatibilidade da classe III, que sdo o segundo componente do
complemento C2, o fator Bf e os genes que codificam para as duas formas do quarto
componente do complemento (C4A e C4B) (Dupont e col., 1977; Dupont e col., 1980).
Dessa forma, usando as sondas de cDNA do C4 e do pC21/3c, White e col. (1985) isolaram
dois clones de cosmideos que ndo eram sobreponiveis caracterizando, entdo, a existéncia
de dois genes para a enzima 21-OHase. Paralelamente, Carrol e seu grupo na Inglaterra
desenvolviam estudos de mapeamento da regiio do HLA, estudando a organizagdo
genomica dns genes para os componentes C4 do complemento (Carroll € col., 1984b).
Usando uma estratégia diferente publicaram os resultados de seus estudos mostrando a
organizagdo dos genes C4 e 21-OHase duplicados e orientados em tandem (Carroll € col.,
1985a). Portanto, dois grupos (White e col., 1985; Carroll e col., 1985a), quase que
simultaneamente, estabeleceram que o genoma haploide humano inclui dois genes que
codificam para a 21-OHase, os genes foram denominados CYP21B e o CYP21A (CYP de
“cytochrome P”). Esses genes estéo localizados a aproximadamente 3 kb do terminal 3’ dos
dois genes que codificam para o complemento C4, o C4B e o C4A, que sdo altamente
homologos (99%) entre si (Strachan, 1989; Migeon, 1991; White ¢ col., 1984b; White ¢
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col., 1985; White e col., 1986; Rumsby ¢ col., 1988; Carrol e col., 1985a; Werkmeister ¢
col., 1986).

Todos esses estudos puderam entfio determinar que esses quatros genes CYP21B,
C4B, CYP21A e C4A, estdo contidos num segmento de DNA de aproximadamente 60 kb
localizado no brago curto do cromossomo 6 (6p22.3), dentro do complexo de
histocompatibilidade na classe III do HLA, entre os antigenos leucocitarios humanos HLA-
B e HLA-DR e sdo transcritos numa mesma diregdo e, em ordem alternada. As figuras 4A e
B ilustram esses achados (Dupont e col., 1980; Bias e col., 1981; Carrol e col., 1984a;
White € New, 1992). Tal organizagio sugere que em algum momento durante a evolugéo
tenha havido uma duplicagdo de um segmento contendo um gene ancestral de C4 e de
CYP21 produzindo uma orientacio em tandem de um segmento de DNA em questio
(Strachan, 1989 e 1990; Dodds, 1990). A média de tamanho das unidades repetidas
C4/CYP21 é cerca de 30 kb, mas unidades individuais podem ter até 33 kb (unidades
longas) ou 26,5 kb (unidades curtas) em conseqiiéncia de um polimorfismo no gene C4
(Paldosttir e col., 1987).

Apds o isolamento do cDNA da 21-OHase humana de adrenal e a determinagdo de
que havia dois genes codificando para essa enzima, os estudos moleculares avangaram
rapidamente. A indicagdo de que somente uma copia do gene era ativa (White e col.,
1984a) se confirmou através do estudo de sequéncias dos dois clones gendmicos isolados.
Novamente, dois trabalhos foram publicados quase que simultaneamente descrevendo a
estrutura gendmica desses genes a partir de clones oriundos de bibliotecas gendmicas
diferentes (Higashi e col., 1986; White e col., 1986). Comparando as estruturas dos dois
genes, ambos trabalhos concordam que o gene ativo € o CYP21B o qual ¢ codificado num
fragmento de 3,3 kb contendo 10 exons formando um quadro de leitura aberto de
494 amino-acidos (Rodrigues e col., 1987).

Embora os dois genes, CYP21B e CYP21A, tenham aproximadamente 98% de
homologia entre suas seqiiéncias de nucleotideos (exons), o gene CYP21A foi considerado
um pseudogene, devido a algumas diferengas na sua sequéncia. Sdo elas: uma delegio de
oito pares de base (pb) no 3° exon causando um “frameshift” que gera um codon de
terminagdo logo abaixo; uma inser¢do de um par de base no 7° exon; e uma transi¢do C-T
no 8° exon, todas impediriam a sintese da proteina funcional (Rodrigues e col., 1987;
Higashi e col., 1986; White e col., 1986). Na verdade, nenhum transcrito do gene CYP21A
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foi detectado quando se hibridizou mRNA da adrenal com sonda especifica do pseudogene
(Higashi e col., 1986), assim ndo ficou claro se ele ndo € transcrito ou se produz uma
proteina inativa cujo mRNA ¢ muito instavel para ser detectado. Além dessas, outras
diferencas a nivel de sequéncia foram encontradas do pseudogene e constituem mutagdes
pontuais (White, 1989; Higashi e col., 1988b; Higashi € col., 1991, Haglund-Stengler e col.,
1990; Tusie-Luna e col., 1990; Partanen ¢ Campbell., 1991; Wedell e col., 1992; Wedell ¢
Luthman., 1993; Speiser e col., 1992b; Owerbach e col., 1992; Helmberg, 1993, New,
1994).

3.3. Mapa de restri¢io

Desde o isolamento do primeiro clone de 21-OHase bovina em 1984 sabe-se que o
DNA gendmico humano digerido com algumas enzimas de restrigdo e hibridizados com
sondas de cDNA de 21-OHase de adrenal produzem duas bandas. White e col. (1984a)
usaram dessa caracteristica para estudar pacientes de HCA testando a hipotese de que o
defeito ligado ao HLA envolvia o gene estrutural para a proteina. Esse estudo foi o
primeiro de uma série de outros donde se concluiu que os genes CYP21B e CYP2IA
presentes no DNA gendmico humano s3o distinguidos em analise de “Southern blot” pela
presenga de dois fragmentos de restrigdo caracteristicos produzidos por digestdo com varias
enzimas de restri¢io (Higashi e col., 1986; Rumsby e col., 1988; Donohoue € col., 1986a;
Mormnet e col., 1986b). Assim, as delegdes do gene ativo CYP21B responsaveis por HCA
poderiam ser detectadas por um “Southern blot™ onde o fragmento correspondente estaria

ausente.

A enzima Tagq I, por exemplo, detecta um polimorfismo de sitio de restrigio muito
proximo dos genes possibilitando a distingdio entre CYP21A e CYP21B. Apos digestdo
com Tag I, o gene CYP21A ¢ caraterizado em um fragmento de 3,2 kb e o gene CYP21B,
um fragmento de 3,7 kb, quando hibridizados com uma sonda de cDNA para o gene da
21-OHase. A diferenca no tamanho dos fragmentos, deve-se a um sitio extra de 7aq I na
extremidade 5° da seqiiéncia do pseudogene CYP21A (Higashi e col., 1986; White e col.,
1986). Existem dois outros fragmentos que sdo caracterizados com a enzima 7aq I, um de
2,4 e 2,5 kb que correspondem as seqiiéncias de DNA proximas ao terminal 3° dos genes
CYP21A e CYP21B, respectivamente, ¢ que sdo fracamente detectados com a sonda de
cDNA devido ao baixo grau de homologia (Garlepp e col.,, 1986). Outras enzimas que
também detectam polimorfismos de sitio de restrigio para uma distingdo entre os dois
genes CYP21 sdio encontradas. Da mesma forma que a enzima 7aq I, a enzima Kpn [
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distingue um sitio extra na extremidade 5° do gene CYP21B, caracterizando-0 em um
fragmento de 2,9 kb em oposi¢do a um fragmento de 4,0 kb do pseudogene CYP21A
(Higashi e col., 1986; White e col., 1986). A digestdo com a enzima Bg/ Il produz um
fragmento de 12 kb correspondente ao pseudogene CYP21A e um fragmento de 10 kb
correspondente ao gene CYP21B, a diferenga ¢ causada por um sitio de Bg/ Il presente na
extremidade 3’ presente somente no CYP21B (figura 4B) (Donohoue e col. 1986a; White e
col., 1988).

Embora o estudo dos loci CYP21 fornegam muitas informagdes com respeito a
orgarizagdo dos genes, o estudo complementar dos /oci C4 constitue numa ferramenta
bastante util para esclarecimento de algumas situagdes. Utilizando a mesma enzima de
restri¢do empregada para a analise dos /oci CYP21, como por exemplo a enzima 7aq I, e
uma sonda de um cDNA correspondente ao terminal 5° dos genes C4, o gene C4A
apresenta um fragmento de 7,0 kb e o C4B, um fragmento de 6,0 ou 5,4 kb (figura 4B)
(Sinnott e col., 1989; Yu e Campbell, 1987; Yu, 1991), a variagdo dos tamanhos dos
fragmentos de restrigdo para o C4B ¢ devido a um polimorfismo descrito por Paldostir €
col., (1987) nesse locus. O gene C4A tem 22 kb de comprimento e codifica um mRNA de
5 kb. O gene C4B existe em duas formas: uma longa (22kb) e uma curta (16 kb) devido a
presen¢a de um intron de 6,5 kb no terminal 5° do gene somente na forma longa. Como
resultado desse polimorfismo, o terminal 5° do C4B ¢ caracterizado por fragmentos Tag 1
de 6,0 e 5,4 kb, correspondendo aos genes C4B longo e curto, respectivamente, mas, 0
terminal 5° do gene C4A pode ser distiguido de ambos porque produz um fragmento 7aq I
de 7,0 kb.

4. Rearranjos no “cluster” do gene da 21-OHase e HCA

Uma conseqiiéncia esperada da organizagio repetida em tandem dos genes CYP21
e C4 & que esta favorece eventos de “crossover” desigual nessa regido (Strachan, 1989,
Strachan, 1990; Stracham, 1991). Devido ao alto grau de homologia observado entre as
duas unidades vizinhas C4B/CYP21B e C4A/CYP21A, ha uma probabilidade
significativamente alta de acontecer um emparelhamento cromossémico desigual durante a
meiose [ (Collier e col., 1989; Sinnott e col., 1990), quando podem ocorrer processos de
quebra e regeneragdo de ligagdo entre cromatides mal emparethadas produzindo cromatides
irmis assimétricas € gametas com um numero varidvel de unidades completas
(Werkmeister e col., 1986; Strachan, 1989; White e col., 1987b; Miller ¢ Morel, 1989;
White e New, 1992). Em conseqiiéncia do emparelhamento desigual dos cromossomos,
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podem acontecer varios rearranjos como 0s propostos por Helmberg e col. (1993)
mostrados na figura 5. Os diferentes alelos encontrados nas populagdes estudadas e a
localizagio dos eventos de “crossover” ja mapeados, indicam que estes podem ocorrer em
varios pontos da unidade génica de 30 kb (C4/CYP21) tanto dentro do gene da 21-Ohase
(Heimberg e col., 1992 e 1993; Higashi e col., 1988a; White € col., 1988, Dunham e col.,
1989; Collier e col., 1989; Haglund-Stengler e col., 1991; Bormann e col., 1992) bem como
dentro do gene do C4 (figura 5 pontos b-f). Na figura 5b e Sc o “crossover” desigual produz
alelos com duplicagdo de C4A/CYP21A e delegio dos mesmos dependendo se o
“crossover” acontecer fora (b) ou dentro (c) dos genes para o C4, esses alelos sdo
frequentemente encontrados na populagio normal indicando que essa possibilidade néo se
restringe somente a uma hipotese (Speiser e col., 1988). Apesar dos alelos com a delegéo
C4A/CYP21A ndo estarem relacionados com a doenga, eles podem predispor o portador a
gerar novos alelos deficientes da 21-OHase, por facilitar o emparelhamento cromossomico
desigual na meiose, onde uma tnica unidade C4/CYP21 presente em um alelo confronta-se
com duas unidades de um alelo normal, por essa razdo foi considerado como sendo uma
“pré-mutagdo” (Sinnott e col., 1990). O “crossover” proximo a extremidade 5' dos genes
CYP21 gera dois gametas um com duplicagdo de uma unidade CYP21A/C4B e um com
delegdo de uma unidade CYP21A/C4B (figura 5d). Porém, de importincia imediata ¢ o
“crossover” dentro ou, nas extremidades e 3' dos genes CYP21 (figura 5 e-f). No ponto f de
“crossover” s3o gerados gametas com a duplicagio ¢ com a delecdo de uma unidade
C4B/CYP21B. No entanto, se 0 “crossover” ocorrer em um ponto dentro dos genes CYP21
(figura 5¢), o haplétipo resultante da delegdo de aproximadamente 30 kb, sera portador de
um gene de fusdo proveniente da dele¢io que se extende desde a por¢do 3” do pseudogene
CYP21A, envolve todo o gene C4B e a porgdo 5° do gene CYP21B funcional, formando
um gene hibrido CYP21A/CYP21B néo funcional com caracteristicas 5’ de CYP21A e 3
de CYP21B. Estes alelos geralmente sdo referidos com a expressdo generalizada, porém
erroneamente empregada, de “delegdo de CYP21B” (Higashi e col., 1988a; Urabe ¢ col.,
1990; Helmberg e col., 1992; Bormann e col., 1922). White e col. 1988 descreveram uma
forma de reconhecer essa estrutura hibrida em casos de HCA analisando o padrdo de
restri¢do das regides 5' e 3' do gene (figura 4C). Cromossomos com multiplas unidades C4-
CYP21, por exemplo triplicados (Werkmeister ¢ col., 1986) ou mesmo quadriplicados
(Collier e col., 1989) tém sido identificados como resultados putativos de produtos de
divisio complementares criados por mecanismos de emparelhamento desigual com
subsequente cruzamento desigual.
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Desta forma, o “crossover” desigual ndo gera somente um tipo definido de delecdo
ou de duplicagdo, mas pode, dependendo da sua exata localiza¢do, produzir um grande
numero de alelos diferentes, com significados funcionais variaveis.

Assim, a deficiéncia da 21-OHase pode estar associada com a auséncia completa ou
de uma parcela critica do gene funcional CYP21B (White e col., 1984b; Carroll e col,,
1985h; Werkmeister e col., 1986; Donohoue € col., 1986a; Rumsby ¢ col., 1986; Schneider
e col., 1986).

Todos esses rearranjos € a possibilidade de se detecta-los em “Southern blot” €
ainda a ligagdo de eventos de delegdo de CYP21B e C4B com a forma cléassica perdedora
de sal de HCA estimularam os estudos de analise desses /oci em pacientes com HCA.

Os primeiros trabalhos publicados no final da década de 80, estudando as alteragdes
moleculares em casos graves de HCA, descrevem uma freqiiéncia de delegdes em casos de
HCA de aproximadamente 30% indicando que outros rearranjos ou mutagdes poderiam ser
responsaveis pelo fendtipo doente.

O trabalho de Werkmeister e col. (1986) descreve 25% de delegdes nos alelos
afetados encontrando também uma associagdo dos alelos com duplicagdes com a forma
ndo classica da doenga e, ainda, Jospe e col. (1987) determinaram 32% de dele¢do da
unidade C4B/CYP21B em seus pacientes com a forma classica de HCA. Em contraposigéo,
no comego do ano de 1986 Rumsby e col. (1986) fizeram uma andlise do padrdo de
hibridizagdo de 20 pacientes com HCA classica e acharam a delegdo incluindo o gene C4B
em homozigose em um Unico paciente concluindo que o fenétipo clinico da deficiéncia da
21-OHase ¢ devido a uma colegdo heterogénea de defeitos e somente em alguns casos €
devida a uma substancial delegdo de DNA. Nenhum caso de delegdo foi encontrado no
estudo de Matteson e col. (1987). Os resuitados acima descritos, aparentemente
contraditorios, refletem, na verdade, uma heterogeneidade de fatores que contribuem para a
formacdo de alelos afetados (Rumsby e col., 1988; White e col. 1988).

Donohoue e col. (1986) foram um dos primeiros a descreverem casos de HCA com
diminui¢do do fragmento de 3,7 kb Taq I correspondente 4 CYP21B com concomitante
aumento do fragmento de 3,2 kb correspondente ao pseudogene € nenhuma alteragdo nos
fragmentos correspondentes aos genes C4. Propuseram, entdo que 0 mecanismo
responsavel pela produgdo da mutagdo nfo era a delecdo, mas sim uma conversdo génica,
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pois a delecdo somente do gene CYP21B ndo pode ser predita a partir de um “crossover’
desigual. Harada e col. em 1987 confirmaram a hipotese de que alguns casos de HCA eram
conseqiiéncias de conversdo génica, pois obtiveram evidéncias que apontavam para esse
mecanismo mutacional em dois pacientes japoneses, através de mapas de restricdo €
analises de sequenciamento parcial de nucleotideos. O gene CYP21B funcional se
apresentava convertido para o pseudogene CYP21A ndo funcional sem perda de DNA.
Essa conversdo envolvia o sitio 7aq I localizado no terminal 5’ do pseudogene, portanto o
padrdo de restri¢do ficava alterado uma vez que o gene funcional convertido aparece num
fragmento de 3,2 kb idéntico ao do pseudogene. Desta forma uma alteragdo nas
intensidades dos fragmentos € observada.

Assim, o processo de substituigdo de seqiiéncias do gene CYP21B por sequéncias
do gene CYP21A sem o envolvimento da delegdo tem sido descrita como conversio génica
(Morel e col., 1989a). Haplotipos convertidos geralmente contém dois genes C4, um C4A e
um C4B e dois genes 21-OHase, sendo que ambos assemelham-se ao pseudogene CYP21A,
perdendo a capacidade de expressdo génica. Deste modo o gene CYP21B normalmente
funcional foi "convertido" em uma grande parte (conversdo génica em larga escala), se ndo
todo o gene, para gene inativo CYP21A.

Entretanto, foram encontrados haplotipos sem nenhuma alteragdo aparente do
fragmento de CYP21B, que eram relacionados com a deficiéncia da 21-OHase
(Strachan, 1990). Uma explicagio € que, abordagens de mapeamento por sitios de restri¢ao
ndo sdo suficientemente sensiveis para se detectar uma mutagdo pontual no /ocus CYP21B.
No entanto, a freqii€ncia geral aproximada de haplotipos doentes carregando esse tipo de
mutagdo pode ser inferida pelos estudos feitos com mapeamento de restrigéo, estimando-se
a freqiiéncia dos haplotipos que ndo apresentam indicagdes Obvias de delecdo ou de
conversio génica que poderiam contribuir para a deficiéncia da 21-OHase. Estima-se que
essa freqi€ncia varie entre 60 e 80% (Jospe € col., 1988; Rumsby e col., 1988; Partanen e
col., 1989; Morel e col., 1989a; Collier e col., 1989).

No entanto, o sequenciamento de DNA de clones de genes CYP21B mutantes
(Rodrigues e col., 1987; Amor e col., 1988; Globerman e col., 1988; Higashi e col., 1988b;
Speiser e col., 1988; Chiou e col., 1990) e a amplificagdo de genes mutantes por PCR
(Collier e col., 1990) revelaram que em todos os casos os genes CYP2IB mutantes
carregam uma mutagdo patologica que € idéntica as mutagdes deletérias normalmente
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encontradas no pseudogene CYP21A (Helmberg, 1993). Estas foram consideradas

conversdes génicas em pequena escala, ou microconversdes.

O mecanismo molecular de conversdo génica ainda ndo ¢ bem compreendido, duas
possiveis classes de mecanismos podem ser consideradas:
1 - mecanismo de conversdo génica envolvendo reparo do erro dentro da “heteroduplex”
forrrada entre os genes CYP21A e CYP21B: por exemplo, depois do emparelhamento
cromossomico desigual, enzimas envolvidas no sistema de reparo de DNA podem
“corrigir” a seqiéncia do gene CYP21B para a forma idéntica de seqii€ncias que
correspondem ao pseudogene CYP21A, as quais formavam a heteroduplex (figura 6A)
(Strachan, 1989; 1990; Kourilsky, 1986);

2 - mecanismo de conversdo génica envolvendo eventos de recombinagdo sucessivos: este
mecanismo inclui pelo menos dois “crossovers” desiguais onde primeiramente um
cromossomo com hapldtipo contendo uma unidade (CYP21A+C4B) extra € gerado, € numa
meiose subsequente, este alelo pode recombinar com um cromossomo contendo a
organizagdo génica convencional, e desta maneira gerar um haplétipo convertido com dois
pseudogenes CYP21A (figura 6B) (Strachan, 1989; 1990; 1991; Speiser € col., 1992b).

A divisdo entre conversdes génicas em larga escala e em pequena escala tende a ser
uma divisdo artificial, dependendo se esse evento de conversdo se estendeu ao ponto de
incluir o sitio 7aq I localizado no terminal 5' do pseudogene ou ndo.

Desde modo, a partir das “informagdes” citadas acima, foi possivel interpretar e
caracterizar os rearranjos do complexo génico da 21-OHase em familias portadoras de
HCA que foram triadas no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HC-UNICAMP.
Esse estudo € importante tanto para o entendimento dos mecanismos moleculares
responsaveis pelo fenotipo quanto para o desenvolvimento de técnicas de diagnosticos mais
precoces € mais precisas.
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5. Tratamento da HCA e diagnéstico pré-natal
5.1. Tratamento

O tratamento da HCA tem como objetivo substituir o hormonio em falta, no caso o
cortisol, diminuindo desta forma a secre¢io de ACTH e a estimulagio exagerada sobre o

cortex adrenal.

A instituigio da terapéutica na deficiéncia da enzima 21-OHase e 11pB-hidroxilase
normaliza a produgdo de andrégenos, diminuindo desta forma os sinais de virilizaggo, a
velocidade de crescimento, o avango da idade dssea e a instalagdo normal da puberdade. O
tratamento reverte os quadros de hipertensdo arterial, observados na deficiéncia da 11§-
hidroxilase e 17a-hidroxilase, pela normalizagdo da secre¢do de ACTH e DOCA. A
suplementagio com mineralocorticoide fica reservada para as formas perdedoras de sal
(Dichtchekenian, 1989). '

Existem diversos esquemas de tratamento com varios tipos de corticoide, sendo que
um deles geralmente ¢ feito com a utilizagdo de acetato de hidrocortisona. A reposigéo
hormonal da deficiéncia da 21-OHase da forma classica, geralmente ¢ feita no periodo pds-
natal e por toda a infincia, sendo principalmente tratada com hidrocortisona para corrigir a
deficiéncia de cortisol e suprimir o ACTH, levando a diminuigdo da 17-OHP e dos
androgenos da adrenal aos niveis normais (White e col., 1987a; Dichtchekenian, 1989).

Os niveis séricos da 17-OHP e androstenediona sdo bons indices de controle na
deficiéncia da 21-OHase. As taxas de testosterona sdo importantes no sexo feminino € no
pré-pubere do sexo masculino. Em resumo, a dosagem combinada 17-OHP/atividade da
renina plasmatica e os andrégenos séricos, assim como a evolugdo clinica, levando-se em
consideragio o ritmo de crescimento e os eventos puberais, devem ser valorizados no ajuste
terapéutico. Vale lembrar que em todo paciente mal controlado, o cértex adrenal fica
exposto a uma carga constante e elevada de ACTH que no decorrer do tempo podera levar
a uma malignizagdo do tecido adrenal (Dichtchekenian, 1989).

A determinagio do sexo nos casos que apresentam genitalia ambigua ¢ realizada
através da andlise do cariotipo. Sabe-se que nas deficiéncias da 21-OHase e
11p-hidroxilase o sexo feminino apresenta-se com um quadro de pseudo-hermafroditismo e
a definicdo do sexo nestes casos deve ser o feminino. O aumento do clitéris e as
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anormalidades anatdmicas da genitalia devem ser tratados cirurgicamente antes dos dois
anos de 1dade.

5.2. Diagnéstico pré-natal

O diagnotico pré-natal em casos HCA com a deficiéncia da 21-OHase tem um
sigrificado importante devido a possibilidade de tratamento pré-natal, com o objetivo de
prevenir a virilizagdo da genitalia externa de fetos femininos ainda no utero e, com isto
diminuir as repercussdes na esfera psiquica e social evitando as corregdes ciriirgicas
(Miller, 1998; David e Forest, 1984; Karaviti e col., 1992; New, 1995).

Recomenda-se que o tratamento pré-natal deva ser iniciado logo no comego da
gravidez, antes de qualquer possibilidade de diagndstico uma vez que o desenvolvimento
da gemitdlia tem inicio por volta da 62 a 72 semanas. Para isso, tem sido utilizada a
dexametasona (Forest € col., 1989; Speiser e col., 1990; Rumsby e col., 1993), que quando
administrada atravessa a barreira placentaria suprimindo a adrenal fetal e, com isso
podendo evitar que a genitdlia externa se virilize num feto feminino afetado. A coleta de
material para o diagnostico pré-natal pode ser feita por: biopsia do vilo corial, que ¢ um
procedimento realizado da 82 a 102 semana de gestagdo (primeiro trimestre), ou por
amniocentese, realizada entre a 152 ¢ 182 semana (segundo trimestre), a partir dos quais
pode-se definir o sexo genético (46, XX ou 46, XY) (Pollack e col., 1979a; Forest, 1985;
Pang e col., 1985b; Mornet € col., 1986a; Speiser e col., 1990). A partir desse material sdo
realizados os testes laboratoriais especializados cujos resultados apoiam o protocolo a ser
seguido na continuidade do tratamento. Nos casos de caridtipo 46,XX normal e 46, XY
normal e/ou afetado o tratamento pode ser suspenso (Forest € col., 1993), sendo retomado
ao nascimento nos casos de cariotipo 46, XY afetado. Se for determinado que a crianga ¢
46,XX afetada, a dexametasona podera ser mantida até o final da gestagdo (David e Forest.,
1984; Forest € col., 1993 Appan ¢ col., 1989).

Em uma determinada familia onde haja um caso diagnosticado com HCA devido a
deficiéncia da 21-OHase, a probabilidade de um novo filho apresentar a doenga € de 25%,
portanto ha um grande interesse em se buscar técnicas de diagndstico cada vez mais rapidas
e precoces, inclusive o diagnostico pré-natal (Speiser e col., 1994a; 1994b).

Esse procedimento foi beneficiado pelos avangos nos estudos endocrinoldgicos e da
genética molecular. Para diagndstico desta doencga, trés métodos independentes e/ou
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combinados tém sido empregados incluindo, medidas hormonais (‘Jeffcoate e col., 1965;
Merkatz e col. 1969; Gueux e col., 1988), teste soroldgico para HLA (Couillin e col., 1979;
Pollack e col. 1979a; Pang e col. 1985b; Grosse-Wilde e col. 1988) ¢ técnicas de genética
molecular e/ou hapldotipos de HLA por sondas moleculares (Momet e col., 1986a,
Speiser € col. 1990).

Em 1975, a primeira tentativa de diagnostico pré-natal foi por medida da 17-OHP
do liquido amnidtico, no segundo trimestre da gravidez (Frasier e col., 1975). Entretanto,
para a dosagem hormonal ha necessidade de se suspender a medicagdo por um certo
periodo de tempo com risco de virilizagdo da genitalia, para néo interferir no nivel da
17-OHP, caso ja se tenha iniciado o tratamento. Além disso, os niveis de 17-OHP no
liquido amniético podem ndo estar significativamente elevados em casos da forma VS e da
ndo classica (Hughes e Laurence, 1979; Pang e col., 1985b; Hughes e col., 1987), podendo
levar a um resultado impreciso. Outro problema a ser considerado ¢ a limitagdo de que a
amniocentese ¢ recomendada somente para o segundo trimestre de gravidez
(16-19 semanas), quando a genitdlia ambigua em fetos femininos ja estd estabelecida
(Speiser e col., 1990).

Descobertas de ligagdo entre o /ocus do HLA e o da doenga deram um outro avango
para o diagndstico pré-natal (Dupont e col., 1977; Pollack € col., 1979b). Desde entdo a
tipagem de HLA de culturas de células do liquido amniético tem sido usada como um
marcador de transmissio de HCA (Pollack e col., 1979a; c; Forest e col, 1981,
Couillin € col., 1979; 1981). Esse segundo método para ser efetivo deve ser realizado em
familias completas com pelo menos uma crianga afetada. O diagnéstico se baseia na
comparagio entre os haplotipos do afetado, dos pais e do obtido para o feto. Isto pode ser
positivo, exceto quando ocorre recombinagdo entre os /oci HLA e da HCA (Pang e col.,
1985b). No entanto, a tipagem do HLA ndo ¢ informativa em familias onde existe
haplétipos iguais entre os pais (Mauer e col., 1987; Momet € col., 1986a).

Posteriormente, diagnosticos mais acurados foram obtidos por aplicagdo de técnicas
da genética molecular (Mornet e col., 1986a; Reindollar e col., 1988; Speiser ¢ col., 1990;
1994; Forest e col., 1993). Estudos do Jocus génico da 21-OHase por “Southern blotting” e
de mutagdes por hibridizagio alelo-especifica tem fornecido ferramentas para simplificar

‘JEFFCOATE, T. N. A.; FLEIGNER, J. R. H; RUSSEL, S. H.,; DAVIS, J. C. & WADE, A. P, Diagnosis of
the adrenogenital syndrome before birth., Lancett, II. 553-555 (1965), apud FOREST e col.., 1993.
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os procedimentos de diagnéstico pré-natal, por analisar diretamente o gene mutado. A
analise por “Southern blot” usando sonda do gene 21-OHase por si s6 ndo é recomendada
para diagnéstico, por ser pouco informativa (Morel ¢ Miller, 1991; Raux-Demay e col.,
1989; Strachan e col, 1987). Por outro lado, a combinagdo de analises do /ocus HLA da
classe I (Mornet e col., 1986a; Sood e col., 1981) e II (Raux- Demay ¢ col., 1989) por
sondas moleculares que reconhecem polimorfismos, pode ser util, porém ndo exclue o
problema de recombinagdio no locus do HLA e a homozigose (Pang e col., 1985b;
White e col., 1989). Por estas razdes e também na tentativa de se fazer um diagnostico mais
rapido, tem sido usada a estratégia de PCR especifico (Owerbach e col, 1992;
Collier e col., 1992) combinado a hibridizagio alelo-especifica para detectar as mutagdes
génicas da deficiéncia da 21-OHase mais freqiientes. Com este método a probabilidade de
acerto podera ser maior, mas ndo isento de erros (Rumsby e col, 1993).
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Delinear o perfil do complexo génico da enzima 21-hidroxilase em 23 familias, com
pelo menos um membro afetado com a forma classica de Hiperplasia Congénita da

Adrenal por deficiéncia da 21-hidroxilase.
Determinar as freqiiéncias de haplotipos com delegdes, conversdes e duplicagdes
génicas através da técnica de "Southern blot" observando padrdes gerados por varias

enzimas de restri¢do e hibridiza¢do com sondas especificas para os genes C4 e CYP21.

Identificar os hapldtipos responsaveis pelo fenotipo de Hiperplasia Congénita da

Adrenal através do estudo de familias.

Estimar e identificar as familias informativas com respeito aos polimorfismos nos

genes CYP21 e C4 para fins de diagndstico e aconselhamento genético.

Estabelecer uma correlag@o entre o genotipo e o fendtipo dos individuos afetados.

Comparar as frequéncias encontradas para delegdo e conversdo do gene CYP21B nos

individuos estudados com as descritas em outras populagdes.
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1. Casuistica:

Foram estudados 30 (23 ndo relacionados) pacientes (10M:20F, considerando o
sexo genético) afetados pela forma classica de Hiperplasia Congénita da Adrenal por
deficiéncia da 21-OHase e 60 familiares saudaveis de 23 familias. Uma historia de
recorréncia positiva foi registrada em 12/23 casos e consanguinidade em 5/23 casos. Este
grupo representa 42 hapldtipos afetados ndo relacionados, porque em um caso o alelo
afetado ndo era o consangiiineo. Esses pacientes sdo acompanhados no Ambulatorio de
Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas, Universidade Estadual de Campinas. A
classificagdo foi baseada nos sintomas ao diagnodstico. Vinte e um pacientes (7M:14F) de
16 familias foram classificados como sendo perdedores de sal. Esses pacientes geralmente
ddo entrada no hospital nas primeiras semanas de vida com sintomas clinicas de:
hiponatremia, hipercalemia, desidratagio, vomitos, choque, € uma deficiéncia em recuperar
glicocorticoide e mineralocorticéide durante a terapia, associados a genitalia ambigua nas
meninas. Os outros 9 pacientes (3M:6F) de 7 familias, ndo tinha historia de crises de perda
sal ou hipertensdo e geralmente apresentam genitalia externa ambigua nas meninas ou
puberdade precoce nos meninos. Foram observadas também as dosagens laboratoriais
como o0 aumento  sérico de  17-hidroxiprogesterona,  androstenediona,
desidroepiandrosterona e testosterona e acidose metabdlica, além de cariétipo nas criangas
com ambiguidade genital.

2. Coleta das amostras:

A coleta de amostras de sangue dos pacientes, bem como de seus familiares foi
realizada junto ao Ambulatorio de Endocrinologia Pediatrica do HC-UNICAMP. Foram
coletados entre 5 a 20 ml de sangue periférico, em tubo de centrifuga estéril de fundo
conico de 50 ml contendo 8 gotas de EDTA 10% como agente anti-coagulante.

3. Extragdo do DNA gen6mico a partir de sangue periférico:

No decorrer do trabalho foram utilizados dois métodos diferentes para extragdo de DNA:
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3.1. Extra¢io com uréia:

O DNA de cada individuo foi extraido a partir de 20 ml (adulto) ou 5 a 10 ml
(crianga) de sangue periférico. O plasma foi descartado apos centrifugagéo a 2.000 rpm por
15 minutos, temperatura ambiente. Nessa etapa, o material foi estocado a -20°C ou foi
processado em seguida, como conveniente para o momento. O protocolo seguido foi o
descrito por Farah e col. (1991), transcrito a seguir.

As hemacias sdo eliminadas através de lise com 50 ml de “tampéo de globulos
vermrelhos”, seguida de centrifugagio a 2.500 rpm por 15 minutos, retira-se o sobrenadante.
As etapas de lise ¢ centrifugagdo sdo repetidas varias vezes até o “pellet” de leucocitos
passar de rosa para incolor.

Procede-se, entdo a lise dos globulos brancos ressuspendendo o “pellet” em 10 ml
do “tampio de globulos brancos” e adicionando-se na hora do uso 4,2 g de uréia para cada
10 ml de tamp@o e 1 ml de SDS 20%. A mistura ¢ incubada a 37°C por 1 hora. Em seguida,
a solugdo & tratada duas vezes numa mesma propor¢do (v/v) com uma mistura de
fenol\clorofémio\alcool isoamilico (25:24:1), agita-se suavemente por inversio durante
10 minutos e, centrifuga-se a 2.500 rpm por 15 minutos. Retira-se a fase aquosa superior
que, apos a segunda extragdo ¢ tratada (v/v) com uma mistura de cloroférmio/alcool
isoamilico na proporgdo de 24:1.

Entdo, o DNA ¢ precipitado adicionando-se 2,5x volume de etanol absoluto gelado
e, estocado a -20°C por aproximadamente 18 h. Centrifuga-se 0 DNA a 10.000 rpm por 20
minutos. O “pellet” €, entdo, dissolvido em 500 pl de tampdo TE. A concentragdo em
pg/ml é determinada por leitura de absor¢do Optica a 260 nm em espectrofotdmetro. Os
DNAs sdo estocados a 4°C.

Solugio tampéo de globulos vermelhos

Tris-HC] 10 mM (pH 7,6)
MgCl, 5 mM
NacCl 10 mM

0
Conservara 4 C.
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Solugdo de lise de globulos brancos

NaCl 300 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCl 10 mM (pH 7,5)

0
Conservara 4 C.

Solucin de fenol/clorofémio/alcool isoamilico (25:24:1)

Para 100 ml:

Fenol bidestilado (MERCK) 50 ml
Cloroférmio 48 ml
Alcool isoamilico 2 mi
Hidroxiquinolina 0,08%

Apo6s a mistura, tampona-se com Tris-HC1 20 mM (pH 8,0) e conserva-se a 4°C.

Solugdo de clorofomio/alcool isoamilico (24:1)

Para 100 ml:
Cloroformio 96 ml
Alcool isoamilico 4 ml

0
Conservara 4 C.

Solugdo tampdo Tris-EDTA (TE)

Tris-HCl 10 mM (pH 8,0)
EDTA 1 mM (pH 8,0)
Autoclavar

3.2. Extracio com proteinase K a partir de sangue total

A extragio de DNA gendmico de sangue total com proteinase K (Boehringer
Mannheim, Germany) foi feita segundo protocolo descrito por Owerbach (1990)
(comunicagdo pessoal).

O DNA de cada individuo foi extraido a partir de 20 a 15 ml (adulto) ou 5 a 10 ml
(crianca) de sangue periférico. Ao sangue coletado, adiciona-se 35 ml de solugdo A. Apos
homogenizagio da mistura coloca-se no gelo por 30 minutos, para que as hemacias sejam
lisadas. Centrifuga-se a 2.500 rpm por 10 minutos a 4°C e retira-se o sobrenadante.
Ressuspende-se o “pellet” novamente em 20 ml da solugdo A, agitando-se por inversdo até
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o “pellet” se desprender do fundo do tubo, centifuga-se novamente por 15 minutos a 2.500
rpm, o sobrenadante € desprezado. As etapas de lise € centrifugagdo sdo repetidas varias
vezes até o “pellet” passar de rosa para incolor. Nessa etapa, o material pode ser estocado a
-20°C ou ser utilizado em seguida.

Continuando o procedimento, ressuspende-se o “pellet” em 1 ml de solugdo B e
adiciona-se 250 pl de solugdo C preparada na hora. Incuba-se em banho-maria a 37°C
durante a noite. Apos a incubagdo, trata-se a solugdo com 1,25 mi de fenol saturado com
tampdo Tris-HCI 10 mM pH 8,0, agita-se por inversdo por 5 minutos € centrifuga-se a
2.500 rpm por 10 minutos. Em seguida, retira-se a camada aquosa € se repete a extragdo
com fenol (a interface deve estar clara). Retira-se a fase superior que, apds a segunda
extragdo com fenol é tratada com clorofoérmio/alcool isoamilico (24:1) (ver item 3.1).

O DNA ¢ precipitado adicionando-se 0,1 volumes de acetato de sodio 3 M pH 5.5 ¢
2 volumes de etanol absoluto. O precipitado de DNA é retirado da solugdo com auxilio de
um bastdo e, lava-se com etanol 70% para eliminar o excesso de sal. O DNA ¢, entdo,
dissclvido em quantidade apropriada (200-500 pl) de TE (ver item 3.1) e a concentragéo ¢
determinada por leitura de absorgdo dptica a 260 nm em espectrofotometro.

Solucdo A

Triton-X 1%
MgCl, 5 mM
Sacarose 0,32 M (109,5g sacarose ultra pura/litro)
Tris-HCI 10 mM (pH 8,0)

Solugdo B (2x concentrada)

Na,EDTA 20 mM
NaCl 20 mM
Tris-HCl 20 mM (pH 8,0)
Solugdo C

Para 1 ml = 0,5 ml de solugdo B, 1 mg de Proteinase K e 0,5 ml de SDS 10% (preparar na
hora do uso).
Proteinase K ( Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany).
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4, Sondas utilizadas

Os plasmidios contendo as sequéncias de DNA utilizadas como sondas foram
gentilmente doados pelos pesquisadores, Drs. Perrin White (Division of Pediatric
Endocrinology Comell University Medical College, New York) e Tom Strachan
(University Departament of Medical Genetics, St. Mary’s Hospital, Hathersage Road,
Manchester) e sio mantidos em bactérias. Essas bactérias sdo estocadas em meio
apropriado a -70°C. Os plasmidios contendo as sondas de interesse foram recebidos numa
quantidade de aproximadamente 10 ug e, foram inseridos em bactérias por transformagéo
para manutengdo e posterior amplificagfo. A sondas estdo descritas a seguir.

SONDA DESCRICAO VETOR INSERTO DOADOR

pC21/3¢ | cDNA completo obtido do mRNA | pcD (3.0 kb) fragmento de 2,1 kb | Dr. Perin White
da enzima 21-OHase da Adrenal (White e col, | inserido nos sitios

Humana 1985) Bam HI

pC4B550 | cDNA do terminal 5' do gene C4B | pTZ18B (2,9 kb) | fragmento de 550 pb | Dr. Tom Strachan

(Strachan e col., | inserido nos sitos

! 1987) | Bam HI/ Kpn I

5. Transformacéo de bactérias:
5.1. Preparo de células competentes:

Células competentes de E. coli da linhagem DHS5a (Apéndice I), foram preparadas
conforme protocolo descrito por Sambrook e col., modificado (1989).

No primeiro dia, inocula-se uma coldnia isolada da bactéria em 10 ml de meio
liquido LB (apéndice I item 1.1) em tuba de ensaio. Incuba-se durante a noite a 37°C sob
agitagdo a 250 rpm.

No segundo dia, inocula-se 1 ml da cultura obtida na etapa anterior em 100 mi do
mesmo meio. A cultura é mantida a 37°C sob agitagdo a 250 rpm e o crescimento ¢
monitorado espectrofotometricamente a 550 nm em intervalos ndo regulares até atingir a
DOs50 = 0,45~0,55.
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A cultura acima ¢é entdo distribuida em dois tubos de 50 ml e, estes sdo colocados
em gelo por 7 minutos. As células sdo recolhidas por centrifuga¢do a 3.750 rpm por
20 minutos a 4°C. O sobrenadante ¢ descartado e as células ressuspendidas em metade do
volume original (25 ml para cada “pellet”) com CaCl, 50 mM gelado e, mantidas em gelo
por 30 minutos. No final deste intervalo, as células sdo submetidas a nova centrifugagéo
nas mesmas condi¢des e cada “pellet” ressuspendido com 3 mi (1/50 do volume original)
da so.ugdo de CaCl, + glicerol gelado.

A suspensdo de células competentes ¢ distribuida em aliquotas de 100 ul, mantidas
em gelo, logo em seguida foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas rapidamente

a-70°C.

Solugdo de CaCl, + glicerol

CaCl, 50 mM
Glicerol 15%
Solu¢ido de CaCl 50 mM

A solugdo foi esterilizada por passagem em filtro de 0,45 micron e armazenada a 4°C.
5.2. Transformacdo bacteriana:

Para o plasmidio contendo o inserto de interesse foi realizada a transformagdo na
bactéria DHSa para posterior amplificagdo através do seguinte procedimento, segundo

protocolo Sambrook e col modificado (1990):

Aliquotas de 100 pl de células competentes da bactéria DHSa sdo retiradas do
freezer -70°C e colocadas em gelo para descongelar lentamente. A cada tubo adiciona-se
aproximadamente 40 ng de DNA plasmidial. Esta mistura ¢ mantida em gelo por 30

minutos.

Ao término deste periodo de incubagdo, cada preparagdo foi submetida ao choque
térmico com o seguinte procedimento: 42°C por 90 segundos (tempo critico) e
imediatamente colocados no gelo por 1 minuto. Adicionou-se a estes tubos 700 ul de meio
LB liquido (sem ampicilina), e foram mantidos a 37°C por 30 minutos.
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Uma aliquota de 150 ul foi rapidamente vertida sobre placas de Petri individuais
com meio LB so6lido (apéndice I: item 1.2) contedo ampicilina para selegdo. As placas
foram transferidas para estufa e mantidas a 37°C por 16 h para que as colonias
transformantes pudessem desenvolver.

Solugdo antimicrobiana (ampicilina)

Concetragdo estoque 25 mg/ml

Concetragio final no meio deve ser de 100 ug/ml

A solugio foi esterilizada por filtragdo em filtro de 0,45 micron, aliquotada e armazenada a
20°C.

5.3. Preparo do estoque de bactérias:

Uma das coldnias transformantes obtidas pelo procedimento acima foi selecionada
e inoculada em meio LB liquido contendo 100 pg/ml de ampicilina e incubada a 37°C por
18 h em “shaker” com agitagdo vigorosa. A cultura foi separada em aliquotas de 0,9 ml as
quais foi adicionado 0,1 ml de meio HMFM (apéndice I: item 1.3) para congelamento. As
amostras foram entdo colocadas em tubos apropriados e estocadas em freezer a -70°C.

5.4. Mini-preparacdo de plasmidio:

A mini-preparacdo foi realizada com a finalidade de certificar se o fragmento de
interesse estava presente no plasmidio, antes de se proceder a extragdo em larga escala.

As colonias tranformantes foram selecionadas e crescidas em tubo de ensaio
contendo 5 ml de meio LB liquido e 100 pg/ml de ampicilina (ver item 5.2) a 37°C, durante
a noite com agitagdo de 250 rpm.

Transferiu-se 1,5 ml da cultura para eppendorf o qual foi centrifugado em
microcentrifuga por 2 minutos, desprezou-se o sobrenadante e o “pellet” foi ressuspendido
em 100 ul de “tampdo de lise”. Em seguida, fez-se uma extragdo com cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1) (ver item 3.1), agitou-se em “vortex” por 15 segundos e se repetiu a
centrifugacdo anterior. Retirou-se a fase aquosa ¢ o DNA foi precipitado com 200 ul de
etanol absoluto gelado. Imediatamente centrifugou-se por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante
foi descartado, lavou-se o “pellet” com etanol gelado 70% e o DNA foi dissolvido em 50 ul
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de TE (ver item 3.1). Fo1 feito um teste em gel de agarose 0,8% para confirmar a presenga

do plasmidio.

Solugédo de tampdo de lise

LiCl 25M
Tris-HCl 50 mM (pH 8,0)
Triton 100x 4%
EDTA 62,5 mM

6. Extracio de DNA de plasmidio em larga escala:

Foi seguido basicamente o protocolo descrito por Sambrook e col. (1989), com
algumas adaptagdes. Um indculo de bactérias contendo o plasmidio de interesse foi feito
em 5 ml de meio LB liquido com 100 pug/ml ampicilina (ver item 3.1) e mantidas durante a
noite a 37°C sob agitagdo de 250 rpm. No dia seguinte, os 5 ml de cultura foram
adicionados em 500 ml de meio LB liquido com 100 pug/ml de ampicilina e incubada a
37°C sob agitagdo vigorosa por aproximadamente 18 h.

A cultura foi dividida em 2 frascos de centrifuga de 250 ml e submetida a
centrifugagdo em 5.000 rpm por 20 minutos sob refrigeragio a 4°C. Desprezou-se 0 meio
(sobrenadante) e o “pellet” foi lavado com 100 ml de STE, agitando em “vortex” para
misturar bem, em seguida centrifugou-se a 5.000 rpm por 20 minutos a 4°C e desprezou-se
o sobrenadante.

As células foram ressuspendidas em 18 ml de Solugéo I e acrescentou mais 2 ml de
lisozima (10 mg/ml em Tris-HC] 10 mM pH 8,0), preparada na hora. Adicionou-se 40 ml
de Solugdo 11, o conteudo foi misturado repetidas vezes lentamente por inversdo e mantido

a temperatura ambiente por 10 minutos.

O DNA bacteriano foi precipitado com adigdo de 20 ml da Solug@o III, o contetido
foi misturado lentamente por inversdo e mantido em gelo por 10 minutos. O precipitado
floculoso formado foi separado por centrifugacdo a 5.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi passado por 4 camadas de gaze e o filtrado foi divido em dois tubos de
centrifuga. O DNA plasmidial foi pecipitado por adigdo de 0,6 vezes o volume de
isopropanol. Apds misturar bem, manteve-se a temperatura ambiente por 10 minutos.
Centrifugou-se entdo, a 5.000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. O sedimento foi
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lavado uma vez com etanol 70% e depois de seco dissolvido em 3 ml de TE. A seguir,
procedeu-se a purificagdo do DNA plasmidial.

Solugdo de STE

Tris-HCl 10 mM (pH 8,0)
NACI 100 mM
EDTA 1 mM (pH 8,0)
Solucdo I

Tris-HCl 25 mM
EDTA 10 mM
Glicose 50 mM

Conservar a 4°C.

Solugdo II
NaOH 02N
SDS 1%

Preparar na hora do uso.

Solugdo III

Acetato de potassio 5M (pH 4,8)

Mistura de acetato de potassio e 4cido acético glacial resultando numa concentragdo de 5
M com respeito aos ions acetato e 3 M com respeito aos ions potassio.

Conservar a 4°C.
6.1. Purificacdo do DNA plasmidial:

A purificagio do DNA plasmidial iniciou-se com extra¢do volume\volume de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) (ver item 3.1), realizada por duas vezes
seguida de uma extragdo com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) (ver item 3.1).

O RNA contaminante foi eliminado adicionando-se 0 mesmo volume de acetato de
amodnio 7,5 M. Apds a mistura por inversdo foi incubado no gelo por 10 minutos. Em
seguida, centrifugou-se a 15.000 rpm por 10 minutos a 4°C (O “pellet” de RNA formado
foi desprezado).
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O sobrenadante com 0 DNA plasmidial foi transferido para outro tubo e precipitado
com 2,5 volumes de etanol absoluto gelado, deixado durante uma noite em freezer -20°C.
Apos esse periodo centrifugou-se a 5.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Lavou-se por trés
vezes com 5 ml de etanol 70% gelado. O sobrenadante foi descartado e depois de seco, o
“pellet” foi dissolvido em 200 a 500 pl de TE (ver item 3.1). A leitura da concentragdo foi
realizada em espectrofotometro.

7. Preparo do fragmento de interesse:

O fragmento contendo a seqiiéncia homologa aquela a ser estudada encontra-se
inserido no plasmidio através de clonagem num sitio de reconhecimento de uma ou duas
enzimas de restricdo conhecidas. Assim, o fragmento pode ser liberado do vetor
(plasmidio) por digestdo com enzimas de restrigio. Apos a extragdo em larga escala dos
plamidios contendo os fragmentos de interesse, estes foram digeridios com enzimas de
restricdo. Para cada plasmidio, montou-se uma reagio contendo de 10 a 30 pg de DNA de
plasmidio, tampdo adequado para cada enzima de restrigdo e, aproximadamente 10 a 30
unidades da enzima. Incubou-se na temperatura adequada para cada enzima durante no
minimo 3 h. O volume total da reagdo foi, entdo aplicado em um gel de agarose de 0,8% ¢
o fragmento de interesse foi séparado do vetor por diferenga de tamanho através de
eletroforese. O gel foi corado com brometo de etidio e visualizado em transiluminador com
luz ultravioleta. A banda correspondente ao fragmento de interesse foi extraida da agarose
por trés métodos diferentes, elegendo-se o mais adequado para cada situagdo em particular,
sdo eles:

7.1. Eletroeluigéo:

O pedago de agarose, cortado com o auxilio de um bisturi estéril contendo o
fragmento de DNA, foi colrcado em uma bolsa de dialise contendo 2 a 3 ml de TAE e
submetido a um campo elétrico como numa eletroforese normal. A eluigdo do DNA do gel
foi acompanhada por observagéo em luz ultravioleta. Na proxima etapa, a solugdo tampao
contendo o DNA foram adicionados 2,5 volumes de etanol e acetato de sodio pH 5,2 para
uma concentracdo final de 0,3 M e, levado a -20°C. Apds um periodo de aproximadamente
18 h, centrifugou-se 0 DNA a 10.000 rpm por 20 minutos que foi, entdo, dissolvido em
aproximadamente 40 pl de TE (ver item 3.1) (Maniatis e col., 1990).
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Solugdo tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE)

concentragdes finais:

Tris-acetato 0,04 M
EDTA 0,001 M

solugdo estoque 50 x :
Para cada litro de solugio:

Tris-base 242 g
Acido Acético Glacial 57,1 ml
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 100 ml
Autoclavar.

7.2. Congelamento:

Esta técnica foi desenvolvida neste trabalho (ainda ndo publicada). A banda de
interesse foi cortada do gel e transferida para uma seringa equipada com agulha 25 x 7.
Passou-se a agarose através da agulha e se adicionou o mesmo volume de fenol saturado
com TE pH 8,0, homogenizando a mistura em “vortex”. Congelou-se em N liquido €, apos
o descongelamento, centrifugou-se por 10 minutos em microcentrifuga. Retirou-se a fase
superior ¢ procedeu-se uma extragdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1)
(ver item 3.1).seguida de uma extragdo com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1)
(veritem 3.1).

O DNA foi precipitado com 2,5 volumes de etanol absoluto gelado e 0,5 volume de
de acetato de amonio 7,5 M. Apos incubagdo a -20°C por aproximadamente 18 h,
centrifugou-se a 10.000 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” de
DNA dissolvido em 20 pl de TE (ver item 3.1). A concentragdo foi estimada em gel de
agarose.

7.3. Papel DEAE:

Extracdo do fragmento segundo protocolo Sambrook e col. modificado (1989). A
banda a ser eluida do gel de agarose 0,8% ja contendo 0,5 pug/ml de brometo de etidio ¢
corrido em tampdo TAE (ver item 7.1), foi localizada com luz UV. Com um bisturi fez-se
uma incisdo no gel, a frente da banda, ¢ com ajuda de pingas inseriu-se o papel DEAE
(DES81, Whatman) de tamanho adequado, até que o mesmo tocasse o fundo da cuba.
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A eletroforese prosseguiu até que todo o DNA migrasse para o papel DEAE. O
papel foi cuidadosamente removido com auxilio de uma pinga e transferido para um tubo
eppendorf com 400 ul de tampédo de eluigfo esterilizado por filtragdo, e mantido por 30
minutos a 68°C. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf apds uma
centrifugagdo de 15 minutos. O DNA foi precipitado com 4 ul de MgCl, 1 Me 2.5 volumes
de etanol absoluto gelado. Apods incubagio a -20°C por aproximadamente 18 h,
centrifugou-se a 10.000 rpm por 20 minutos € 0 DNA foi dissolvido em 20 nl (ver item 3.1)
de TE. A concentragdo foi estimada em gel de agarose.

Solug¢do estoque de brometo de etidio 10 mg/ml
Brometo de etidio 1,0g
H,O Milli-Q g.s.p 100 ml

Solugdo de brometo de etidio (0,5 ug/mi)

Solugdo estoque de brometo de etidio 10mg/ml S5ul
H,0 Milli-Q g.s.p 100 mi
Armazenado em frasco escuro a 4°C.

Solucdo de tampdo de eluigdo

Tris-HCI 1 M (pH 8,0)
EDTA 0,5 M (pH 8,0)
NaCl 5M

A solugdo foi esterilizada por passagem em filtro de 0,45 micron e armazenada a 4°C.
8. Andlise do DNA genémico pelo método de “Southern blot”:

O DNA gendémico de cada individuo extraido pelos métodos descritos nos itens 4.1
e 4.2 foram utilizados em “Southern blots” preparados da seguinte maneira:

8.1. Digestiio do DNA genémico com enzimas de restricio:

O DNA génomico foi clivado com as enzimas de restri¢gdo 7aq I, Kpn 1 e Bgl/ II. As
reagdes foram preparadas em um volume final de 150 ul, contendo de 10 a 15 ug de DNA
gendmico, tampdo de restrigio recomendado pelo fabricante (muitas vezes esses tampdes
sdo fornecidos juntamente com as enzimas de restrigio, numa concentragido 10 vezes maior
que a final na reag¢do, como ¢ o caso das firmas Gibco-BRL e Boeringer-Mannhein), 4 mM



de espermidina, enzima de restrigdo apropriada numa proporgio de 3 U de enzima para
cada pg de DNA e agua Milli-Q para completar o volume.

As reagdes foram incubadas em banho-maria durante uma noite a 37°C, com
exce¢do feita para a enzima 7aq I, cuja temperatura de incubagdo for de 65°C. Antes das
reagOes de digestdo com Taq I serem levadas ao banho-mana, adicionou-se duas gotas de

oleo para evitar evaporagio durante a incubagao.

O DNA foi precipitado com acetato de sodio pH 5,2 para uma concentragéo final de
0,3 M e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado, por 18 h a -20 °C. Centrifugou-se a 12.000
rpm por 10 minutos em microcentrifuga e lavou com etanol 70%. As amostras de DNA
foram ressuspendidas com 15 pl de TE (ver item 3.1) aos quais foram acrescentados 3 ul
de azul de bromofenol em seguida foram aplicadas em um gel de agarose 0,8%.

Solugio tampdo de amostra 6x (azul de bromofenol)

Glicose 50%
Azul de Bromofenol 25%
TBE 10x pH 8,0 10,0 ml

Aliquotar em eppendorf e estocar a 4°C.
8.2. Preparo do gel e eletroforese:

Preparou-se um gel de agarose 0,8%, dissolvido em tampdo TBE em cuba de
acrilico. A eletroforese foi feita a uma voltagem média de 40 volts, em tampdo TBE. Como
marcador de peso molecular utilizou-se 0 DNA “ladder” de 1 kb. A eletroforese prosseguiu
por tempo adequado para cada enzima dependendo do tamanho de fragmento a ser
estudado. Em seguida o gel foi corado com brometo de etidio (ver item 7.3), por 30

minutos.

Foi tirada uma fotografia em cdmera Polaroid sob iluminacdo de luz ultravioleta
(transiluminador), colocando uma régua fluorescente ao lado do gel para poder reconhecer
o tamanho dos fragmentos detectados pela sonda.

Solugio estoque de tampdo Tris-Borato ( TBE 10x)
Para 1 litro:
Tris-Base 108 ¢
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Acido Bérico 55¢g
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 40 ml
Autoclavar.

Solugdo de uso do tampdo Tris-Borato (TBE 1x)

Tris-Base 0,089 M
Acido Bérico 0,089 M
EDTA (pH 8,0) 0,002 M

Solucdo estoque do marcador de peso molecular - 1 kb LADDER (GiBco-BRL)
Para 1.240 ul:

DNA LADDER 40 pl
TBE 10x 100 ul
Azul de Bromofenol 200 pl
H,0 estéril 900 pl
Armazenar 4°C.

8.3. Transferéncia do DNA do gel para suporte solido:

Para da transferéncia dos fragmentos de DNA contidos no gel para a membrana de
nylon (Hybond-N+ da Amersham) pelo método “Southern” (Southern, 1975 - modificado),
foram utilizados dois métodos: transferéncia alcalina ou transferéncia salina.

8.3.1. Transferéncia alcalina

O gel foi tratado com a solugdo de depurinagdo por 15 minutos a temperatura
amoiente sob agitagdo. Em seguida, tratou-se duas vezes com a solugdo de desnaturagdo
por 20 minutos cada uma a temperatura ambiente, sob agitagdo. Para a transferéncia
preparou-se um sistema de “Southern blot” utilizando-se a propna solugdo de desnaturagio
como veiculo de transferéncia. A membrana de nylon foi neutralizada apds a transferéncia
com solugdo de tampdo fosfato de sédio 0,1 M por 30 minutos.

Solugdo de depurinagdo
HCI 0,25N

Fazer na capela.
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Solucdo de desnaturagdo
NaOH 04N
NaCl 1M

Solugdo tampdo fosfato de soédio 0,1 M
Estoque 1 M: Prepara-se uma solugdo de tampdo fosfato de sddio monofasico 1 M e com
esta solugdo acerta o pH da solug@o 1 M do bifésico para pH 7,2.

8.3.2. Transferéncia salina
O gel foi tratado primeiramente com uma solu¢@o de despurinagdo (ver item 8.3.1)
por 15 minutos 4 temperatura ambiente sob agitagio. Em seguida foi transferido para a

solucdo de desnaturagdo por 30 minutos a temperatura ambiente sob agitagdo.

Depois da desnaturagdo, procedeu-se duas etapas de 15 minutos de lavagem do gel
com solugdo de neutralizagdo. A transferéncia foi realizada com solugéo de 20x SSC.

Solu¢do de desnaturacdo
NaOH ' 0,5N
NaCl 1,SM

Solugio de neutralizagdo

Tris-HCI 0,5M (pH 8,0)
NaCl 1,5M
Solugdo de SSC 20x

Na(Cl 3iM
Citrato de sodio 0,3M
Autoclavar.

Nos dois casos, apds o sistema de “Southern blot” ter sido montado, a transferéncia
prosseguiu por 18 h. A membrana foi retirada e incubada por 2 h em forno a 80°C. A
membrana foi estocada seca em saco plastico selado.
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9. Marcacéo das sondas:

As sondas utilizadas foram obtidas por excisdo de plasmidios sendo portanto
fragmentos de DNA de fita dupla para serem empregados nas hibridizagdes de “Southern
blots”. A marcagéo das sondas foi feita pelos métodos de "Nick-Translation" descrito por
Rigby e col. (1977) e o de “Random-Priming” descrito por Feinberg ¢ Volgstein (1983),
ambos empregam a incorporagdo de um nucleotideo marcado radioativamente no
fragmento de DNA. Os nucleotideos radioativos foram adquiridos da Amersham

Internacional.

A reagdo de “Nick-Translation” consiste em se produzir “nicks” no DNA por agdo
da enzima DNase I e, em seguida, corrigi-los por ag¢do da enzima DNA polimerase I. A
reacdo se processou incubando 200 a 500 ng do DNA da sonda em tampédo contendo 0,2
mM de cada ANTP (dATP, dTTP, dGTP quando se usou o a-32P-dCTP; ou, dTTP, dGTP,
dCTP, quando se usou 0 a-3?P-dATP), 10 ul do nucleotideo marcado € 5 ul da mistura de
enzimas (0,4 U/ul de DNA polimerase I, 40 pug/ul de DNase I) num volume total de 50 pl a
14°C, por 1,5 h.

Solugédo tampdo “Nick Translation”

Tris-HCl 500 mM (pH 7.8)
MgCl, 50 mM
2-mercaptoetanol 100 mM
BSA 100 g/ml

Armazenado em freezer a 20°C.

Os reagentes utilizados estavam disponiveis em “Kits” da BRL-Bethesda Reseach
Laboratories Life Technologies, com exceg¢do do a-32P-dCTP e do a-32P-dATP que foram
adiquiridos mensalmente devido a curta vida média do is6topo 32P (14,5 dias).

A reagdo de “Random Priming” consiste em uma polimerizagdo do DNA por agdo
do fragmento Klenow da DNA polimerase 1 a partir de “primers” (hexameros) aleatorios.
Em geral, a reagdo se processou num volume final de 50 pl da seguinte forma: desnaturou-
se primeiramente por aquecimento a 100°C por 10 minutos 25 a 50 ng do DNA em volume
variavel de HyO para completar 23 ul, deixando, em seguida, em gelo por 5 minutos.
Centrifugou-se rapidamente em microcentrifuga, acrescentou-se 15 pl de tampdo, 5 pl do
a-32P-dCTP (3.000 Ci/mmol) e 3 unidades da enzima. Incubou-se a temperatura ambiente
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por no minimo 2 h. Da mesma forma que o método anterior, os reagentes utilizados
também estavdo disponiveis em “Kits “- Gibco BRL ou Promega.

Solugdo tampdo “Random Priming”

HEPES 0,67M
Tris-HCl 0,17M
MgCl, 17 mM
2-mercaptoetanol 33 mM
BSA 1,33 mg/ml
dNTPs 0,001 mM

18 OD260 Unidades/ml dos “primers” [hexameros, pH 6,8]

Nos dois casos, apos a reagdo, completou-se o volume para 100 pl com TE (ver
item 3.1), os nucleotideos ndo incorporados foram, entdo, eliminados através da passagem
por uma coluna de Sephadex G-50. Em seguida, contou-se a radioatividade de 1 pl em um
contador de cintilagio liquida e, calculou-se a eficiéncia da incorporagdo. Todo o trabalho
com radioisétopos foi realizado acompanhando com um monitor de radiagdo do tipo
Geiger.

Quando possivel, foi sempre elegido o método de “random priming” por ser 0 mais
eficiente em produzir sondas com alta atividade especifica (cpm/ug de DNA).

10. Hibridizacao

Apos a transferéncia pelo método de “Southern”, os filtros obtidos contendo o DNA
genémico de cada individuo digerido com a enzima de restrigio de interesse, foram
hibridizados com a sonda desejada marcada adequadamente. As condigdes de reagdo
variaram conforme a sonda, porém de uma maneira geral esse processo se deu em duas
etapas, segundo protocolo de Mornet e col. (1986b), modificado:

10.1. Pré-hibridizacdio: os filtros foram incubados em solugdo de pré-hibridizagéo por
18 h a 42°C em tubos apropriados e postos em incubadora.

Solugdo de pré-hibridizagado
Formamida 50%
SSC S5x
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Tris-HCI 20 mM (pH 7.5)
Denhardt’s 10x
SDS 1%
ssDNA 200 pl/ml

Desnaturar € adicionar o ssDNA na hora do uso.

0 ..
Conservar a 4 C em frasco com papel aluminio.

Solugdo 100x Denhart’s

Ficoll 400
Polyvinilpyrrolidone (PVP)
Soro bovino fetal (BSA) sigma
H,O destilada

Solugdo estoque des ssDNA
ssDNA

2,0g
2,0g
2,0g
100 ml

10 mg/ml

Como preparar: em um becker dissolver o ssDNA com H,O bidestilada, sobre um agitador

magnético por 2 a 4 h, a temperatura ambiente. Em seguida € sonicado no aparelho

ULTRASONIC Homogenizer 47 series. Aliquotar e armazenar a-20°C. Na hora do uso

desnaturar o ssDNA por 10 minutos em agua fervente.

10.2. Hibridizacdo: a solugdo acima foi trocada pela de hibridizagdo contendo

aproximadamente 2 x 10 cpm/ml da sonda, incubou-se cerca 18 h a 42°C.

Solugdo de hibridizagio

Formamida 50%
SSC S5x
Tris-HCI 20 mM (pH 7,5)
Denhardt’s 2x
SDS 1%
Sulfato de dextrana 25%
ssDNA 200 pl/ml

Desnaturar e adicionar 0 ssDNA na hora do uso.

0 e
Conservar a 4 C em frasco com papel aumilio.
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Solugédo de sulfato de dextrana 50x
Sulfato de dextrana 10g
H,O bidestilada 13 ml

11. Lavagem dos filtros:

Apos a hibridizag@o os filtros foram lavados uma vez em uma condi¢do de baixa
estringéncia a temperatura ambiente para retirada do excesso de sonda, por 15 minutos e,
duas vezes em condigdes de alta estringéncia a 65°C, por 20 minutos.

Solugdo de lavagem baixa estringéncia
SSC 2x
SDS 0,1%

Solugdo de lavagem alta estringéncia

SSC 0,1x
SDS 0,1%
12. Autoradiografia:

Os filtros lavados foram expostos a filmes de raio-X (Kodak X-OMAT AR) em
cassetes apropriados com intensificador de sinal (“Lightning Plus” da Dupont), a -70°C por
um periodo adequado. Apos a revelagéo os filtros foram lavados para a retirada da sonda,
com uma solu¢do de Tris-HC1 0,01 M, pH 7,5, EDTA 0,001 M e SDS 0,1% em volume
final de 990 ml, a 100°C.

13. Densitometria:

A intensidade relativa dos fragmentos correspondentes aos genes CYP21B e
CYP21A foram determinada por analises densitométricas das bandas nas autoradiografias
por um densitémetro a laser LKB 222-020 Ultroscan XL. A quantificagdo dos fragmentos
foi feita através da razdo da area sob as respectivas curvas. Varios filmes foram expostos
por diferentes periodos de tempo para obtengdo de uma média de intensidade para uma

correta analise.
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Foram estudadas, como citado anteriormente, 23 familias num total de 92
cromossomos. Iremos aqui considerar cromossomos separadamente devido ao alto grau de
heterozigose encontrada. Dentre as 23 familias estudadas (mostradas na Tabela 1 no
apéndice) 5 sdo de casamentos consanguineos, sendo que em uma delas o alelo afetado ndo
¢ o compartilhado pelos pais. Assim sendo, em todos os 87 cromossomos (42 afetados, 45
nio-afetados) foram observados padrdes nitidos de restrigdo da regido génica da 21-OHase.
A intznsidade de hibridiza¢do dos fragmentos relacionados ao gene ativo da 21-OHase
(CYP21B), comparada com a dos relativos ao pseudogene inativo (CYP21A) foi1 analisada
nos 23 (total de 30) pacientes ndo relacionados e em seus parentes ndo afetados (pais e
irm3os). No total de pacientes estdo representadas as duas formas da deficiéncia classica da
21-OHase, sendo 70% (21/30) da forma perdedora de sal € 30% (9/30) da forma virilizante
simples.

Devido a variagdo no numero de unidades (CYP21+C4) encontrada tanto nos
cromossomos afetados quanto nos normais, a descri¢do dos resultados para cada um foi
feita separadamente.

1. Rearranjos génicos no ''cluster'" C4/CYP21 em pacientes com a forma cladssica de
HCA:

Os defeitos genéticos foram detectados nos “blots” por redugdo de intensidade
(heterozigotos) ou auséncia (homozigotos) dos fragmentos relativos ao gene e ao
pseudogene obtidos na digestdo com trés enzimas de restrigdo, a saber: 7aq I, Kpn 1 e Bg/ 11
de acordo com o esquema mostrado na figura 4B. A intensidade relativa de cada fragmento
de restrigdo foi determinada por comparagdo entre as intensidades dos fragmentos na
mesma linha de eletroforese. Os fragmentos de DNA correspondentes aos genes CYP21B e
CYP2IA foram localizados e identificados por tamanho pela hibridizagdo com a sonda
pC21/3c e, os fragmentos dos genes C4A e C4B com a sonda do compiemento C4,
C4B550.

A auséncia ou a diminuigdo da intensidade das bandas 7ag I de 3,7 kb e das de
6,0/5,4 kb indicam, respectivamente, homozigose ou heterozigose para a delegdo de 30 kb
(C4B+CYP21B). Foram considerados eventos de conversdo génica aqueles que envolvem
uma suposta substituicdo em larga escala do gene CYP21B por seqiiéncias do pseudogene
CYP21A, incluindo o sitio 7ag I e Kpn I, localizados proximos do terminal 5' do
pseudogene € do gene, respectivamente. Neste caso, o fragmento correspondente ao gene
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CYP21B gerado pela enzima 7aq [ ¢ também de 3,2 kb e o produzido pela enzima Kpn I €
de 4,0 kb, portanto a intensidade relativa das bandas CYP21A:CYP21B deve ser de 3:1 nos
casos de heterozigose. Ainda, nesse tipo de conversdo ndo se observa nenhuma alteragio
nas bandas de C4B. Como sera discutido mais adiante, foi encontrada uma frequente
variacdo de intensidade dos fragmentos refletindo eventos de duplicagdo ou delegdo dos
genes C4A e B e o pseudogene CYP21A associados ou ndo com 0s alelos afetados. Assim,
os padrdes de hibridizagdo para as delegdes e conversdes heterozigotas do gene CYP21B e
duplicagdes do pseudogene CYP21A, parecem bastante similares em “blots” com 7agq I,
onde todas aparecem com diminui¢do da intensidade relativa do fragmento de 3,7 kb. A
enzima Kpn I, que caracteriza o gene CYP21B num fragmento de 2,9 kb € o pseudogene
CYP21A num fragmento de 4,0 kb foi usada para confirmagéo dos resultados, pois o
padrio de hibridizagdo segue o mesmo da enzima 7Tag I Para uma melhor analise e
distingdo entre as similaridades dos padrdes de restrigio, foram feitos “blots” com a enzima
Bgl 11.

Através da analise de digestos de Bg/ II pode-se distinguir entre eventos de delegGes
génicas, conversdes em larga escala e duplicagdes do pseudogene CYP21A. Os sitios de
corte de Bgl/ 1I localizam-se fora da unidade CYP21 (figura 4B), normalmente um
fragmento de 12 kb refere-se ao pseudogene CYP21A ¢ o fragmento de 10 kb ao gene
CYP21B. O fragmento de 12 kb de Bg/ II nfio aparece no caso de delegdo de CYP21A ou
CYP21B. Em caso de delegio do gene CYP21B, ocorre uma delegéio de aproximadamente
30 kb que inclui o final 3' do pseudogene CYP21A, todo o gene para o complemento C4B e
o final 5' do gene CYP21B, gerando um gene hibrido CYP21A/B, ndo funcional
(figura 4C). Assim, a extremidade 5' do produto da recombinagio apresenta caracteristicas
de restrigio do pseudogene CYP21A. Isto se torna evidente a partir da persisténcia do
fragmento de 3,2 kb no “blot” com 7ag I e do fragmento de 4,0 kb no “blot” com Kpn I
entretando o final 3’ apresenta caracteristicas do gene CYP21B, onde se localiza o sitio
Bgl 11, portanto o fragmento gerado pela digestdo do hibrido com essa enzima ¢ de 10 kb.
Entdo, a auséncia, na homozigose ou, diminui¢do da intensidade, na heterozigose, do
fragmento de 12 kb com Bg/ 1l e dos fragmentos Tag 1 de 6,0/5,4 kb referentes ao gene
C4B indicam perda de DNA, podendo ser delegdo de uma das duas unidades
(CYP21A+C4B) ou (C4B+CYP21B). Em conversdes génicas de larga escala, o gene
CYP21B adquire o sitio extra de Taq I do terminal 5’ do pseudogene, entdo, o fragmento de
3,7 kb desaparece (homozigotos) ou permanece com a intensidade diminuida
(heterozigotos), mas os fragmentos Tag I de C4 e Bgl/ Il de CYP21 permanecem inalterados
(Harada e col.,, 1987; Strumberg e col., 1992; White e col, 1986). Em duplicagdes
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envolvendo o pseudogene CYP21A e o gene C4B ocorre aumento da intensidade do
fragmento de 12 kb com Bg/ Il e das bandas referentes ao pseudogene CYP21A e C4B com
Taq 1. Deve-se ressaltar ainda, que o padrdo com a enzima Bg/ II permite a distingdo entre
conversdo e delegdo por ser “insensivel” a conversao.

1.1. Analise dos padrdes de restriciio dos individuos afetados:

Os diferentes padrdes de restri¢do encontrados por “Southern blot” para os genes
CYP21 e C4 nos individuos afetados estdo representados na figura 7.

O padrio de restrigdo mostrado no painel A representa intensidades iguais com
todas as enzimas e foi achado em 17 pacientes (11 familias). Dentro desse padrdo, trés
diferentes haplotipos podem ser distinguidos devido ao polimorfismo de restricio do gene
C4B. Deve-se ressaltar que esse polimorfismo foi utilizado para predizer a origem do alelo
afetado no estudo das familias (painel A, linhas 1-3). Devido as intensidades néo diferirem
do padrio normal, o fenotipo afetado deve ser justificado pela presenga de mutagdes que
ndo +do detectaveis por "Southern blot" nas duas cépias do gene CYP21B.

As delegdes bem como as duplicagdes do pseudogene CYP21A ndo sédo
consideradas diretamente como causa da deficiéncia da 21-OHase. Entretanto, um caso de
delecdo e quatro casos de duplicagdo do CYP21A foram encontrados em alelos afetados
(painel B). O padrio de restricdo visto na linha 1 indica dele¢io de uma unidade
(CYP21A+C4B) e foi encontrado no paciente da familia 17, como ndo se observa alteragao
na banda de CYP21B com as enzimas Taq I € Kpn 1, podemos inferir que os dois genes
CYP21B sio afetados com muta¢des ndo determinadas. Nesse padrio podemos também
observar a presenga do fragmento 7aq [ pouco comum de 6,4 kb para o C4. Este fragmento
¢ resultante da jungdo por um processo de delegio do final 5' do C4A com final 3° do C4B
surto (ou de 5,4 kb), formando um hibrido C4A/C4B, que ¢ considerado como marcador de
delegdio para o pseudogene CYP21A (Palsdottir e col.1987, Schneider, € col., 1986). O
padrio mostrado na linha 2 indica a duplicagdo de uma unidade (CYP21A+C4Bb4]) em
um dos alelos afetados e foi encontrado em dois individuos afetados (pacientes 13 e 28). A
paciente da familia 22 apresenta um padrdo de duplicagdo quanto aos genes C4 igual ao
mostrado na linha 2, porém em relagdo ao genes CYP21 o padrio sera mostrado
separadamente. O padrio mostrado na linha 3 foi encontrado no paciente 43. Podemos
inferir pelo estudo da familia que sera discutido mais adiante, que o paciente apresenta a
dunlica¢do de uma unidade (CYP21A+C4B054]) em um alelo e de uma unidade
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(CYP21B+C4BI6.91) no outro. Quanto a duas copias do gene CYP21B, deduzimos que
provavelmente sdo afetados com uma mutagio ndo determinada.

A deteccdo direta em “Southern blot” dos defeitos genéticos em CYP21B
responsaveis por HCA foi possivel em 10 dos 42 cromossomos afetados ndo relacionados
(23,8%). Nove pacientes apresentam um dos padrdes de restrigdo mostrados nos painéis C
e D da figura 7. Estes padrdes indicam rearranjos do gene ativo CYP21B.

Os padrdes no painel C sdo compativeis com uma conversdo do final 5° onde se
localizam os sitios 7aq I no pseudogene € o Kpn I no gene, fazendo com que no padrio de
restrigdo para essas duas enzimas o gene CYP21B tenha aparéncia de CYP21A, tai padrdes
foram encontrados em 4 pacientes. O padrdio mostrado na linha 3 foi encontrado em
individuos homozigotos (pacientes 20a e 20b) para essa conversdo génica dita “em larga
escala” onde os fragmentos de 3,7 kb 7aq I e 2,9 kb Kpn I desapareceram, enquanto o
padrdo de bandas de Bg/ II com a sonda pC21/3c ¢ o de 7aq I para o gene C4B
permaneceram inalterados. Nos heterozigotos observa-se a intensidade diminuida das
bandas 7ag I de 3,7 kb e Kpn I de 2,9 kb (linhas 1, 2, pacientes 19 e 4, respectivamente),
enquanto que as bandas de Bg/ Il de CYP21 e as de 7aq | do C4 também nesse caso
permaneceram sem altera¢cdo. Como os pacientes 4 ¢ 19 apresentam a conversdo em apenas
um cromossomo, inferimos que deva possuir uma mutagdo ndo detectavel pelo método de
“Southern” no outro cromossomo afetado.

O painel D da figura 7 ilustra os padrdes onde se encontrou a deleg¢do de 30 kb de
extensdo, incluindo o final 3°’do CYP21A, todo o gene C4B e o final 5> do CYP21B. Neste
caso, os fragmentos de 3,7 kb 7Taqg I € 2,9 kb Kpn I também desapareceram (linhas 2 e 3) ou
estavam presentes com uma intensidade diminuida (linha 1). Esta delecdo extensiva foi
achada em quatro individuos afetados, em trés dos quais aparece em composi¢do
heterozigota associada com outras mutagdes. Os pacientes 23 e 25 apresentaram o padrio
da linha 1 indicando a heterozigose para a deleg@o. Assim, o outro gene afetado nesses dois
casos deve ser portador de uma mutagdo nio determinada por esse método. O padrdo
mostrado na linha 2 foi o encontrado na paciente 12. A auséncia das bandas 7aq I de 3,7 kb
e Kpn I de 2,9 kb indicariam a delegdo homozigota, porém a intensidade diminuida da
banda de 6,0 kb em relagdo a de 7,0 kb com Taq I referentes aos genes C4 e da banda Bg/ 11
de 10 kb em relagdo a de 12 kb referentes aos genes CYP21, demonstram a delegdo
somente em um dos alelos sendo o outro portador de uma conversdo em larga escala. Na
linha 3 ¢ mostrado o padrdo encontrado na paciente 30, filha de casamento consanguineo.
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Verifica-se a auséncia dos fragmentos 7aq I de 3,7 kb, Kpn I de 2,9 kb, Bg/ I de 12 kb
configurando a delegdo de 30 kb de comprimento formando um gene hibrido CYP21A/B
em homozigose. Fato inédito nessa familia ¢ a presenga do fragmento 7ag I de 6,4 kb
associado a dele¢do de CYP21B.

Como a variagdo no numero de copias do pseudogene CYP21A e C4B encontrada
foi relativemente alta, as analises qualitativas de “Southern blot” de heterozigotos para
esses casos foram de dificil interpretagdo, porém a inclusio da analise de densitometria das
autoradiografias e do estudo de segregagdo familiar ajudaram na defini¢@o dos alelos.

1.2. Andlise das intensidades relativas do padriao de bandas por densitometria:

Devido ao grande numero de variagdes de intensidade possiveis, apenas a analise
visual das autorradiografias torna-se pouco determinada. Uma forma mais precisa de se
calcular a intensidade relativa dos fragmentos correspondentes aos genes da 21-OHase ¢
dos genes do C4, consiste na analise densitométrica das autoradiografias. As amostras sem
nenhuma alteragio apresentam intensidades numa razdo de: 1:1 para a relagdo das bandas
de CYP21A:CYP21B; 1:1 para a relagdo das bandas de C4A:C4B (no caso de homozigoze
de C4B para os fragmentos de 6,0 kb ou 5,4 kb); e, 2:1:1 para a relagdo C4A:C4B (no caso
de heterozigose de C4B com os fragmentos de 6,0 kb e 5,4 kb), considerando-se a presenga
de duas copias de cada gene, as relagbes 1:1 representam na verdade uma razdo de 2:2.
Com o intuito de se ilustrar esse procedimento, s3o mostradas trés figuras (8, 9, 10) onde se
véem as autoradiografias e os graficos das densitometrias correspondentes. Cada painel a
direita da autoradiografia apresenta o grafico de densitometria que foi obtido para a linha
correspondente. A area relativa sob as curvas ¢ dada em porcentagem ¢ a razdo entre as
porcentagens foi obtida por dividindo-se a maior pela menor.

Na figura 8 sdo mostrados os resultados obtidos para uma familia onde os
individuos afetados nfio apresentam variagdo no padrio de intensidades (linhas 4 € 5). Essa
familia foi escolhida por ilustrar também um evento de duplicagdo. Na linha 1, a
intensidade aumentada das bandas de CYP21B e C4B apresentam uma razdo de 2:3 para 0s
genes CYP21A:CYP21B e, 2:3 para os genes C4A:C4BB-4] e, na linha 3 a razdo para os
genes CYP21 ¢ a mesma que da linha 1 ao passo que para os genes C4 a razdo € de 2:1:2
para C4A:C4BI6.91:C4BI541. Isso indica a duplicagdo de uma unidade (C4BI-4+CYP21B)
no alelo normal do pai herdado pelo filho ndo afetado. Pode-se dizer que nos casos de
duplica¢do (CYP21A+C4B) as intensidades foram geralmente de 3:2.
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Nos casos de delegdo génica envolvendo (CYP21B+C4B) foi obtida a razdo de 2:1
tanto para as bandas CYP21A:CYP21B quanto para as de C4A:C4B, quando esse evento
foi determinado em heterozigose com mutagdes ndo determinadas. A figura 9 ilustra uma
familia com esse tipo de padrdo.

Nos casos de conversdo génica de CYP21B para CYP21A em heterozigose com
mutacdes ndo determinadas, uma razdo de 3:1 para as bandas de CYP21A:CYP21B foi
obtida, enquanto que para as bandas de C4 a razio foi igual ao normal, isto € 2:2.
A figura 10 mostra o resultado para o estudo de uma familia com esse tipo de alterag&o.

Todas as autoradiografias obtidas nesse estudo foram submetidas a esse tipo de
analise e os resultados para os individuos afetados estdo mostrados na tabela 2. Para esse
calculo, foram medidas as densidades de bandas de autoradiografias com diferentes tempos
de exposigdo, para se obter uma média de cada amostra. Com base nesses resultados, a
interpretagdio para as mutagdes responsaveis pelo fenotipo em cada caso particular € dada
na Gltima coluna da tabela.

2. Variacio no nimero de unidades génicas nos individuos normais portadores
obrigatérios '

A avaliagio da freqiiéncia de delegdes e conversdes responsaveis pela defici€ncia
da 21-OHase foi dificultada pela verificagdo da alta freqiiéncia de duplica¢des e delegdes
do pseudogene combinadas com duplicagdes e dele¢des de C4B nos alelos ndo afetados.
Na figura 11 sdio mostrados os diferentes padroes de restrigio encontrados nos individuos

normais, portadores obrigatorios.

O padrio de restrigdo do painel A, mostra intensidades relativas de 1:1 para todas as
enzimas, sendo encontrado em 73,3% dos haplétipos de heterozigostos obrigatérios para a
deficiénica da 21-OHase. Da mesma forma que para os individuos afetados, trés diferentes
haplétipos sdo distinguidos devido ao polimorfismo do C4 (linhas 1-3).

As delegdes das unidades génicas (CYP21A+C4B) e (CYP21A+C4A) foram
encontradas em 6.7% e 22% dos cromossomos normais em quatro familias,
respectivamente (painel B). Os padrdes dos heterozigotos obrigatérios das familias 13 e
17, apresentam a delegdo da unidade (CYP21A+C4A) (painel B, linhas 1 e 2,
respectivamente). Nos dois padrdes pode-se observar a presenca do fragmento de 6,4 kb
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Tabela 2 - Dados clinicos dos pacientes, intensidades dos fragmentos de DNA ¢ interpretagdo dos
rearranjos moleculares nos cromossomos com HCA.

intensidade relativa das bandas (c)

pacientes sexo  tipo de CYP21A:CYP21B Complemento C4 haplatipos
HCA (fragmentos - kb) (fragmento - kb) (d)
(a) (b) KpnI TaqI Bglll Taq I Interp.
4,0:2,9 3,2:3,7 12:10 _ 7,0:6,4:6,0:5,4

25 M PS 2:1 2:1 1:2 2:0:1:0 del/mut
12 F(IV)* PS 3:0 3:0 1:2 2:0:1:0 del/cv

28 F(V)* PS 4:1 4:1 32 2:0:1:2 cv(duA)/mut

4 F(ID)* PS 3:1 31 2:2 2:0:2:0 cv/mut

17 FI)* PS 1:2 1:2 1:2 1:1:0:1 mut(delA)/mut
14 M PS nd 2:2 2:2 2:0:0:2 mut/mut
29a F(ID)* PS nd 2:2 nd 2:0:2:0 mut/mut
29b M PS nd 2:2 nd 2:0:2:0 mut/mut
31 F(V)* PS 2:2 2:2 2:2 2:0:2:0 mut/mut
26 F(IV)* PS nd 2:2 nd 2:0:2:0 mut/mut

8 F(I)* PS nd 2:2 nd 2:0:1:1 mut/mut

8 M PS nd 2:2 nd 2:0:1:1 mut/mut
11a F(IID)* PS nd 2:2 nd 2:0:1:1 mut/mut
11b F(IIT)* PS nd 2:2 nd 2:0:1:1 mut/mut
lic M PS nd nd nd nd nd

24 F(II)* PS - 22 2:2 2:2 2:0:1:1 mut/mut
7a F(II)* PS 22 2:2 2:2 2:0:2:1 mut/mut
7b M PS 2:2 2:2 2:2 2:0:0:2 mut/mut
43 M PS 4:2 4:2 4:2 2:0:2:2 cv(duA)/mut(duB)
30 F PS 2:0 2:0 0:2 0:2:0:0 del/del
22 F PS nd 2:2 nd 2:0:1:2 mut/mut(dud)
23 F(IIT)* VS 2:1 2:1 1:2 2:0:1:0 del/mut
20a F(IID)* WA nd 4:0 2:2 2:0:2:0 cv/cv
20b M VS nd 4:0 2:2 2:0:2:0 cv/ev
19a F(I)* VS 3:1 3:1 2:2 2:0:2:0 cv/mut

{3 F{ID)* VS 4:1 4:1 32 2:0:1:2 mut(duA)/cv
27 F(I)* VS 2:2 2:2 2:2 2:0:2:0 mut/mut
10a M WA 2:2 2:2 2:2 2:0:1:11 mut/mut
10b F(III)* WA 2:2 2:2 2:2 2:0:1:1 mut/mut

2 M VS nd 2:2 2:2 2:0:1:1 mut/mut

(a) M= masculino, F= feminino; (b) ps= perdedor de sal, vs= virilizante simples; (c) 2:2= razio normal, 1:2= dele¢do do
CYP21A em heterozigose, 3:1= conversio CYP21B em heterozigose, 4:0= conversio do CYP21B em homozigose, 2:1=
delegdio do CYP21B em heterozigose, 2:0= dele¢do do CYP21B em homozigose, 3:2= duplicagio do CYP21A em
heterozigose, 3:0= delecdo do CYP21B e conversdo do CYP21B, 4:1=duplicagdo do CYP21A e conversdo do CYP21B,;
4:2= duplicagio de CYP21A associado a conversio e duplicagio de CYP21B, nd= n3o determinado; (d) del, delegdo de
CYP21B e C4B; cv, conversio génica (CYP21B para CYP21A); mut, mutagio desconhecida no CYP21B; delA, delecdo de
CYP21A e C4A; duA, duplicagdo de CYP21A e C4B.
* graus de Prader (nestes pacientes determinados pela Dr. Andréa Treves Maciel Guerra- FCM/UNICAMP.
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para o gene C4, frequentemente associado a delegiio (CYP21A+C4A). A diferenga entre os
dois padrdes deve-se aos alelos afetados. No caso da linha 1 o alelo afetado € portador de
duplicagdo (CYP21A+C4BI54]) e, no caso da linha 2, é o alelo afetado que carrega a
delecdo (CYP21A+C4A), sendo que no alelo normal a delegdo ¢ de (CYP21A+C4B). Nos
alelos normais de um dos heterozigotos obrigatorios em duas outras familias (14 e 31),
observa-se a delegdo da unidade (CYP21A+C4B) (linha 3).

A duplicagéio da unidade génica (CYP21A+C4BI6.9] ou C4B[>-4)) foi encontrada em
13,4% dos cromossomos normais, nos heterozigotos obrigatorios de seis familias
(painel C). Os alelos normais dos heterozigotos obrigatorios das familias 7 ¢ 10 (linha 1),
25 ¢ 24 (linha 2) apresentam duplica¢do da unidade de (CYP21A+C4BI69]). Na familia 24,
o outro individuo heterozigoto obrigatério apresenta uma duplicagdo da unidade de
(CYP21A+C4BI54]) no cromossomo normal (linha 3). Ja na familia 43, em um dos
individuos portadores obrigatorios, o alelo normal, apresenta a duplicagdo da unidade de
(CYP21A+C4BI54]) (linha 4), porém nesse caso o alelo afetado possui também uma
duplicagdo (C4BI6-0+-CYP21B) produzindo intensidadades de 1:1:1 para as bandas de C4,
isso sera discutido mais adiante no estudo de familias. Neste mesmo painel, na linha 5, ¢
mostrado um padrio de hibridizagdo onde o cromossomo normal do heterozigoto
obrigatorio apresenta uma duplicagdo de (CYP21B+C4Bl34)).

Uma ultima alteragio no numero de unidades génicas foi encontrada no
cromossomo normal de um heterozigoto obrigatério da familia 14. Essa alteragdo foi
deduzida como sendo uma conversdo génica do CYP21A para CYP21B (figura 11,
painel D, linha 1).

3. Caracterizacio de alelos afetados por estudo de familias

Devido a variabilidade nas intensidades de bandas, ficaria dificil de se prever a
organizagio génica dos alelos individuais pela observagdo apenas dos padrdes de
individuos afetados. Nesse sentido o estudo de familias completas foi essencial para a
identificagio dos alelos. Por exemplo, os pacientes 28 e 13 apresentam o mesmo padrdo de
intensidade dos fragmentos de restri¢do (figura 7, painel B, linha 2). Estudando as
respectivas familias completas (figura 12) ficou evidente que a paciente 28 (linha 3)
carrega no mesmo cromossomo uma duplicagdo da unidade (CYP21A+C4BB:4]) e uma
conversdo em larga escala. Isso foi possivel de ser determinado observando o padrdo de sua
mae (linha 2) que apresenta intensidades relativas caracteristicas de duplica¢do para 0s
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kb =
7,0 > <«C4A
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Figural2 - Heredograma e "Southern"de analises das familia 28 e 13. Os "blots" de DNA gendmico sdo

digeridos com 7agq I e hibridizados com as sondas pC21/3c (abaixo) e C4B550 (acima). A familia 28 possui 3
individuos, a saber: Pai (linha 1), Mée (linha 2), Filha afetada (linha 3) e a familia 13 possui 4 individuos,
Pai (linha 4), Mée (linha 5), filha afetada (linha 6) e filho normal (linha 7). O tamanho (em kb) das bandas e

os referidos genes estdo indicados nos lados esquerdo e direito das fotos, respectivamente.
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genes C4 e uma razdo de 4:1 para os fragmentos 7aq I de 3.2 kb:3,7 kb, a mesma observada
na filha. O padrio apresentado pelo pai era aparentemente normal (linha 1), assim foi
inferido que cromossomo herdado de seu pai provavelmente porta uma mutagdo ndo
detectada pelo método usado aqui. No padrdo do paciente 13 (linha 6), 0 cromossomo
duplicado com uma unidade (CYP21A+C4B[5:4]) extra vem do pai (linha 4), o qual
também tem uma delegio de uma unidade (CYP21A+C4A) no alelo ndo afetado herdado
peia crianga normal (linha 7). O alelo afetado herdado da mde (linha 5) apresenta uma
conversdo génica em larga escala do gene CYP21B com um pseudogene normal.

Outro exemplo que pode ser citado ¢ o do individuo afetado da familia 43
(figura 13, linha 3). Observa-se um padrdo de hibridizagio dificil de se analisar
considerando-se somente o afetado. O resultado com a sonda C4 mostra as trés bandas de
intensidades iguais, enquanto que para a sonda pC21/3c a intensidade relativa € de 2:1 para
os fragmentos 3,2 kb:3,7 kb. Observando-se o pai (linha 1) verifica-se um padrdo de
hibridizagdo caracteristico de uma duplicagio de (CYP21A+C4B-4]) e uma conversdo em
larga escala, com intensidade de 4:1 para os fragmentos de CYP21 e de 2:1:2 para os de
C4. A mie (linha 2) apresenta intensidades iguais das bandas relativas aos genes C4 e
também para os de CYP21, isso sugere que possua um cromossomo com duplicagdo de
uma unidade (CYP21A+C4B) e um cromossomo afetado com duplicagdo da unidade de
(CYP21B+C4B). Uma interpretagdo para o padrdo de bandas do filho afetado (linha 3) ¢
considerar que tenha herdado o cromossomo afetado do pai com a duplicagdo de
(CYP21A+C4BI54]) associado a conversdo e, da mde o cromossomo afetado seria o que
carrega a duplicagdo de (CYP21B+C4BI6.91), explicando assim a intensidade relativa de 2:1
observada para os fragmentos 3,2 kb:3,7 kb e, 1:1:1 para os fragmentos 7,0 kb:6,0 kb:5,4
kb, respectivamente. Considerando os 2 alelos as proporgdes provavelmente sdo: 4:2 para
os genes CYP21 e 2:2:2 para os do C4. Deve-se esclarecer aqui que nessa familia ¢ ainda
dificil de predizer a organizagdo correta dos genes porque a técnica empregada ndo permite
o calculo correto do numero de copias presentes em cada fragmento, temos apenas
intensidades relativas.

A analise da familia combinada com a utilizagio da sonda para C4 e, ainda a
obtencdio de padrio de restrigdo com outras enzimas foi, também, essencial para o
esclarecimento da organizagdo génica dos afetados da familia 20 (figura 14). Observando
somente o padrio de bandas para os genes CYP21 dos dois individuos afetados
(linhas 3 ¢ 4), tem-se a impressdo de que eles apresentam delecdo em homozigose do gene
CYP21B no “blot” com 7agq 1. Estudando-se os padrdes do pai (linha 1) e da mde (linha 2),
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Figura 13 - Heredograma ¢ "Southern" de analises da familia 43. O "blot" de DNA gendmico digerido
Taq 1 e hibridizados com as sondas pC21/3c (abaixo) e C4B550 (acima). Esta familia possui 3 individuc
saber: Pai (linha 1), Mée (linha 2), Filho afetado (linha 3). O tamanho (em kb) das bandas e os referic
genes estdo indicados nos lados esquerdo e direito das fotos, respectivamente.
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Figura 14 - Heredograma e "Southern" de analises da familia 20. (A) "blot" de DNA gendmico digerido
com 7Tagq I e hibridizados com as sondas pC21/3c¢ (abaixo) e C4B550 (acima). (B) "blot" de DNA gendmico
digerido com Bgl 11 e hibridizado com a sonda pC21/3c. Esta familia possui 5 individuos, a saber: Pai (linha
1), Mée (linha 2), Filha afetada (linha 3), Filho afetado (linha 4) e Filho normal (linha 5). No "blot" (B),
linha 5 ndo ocorreu hibridizagdo, devido 1uantidade insuficiente de DNA. O tamanho (em kb) das bandas e
os referidos genes estdo indicados nos lados esquerdo e direito das fotos, respectivamente.
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ambos apresentam diminui¢do da banda de 3,7 kb em relagdo a de 3,2 kb. Porém, na
hibridizagdo do “blot” Taq I com a sonda para C4, observaram-se as bandas relativas aos
genes C4B e C4A sem alteragdo para todos individuos, bem como no padrio de
hibridizagdo da sonda pC21/3c com “blot” Bg/ Il também ndo se observa nenhuma
alteragdo nas intensidades de bandas. Esse resultado ¢ compativel com o evento de
conversdo em larga escala. Os individuos afetados (linhas 3 e 4) herdaram dois alelos com
conversdo génica em larga escala, o do pai e 0 da mie, apresentando assim padrio de
hibridizagdo em homozigose para conversdo génica em larga escala. Como a intensidade
relativa dos fragmentos 3,2 kb:3,7 kb nos pais é de 3:1, caracteristica de conversio em
larga escala, pode-se inferir que a intensidade relativa das bandas dos individuos afetados é
de 4 (3,2 kb): 0 (3,7 kb) para os genes CYP21 e 2 (7,0 kb): 2 (6,0 kb) para os genes do
complemento C4 (Tabela 2, pacientes 20a e 20b).

4. Padraes de restricio diferentes

Dentre os padrdes de restrigdo para as 23 familias estudadas foram encontrados dois
com alteragdes ndo so6 nas intensidades de bandas, mas apresentam fragmentos com
diferentes tamanhos. A familia 22 (figura 15), citada anteriormente, é uma delas. O pai
(linha 1, painéis A e B) apresenta um padrfo caracteristico de duplica¢do de uma unidade
(CYP21A+C4B[>-4l). Na mie (linha 2, painéis A e B) observa-se o seguinte: quando os
filtros de Taq I sdo hibridizados com a sonda de C4 (painel A) aparecem trés fragmentos:
7,0, 6,0 € 5,4 kb, numa intensidade de, respectivamente, 2:2:1. Observado isoladamente,
esse padrdo seria caracteristico de uma duplicagio de C4BI6.9]. Porém, quando se analisa as
bandas para a sonda pC21/3c (painel B), o que se verifica ¢ a presenga das duas bandas
caracteristicas de 3,7 e 3,2 kb numa mesma intensidade, contudo, se observa
adicionalmente um fragmento de 5,4 kb. Pelo resultado da filha afetada (linha 3,
painéis A e B) verifica-se que possui o alelo com a duplicagdo (CYP21A+C4BI5:4]) do pai
€, portanto, esse alelo deve pertar uma mutagdo ndo determinada no gene CYP21B. O alelo
afetado herdado da mie € justamente aquele que possui um fragmento extra para a sonda
de 21-OHase e que ¢ portador de um C4BI6.0l fato esse concluido pela intensidade as
bandas 7,0, 6,0 e 54 kb para C4 que é respectivamente, 2:1:2 (painel A, linha 3).
Aparentemente, o cromossomo que vamos chamar de andmalo, apresenta, entdo um
fragmento de 5,4 kb que aparece quando hibridizado tanto com a sonda pC21/3¢ como com
a sonda C4B550. Isso porque se considerassemos isoladamente a intensidade relativa dos
fragmentos 7,0 e 6,0 para C4 na mée (painel A, linha 2) teriamos uma intensidade de 2:2. O
fragmento de 5,4 kb aparece com intensidade relativa de 1 comparado com os outros dois o
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Painel A - Sonda C4 Painel B - Sonda pC21/3¢
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Figura 15 - Analise dos "blots" da familia 22. Os "blots" de DNA gendmico digerido com 7agq I ¢
hibridizados com as sondas pC21/3c (Painel A) e C4B550 (Painel B). Esta familia possui 3 individuos
saber: Pai (linha 1), Mae (linha 2) e Filha afetada (linha 3). O tamanho (em kb) das bandas ¢ os referic
genes estdo indicados nos lados esquerdo e direito das fotos, respectivamente.
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que nos leva a concluir que ndo se trata de uma duplicagio de C4BI6.0l. mas de um
fragmento extra de 5,4 kb. Desta forma, este fragmento andémalo pode estar sendo
reconhecido tanto pela sonda de 21-OHase quanto pela de C4. Porém, deve-se considerar a
possibilidade de ser apenas uma coincidéncia de tamanho de fragmento. Até o momento,
esta sendo considerado que o alelo anémalo ¢ afetado por possuir mutagio desconhecida
no gene CYP21B correspondente ao fragmento de 3,7 kb. Os resultados dessa familia
exernplificam a dificuldade de se analisar alelos com miltiplas unidades (CYP21+C4) e
aponta para a necessidade de um estudo mais profundo ao nivel de sequéncias de
nucleotideos.

Outro exemplo de padrdo de hibridizagdo andmalo é o da familia 26 (figura 16). O
pai (linha 1, painéis A e B) apresenta os dois cromossomos com padrio normal de
hibrizagdo, sendo que um deles, o afetado, deve ser portador de uma mutacgio ainda ndo
determinada. A mée (linha 2, painéis A e B) e a filha afetada (linha 3, painéis A e B),
apresentam o mesmo padrdo de hibridizagdo, inclusive uma banda anémala de 3,7 kb que
aparece quando o “blot” 7aq 1 € hibridizado separadamente com a sonda para o
complemento C4. Seguindo o mesmo raciocinio da discussdo acima, ndo podemos afirmar
se esse fragmento de 3,7 kb seria 0 mesmo que hibridiza com as duas sondas, ou se ¢
apenas uma coincidéncia de tamanho. De qualquer modo, o cromossomo com o rearranjo
andmalo quanto ao C4, provavelmente possiu uma mutagdo no gene CYP21B que
combinado com o alelo afetado do pai produziu o fenétipo HCA na filha.

Uma terceira familia chamou a atengéo quanto ao padrio de hibridizagdo. No “blot”
de Taq 1, a paciente da familia 30 apresenta um cromossomo com um rearranjo génico
nunca descrito antes (figura 17). Por ser uma familia de casamento consanguineo (primos
em primeiro grau), o pai (linha 1) e a mée (linha 2) apresentam o cromossomo com este
mesmo rearranjo génico, consequentemente a filha afetada é homozigota para esse alelo.
Este cromossomo possui a conhecida delegdo de 30 kb, formando um gene hibrido de
CYP21A/B apresentando o padrdo de restrido ja descrito. Fato inédito ¢ a presenca do
fragmento de 6,4 kb referente ao hibrido de C4 que normalmente ¢ formado por eventos de
“crossover” desigual envolvendo a dele¢@io do pseudogene CYP21A (figura 5c). Deduz-se
que para o afetado, a intensidade relativa das bandas para os genes CYP21A e CYP21B ¢é
de, respectivamente, 2 (3,2 kb):0 (3,7 kb) e, de 0:2:0:0 para os fragmentos de 7,0 kb, 6,4 kb,
6,0 kb € 5,4 kb, respectivamente (Tabela 2, paciente 30).
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Painel A - Sonda C4 Painel B - Sonda pC21/3¢
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Figura 16 - "Southern blot" de analises da familia 26. O "blot" de DNA gendmico digerido com 7ag L e
hibridizado com as sondas pC21/3c (Painel A) e C4B550 (Painel B). Esta familia possui 3 individuos, a saber:
Pai (linha 1), Mée (linha 2) e Filha afetada (linha 3). O tamanho (em kb) das bandas e os referidos genes estdo
indicados nos lados esquerdo e direito das fotos, respectivamente.
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Figura 17 - Heredograma e "Southern” de analises da familia 30. O "blot" de DNA gendmico digerido com
Taq 1 e hibridizados com as sondas pC21/3c (abaixo) e C4B550 (acima). Esta familia possui 3 individuos, a
saber: Pai (linha 1), Mae (linha 2), Filha afetada (linha 3). O tamanho (em kb) das bandas e os referidos

genes estdo indicados nos lados esquerdo e direito das fotos, respectivamente.



74

5. Distribuicio dos rearranjos:

No presente estudo descreve-se a distribuigdo de delegdo e conversdo génica em
larga escala no Jocus CYP21B em pacientes com Hiperplasia Congénita da Adrenal devido
a deficiéncia da enzima 21-hidroxilase, no Brasil. A freqiiéncia dos rearranjos genéticos
obtida pelo estudo do padrdo de intensidade de bandas dos fragmentos de restrigdo nos
haplétipos afetados e ndo afetados e suas associagdes com as diferentes formas da
deficiénica da 21-OHase sdo mostradas na Tabela 3. Eventos de conversdo génica em larga
escala foram encontrados em 19% dos haplotipos afetados, ao passo que a delegdo génica
foi achada somente em 9,5%. Esses rearranjos ndo foram encontrados em cromossomos
ndo afetados de heterozigotos obrigatorios. Além disso, em 71,5% dos hapldtipos afetados
ndo foi encontrada nenhuma alteragdo no gene CYP21B detectavel pela metodologia
uttlizada.

Como citado anteriormente, as delegdes e/ou duplicagdes do pseudogene CYP21A
ndo causam diretamente a deficiéncia da 21-OHase. Entretanto, podem aparecer como
polimorfismo na populagdo. Assim, uma porcentagem de 6,7% dos cromossomos normais
de portadores obrigatorios apresentaram dele¢iio de (CYP21A+C4B); 2,2%, delegdo de
(C4A+CYP21A); 13,4%, duplicagdo de (CYP21A+C4B); e, 2,2%, duplicagio de
(C4B+CYP21B). Um caso de conversdo génica de CYP21A para CYP21B foi encontrado
entre os haplotipos ndo afetados (2,2%). Porém, um caso (2,4%) de dele¢do da unidade
(C4A+CYP21A) e dois casos (4,7%) de duplicagdo da unidade (CYP21A+C4B) estdo
associados com mutagdes desconhecidas no gene ativo nos cromossomos afetados. Ainda,
dois casos (4,7%) de duplicagdo de (CYP21A+C4B) dos alelos afetados estdo associados a

conversdo génica em larga escala.
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Tabela 3 - Frequéncia dos defeitos genéticos em 23 familias brasilieiras com Hiperplasia

Congénita da Adrenal.

Os haplotipos ndo afetados sdo obtidos de heterozigotos obrigatorios. PS, perdedor de sal; VS,

virilizante simples.

—
~

Haplétipos afetados Haplétipos

nao afetados

Total 2_8

e PSS VS n(%) n(%)
Delecdo de 30 kb 3 1 4 (9.,5)

Conversdo génica 2 4 6 (14,3)

Delegdo de (C4B+CYP21A) 3(6,7)
Delecdo de (C4A+CYP21A) 1(2,2)
Duplicagdo de (C4B+CYP21A) 6 (13,4)
Duplicagdo de (C4B+CYP21B) 1(2,2)
Conversdo associada a duplicagdo

de (C4B+CYP21A) 2 0 24,7

Mutagdo desconhecida associada

a duplicagdo de (C4B+CYP21A) 1 1 24,7

Mutac¢do desconhecida associada

a duplica¢do de (C4B+CYP21B) 1 0 1(2,4)

Mutagdo desconhecida associada

a delecdo de (C4A+CYP21A) 1 0 1(2,4)

Conversdo génica de CYP21A

para CYP21B 1(2,2)
Variagdes ndo detectaveis 18 8 26 (62,0) 33 (73,3)

14

42 (100) 45 (100)

————:
——

|

i
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1. Haplétipos com rearranjos

Foram analisadas familias com pelo menos um membro afetado com a forma
classica da deficiéncia da enzima 21-OHase com o objetivo de se obter a distribuig¢do de
delegdo e conversdo génica envolvendo os sitios 7ag [ ¢ Kpn I no locus CYP21B. Foram
estudados os genes da enzima 21-hidroxilase ¢ do complemento C4. Varios haplotipos
puderam ser definidos em termos dos rearranjos génicos por observagdo dos fragmentos de
restrigdo revelados com as sondas pC21/3¢c e C4B550 tanto nos alelos afetados quanto nos
ndo afetados. Para facilitar a compreensdo, a organizagdo génica dos alelos afetados
encontrados nos pacientes com HCA, ¢ mostrado aqui esquemas representando os genes da
21-OHase, CYP21B e CYP21A ¢ do complemento C4, C4A e C4B (figura 18). Foram
observados quinze diferentes hapldtipos incluindo dele¢des, duplicagdes, conversdes, e
variantes dos genes C4 (unidades “longas” e “curtas”), muitos dos quais ja descritos por
outros autores (Carrol e col., 1985b; Garlepp e col., 1986; Donohoue e col., 1986c;
Collier e col., 1989; Partanen e col., 1989; White, 1989; Morel e col., 1989b; Schneider,
1990; Koppens e col., 1992). Dos trabalhos citados acima, o de Koppens e col., (1992)
apresenta o estudo mais detalhado onde foram analisadas 29 familias holandesas nas quais
foram encontrados rearranjos representados em dez diferentes haplotipos que aparecem em
combinagdo nos individuos afetados. Desses dez, nove sdo igualmente encontrados nos
pacientes aqui analisados (figura 18, haplotipos a-f, h-j). Todos rearranjos encontrados nos
alelos ligados a HCA podem ser explicados por mecanismos de recombinagio entre o gene
funcional e o pseudogene (White e col., 1987b; Miller e col., 1989; White e New, 1992).

A hibridizagio dos “blots” Kpn I com a sonda 21-OHase produziu uma razéo entre
os fragmentos 4,0 kb e 2,9 kb sempre igual a encontrada para os fragmentos 7aq I de 3,2 kb
e 3,7 kb. Esses resultados indicam que todos os genes da 21-OHase estudados t€m ou o
sitio7aq I (caracteristico do CYP21A) ou o Kpn I (caracteristico do CYP21B) no final 5° da
sequéncia génica, mas nunca os dois ao mesmo tempo. Na abordagem aqui usada
considera-se que uma conversdo génica pode ter ocorrido quando originalmente um
fragmento de 7aq I de 3,7 kb ¢ transformado para 3,2 kb por aquisi¢do do sitio presente na
regido 5° do pseudogene e, concomitantemente, um fragmento de Kpn 1 de 2,9 kb ¢
transformado em um fragmento de 4,0 kb pelo desaparecimento do sitio presente no gene
ativo. Em relatos anteriores, tém-se referido a esse tipo de conversio como “conversdo
génica em larga escala” (Harada e col., 1987, Matteson e col., 1987; Urabe e col., 1990;
Strachan e White, 1991; Strachan, 1994), pois além de converter a extremidade 5° do gene
ativo para o inativo, normalmente se extende até o exon 3 incluindo na copia ativa do gene
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algumas mutagdes deletérias, tais como a do sitio de “splice” no intron 2 ¢ a delegdo de
oito pares de base no exon 3 (Higashi e col., 1988; White e col., 1988). Apesar disso, a
presenga de um sitio extra de 7aq I e a ausénica de um sitio de Kpn I ndo necessariamente
implica que o gene CYP21B foi inteiramente convertido para o pseudogene CYP21A
(Koppens e col., 1992). No entanto, ndo se tem informagdes de atividade bioldgica normal
de um gene CYP21B caracterizado por um fragmento 7aq I de 3,2 kb ou por um fragmento
Kpn 1 de 4,0 kb; sendo que sempre que se observa a auséncia completa dos fragmentos
Taq 1de 3,7 kb ou Kpn I de 2,9 kb o fenétipo apresentado pelo paciente € o de perdedor de
sal (Koppens e col., 1992; Speiser € col., 1992b).

Trés haplotipos adicionais (figura 18, haplotipos g, 1, k) foram encontrados nos
pacientes estudados neste trabalho, em comparagdio com o trabalho de Koppens e col.
(1992). O haplétipo k apresenta um rearranjo génico nunca descrito antes em humanos.
Este haplétipo foi encontrado em homozigose numa paciente com a forma perdedora de sal
(paciente 30), tendo sido herdado de ambos os pais por se tratar de um casamento
consanguineo (primos em 1° grau). Na tentativa de se explicar a formagdo desse hapldtipo
deve-se imaginar que tenha sido formado em geragdes anteriores por alguns “crossovers”
sucessivos. Teoricamente, devemos considerar pelo menos trés eventos independentes de
“crossover” desigual (figura 19). Um, onde é gerado um cromossomo com a delegdo de
CYP21A com formagdo do hibrido C4A/C4B (A), outro, onde forma-se um cromossomo
com dele¢io de C4B com o hibrido CYP21A/CYP21B (B). E, o tltimo onde esses dois
cromossomos sdo emparethados e ha o cruzamento juntando o hibrido de C4 com o hibrido
de CYP21 (C). Os haplétipos g e 1 representam alelos portadores de duplicagdo de uma
unidade (CYP21A+C4B) associada ao gene CYP21B afetado por conversdo génica e por
mutagio ndo determinada, respectivamente.

Haplétipos de conversdo e delegdo génica com perda do gene CYP21 funcional sdo
sempre associados com a deficiéncia da 21-OHase e ndo foram encontrados em nenhum
haplotipo ndo afetado. No entanto, além dos haplétipos sem nenhuma alteragdo aparente,
os com delecio de (CYP21A+C4A) ou (CYP21A+C4B), e os com duplicagdo de
(CYP21A+C4B) ou (CYP21B+C4B) sdo encontrados na populagdo em geral e, somente
sdo associados com a deficiéncia da 21-OHase se os genes CYP21B presentes carregarem

mutagdes deletérias.

Os alelos normais analisados neste trabalho mostraram uma variagdo no nimero das
unidades génicas, tais como: delegio das unidades (CYP21A+C4A) e (CYP21A+C4B),
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duplicagdo das unidades (CYP21A+C4B) e (CYP21B+C4B) e conversio génica de
CYP21A para CYP21B. Foram considerados alelos normais aqueles ndo relacionados com
o fenotipo doente, presentes nos heterozigotos obrigatorios. Foram observados sete
haplotipos diferentes nos alelos normais dos individuos heterozigotos obrigatorios
(figura 20, haplétipos a-g).

Koppens e col. (1992) fizeram a analise da freqiiéncia dos diferentes hapldtipos em
individuos controle e concluiram que a freqiiéncia de cada haplotipo nos controles nédo
deva ser diferente da dos alelos ndo afetados dos portadores obrigatorios, devido a alta
freqiiéncia de heterozigotos na populagéo (1:60 a 1:50). Assim, podemos considerar que a
freqiiéncia de duplicagdes e delegdes envolvendo os genes C4 € o pseudogene CYP21A
encontradas nos alelos ndo afetados dos portadores obrigatdrios represente a freqiiéncia da
populagdo em geral. Devido a esses rearranjos aparecerem frequentemente, a interpretagio
dos resultados através de “Southern blot” torna-se mais dificil porque as combinag¢des dos
varios haplétipos, afetados ou normais, podem produzir o mesmo padrio de hibridizagdo.

Embora eventos de delegdo e/ou duplicagio do pseudogene CYP21A sejam
encontrados como um polimorfismo na populagdo em geral e, portanto ndo sdo
responsaveis pela manifestagio da doenga, em familias com individuos afetados, as
delegdes de CYP21A podem ser condideradas como uma pré-muta¢io, aumentando a
suceptibilidade para desenvolver uma mutagdo causadora de deficiéncia de 21-OHase por
facilitar o emparelhamento cromossomico desigual (Sinnott e col., 1990).

2. Estudo de familias

Como citado acima, mas raramente mencionado na literatura, combinagdes de
alguns haplotipos com numero de unidades génicas (C4+CYP21) diferente de dois,
produzem o mesmo padrdo de hibridizagdo quando analisados por “Southern blot”. Um
exemplo disso ¢ a combinagdo dos haplétipos (a e g) e (c e f) (figura 18) que, presentes
simultaneamente em um individuo, apresentam o mesmo padrdo de hibridizag@o. Essas
combina¢des foram encontradas nos pacientes das familias 28 e 13, respectivamente
(figura 12, linhas 3 e 6). Embora, o estudo de familias reduza esse problema, tais
complicagdes limitam o numero de familias para as quais se possa atribuir com certeza um
haplétipo. Considerando-se que varios haplotipos incomuns possam ocorrer, tais como:
haplétipos portando dois CYP21B e nenhum CYP21A; trés CYP21A; um CYP21B e trés
CYP21A; ou, quatro CYP21A, a determinagio deve ser realizada por uma analise de
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digestdo do DNA com enzimas de restri¢do de sitios raros onde os fragmentos gerados sdo
da ordem de 30 kb e¢ podem ser separados por eletroforese de campo pulsado
(Collier e col., 1989; Sinnott e col., 1992). Nesse sentido, deve-se ressaltar que o
polimorfismo de tamanho de fragmento 7aq I do gene C4B foi considerado para ajudar na
diferenciagdo dos hapldtipos afetados no estudo de familias. Deste modo, foi possivel
determinar o padrdo de haplotipos de todas as 23 familias estudadas, apresentando um total
de 42 haplotipos afetados com a deficiéncia da 21-OHase e 45 haplétipos normais
(Tabela 3).

Este estudo foi voltado principalmente para a caracterizagdo dos haplotipos
(afetados e ndo afetados) nas familias com HCA, porém pode-se dizer que, uma vez
determinado se a familia € ou ndo informativa, essa metodologia pode ser usada para o
diagndstico e para identificar a condi¢do de portador ou ndo dos irm&os ndo afetados. Mais
uma vez, Koppens e col., (1992) no seu estudo em 29 familias holandesas féz uma
distingdo entre portadores € ndo portadores em 16 familias (55%). Das 23 familias
estudadas aqui, 12 familias apresentam irmios nio afetados, destas, foi possivel a distingdo
entre irmdos portadores e ndo portadores em 8 familias (66%), sendo que 5 irmdos sdo
portadores € 3 ndo portadores. Nas 11 familias restantes esta distingdo nio foi possivel.
Com o estudo de familias, foi possivel também identificar a presenga de cromossomos com
rearranjos andmalos (familias 22 e 26).

3. Familias que discordam entre seus padrdes de hibridizacio

No inicio deste trabalho foram encontradas duas familias com discordincias entre
as caracteristicas clinicas e¢ seus padrées de DNA. Na familia 17 (figura 21) foram
analisados dois irmdos, um afetado e outro normal, que apresentaram o mesmo genodtipo
demonstrado pelo padrdo de hibridizagdo idéntico. A méde possui dele¢do do pseudogene
nos dois alelos. Embora ndo tenhamos determinado nenhuma alteragio no pa’ a
possibilidade de portar uma mutagio pontual deve ser considerada. Essa crianga foi
encaminhada para tratamento com uma dosagem hormonal aiterada, sendo que na familia
j& havia registros de varios casos anteriores de oObitos de primos por parte do pai. As
alteracGes encontradas na mie ndo sdo suficientes para explicar o fenotipo afetado.
Paralelamente, a equipe clinica que acompanha 0s pacientes observou que a crianga
afetada atualmente apresenta um quadro estavel, portanto deve-se ponderar a possibilidade
de ndo ser doente. No caso da familia de numero 19 (figura 10), foram analisadas duas
criangas consideradas afetadas com a forma virilizante simples. As duas apresentaram
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Figura 21 - Heredograma e "Southern” de analises da familia 17. O "blot" de DNA genémico digerido com
Taq 1 e hibridizados com as sondas pC21/3c¢ (abaixo) e C4B550 (acima). Esta familia possui 4 individuos, a
saber: Pai (linha 1), Mie (linha 2), Filha afetada (linha 3) e Filho normal (linha 4). O tamanho (em kb) das
bandas e os referidos genes estdo indicados nos lados esquerdo e direito das fotos, respectivamente.
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gendtipos diferentes (linhas 3 e 4). Embora as duas criangas apresentem niveis de 17-OH-
progesterona alterados, a dosagem do menino mais novo ¢ menor que a da filha afetada e
menor que da média dos pacientes afetados pela forma virilizante simples. A equipe
clinica, entdo, questionou a condigio de afetado do menino e suspendeu a medicagdo. O
menino respondeu positivamente a esse procedimento e ¢ agora considerado ndo afetado.

4. Correlacdo do gendtipo com o fenétipo

Em geral, enzimas 21-OHase mutantes carregando substituigdes especificas de
aminoacidos normalmente presentes no pseudogene ¢ identificadas nos pacientes com a
deficiéncia da 21-OHase, revelam atividades que a grosso modo correspondem com a
gravidade clinica da doenga e com as anormalidades bioquimicas a ela associadas
(Tusie-Luna e col., 1990; 1991; Chiou e col, 1990; Higashi e col., 1991; Wu e Chung,
1991). Seguindo esse raciocinio, a delegdo em homozigose ou a delegdo em trans com uma
mutagio que confere atividade enzimatica zero in vitro, sdo consideradas como
responsaveis por uma atividade total de 0% da 21-OHase in vitvo bem como pelo fenétipo
severo de perda de sal. Entretanto, a disting8o entre as duas formas classicas da deficiéncia
da 21-OHase n#o ¢é absoluta. Ha registros de irmdos com HLA-idéntico, no qual um irméio
demonstra perda de sal enquanto o outro irmdo tem uma sintese suficiente de aldosterona
(Stoner e col., 1986). Recentemente, Speiser ¢ col. (1992b) classificaram 90 pacientes em
trés grupos de mutagdo, baseando-se no grau de comprometimento enzimatico. O grupo A
(sem atividade enzimatica) consistiu principalmente de pacientes perdedores de sal, o
grupo B (2% de atividade) com pacientes virilizantes simples, € o grupo C (10-20% de
atividade) com pacientes da forma ndo classica. Os grupos de mutagdo correlacionaram-se
com o diagndstico clinico, mas cada grupo continha pacientes com fendtipos mais ou
menos grave do que o predito pela combinagio de mutagdes.

A associagdo entre o fendtipe clinico e a classe de mutagdo patoldgica discutida em
trabalhos recentes (Higashi e col., 1991; Sinnott e col., 1992; Speiser e col., 1992; Wedell e
col., 1994) é geralmente concordante. Em particular, haplotipos de delecdo e converséo
génica na forma homozigota sdo frequentemente associados com o fenotipo de perda de
sal. Entretanto, devido ao alto grau de heterozigose para as mutagdes, uma correlagdo entre
o fenétipo clinico e uma categoria especifica de mutagdo € dificil de se estabelecer. Esse €
o caso da maioria dos pacientes de HCA analisados neste estudo.
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Foram encontrados apenas trés pacientes com homozigose para a auséncia do
fragmento de Tag I de 3,7 kb. Uma delas ¢ a paciente com a forma perdedora de sal
portadora de delecdo homozigota numa familia consanguinea positiva (familia 30). Outra,
também classificada como perdedora de sal, possui uma dele¢do e uma conversdo em larga
escala (familia 12). Nesses dois casos, a auséncia completa do fragmento 3,7 kb
corresponde ao fendtipo predito de perdedor de sal. No entanto, de alguma forma os
resultados dos pacientes da familia 20 (pacientes 20a e 20b) se contrapdem ao fenétipo,
onde ambos possuem um padrdo de hibridizagdo para conversdo génica (em larga escala)
em homozigose, porém com um fendtipo virilizante simples. Na tentativa de explicar tal
achado, podemos supor que nesta familia a conversdo génica encontrada nos hapl6tipos
afetados ndo tenha atingido um intervalo grande do segmento do gene CYP2IB,
consequentemente pode ter adquirido somente uma pequena porg¢do da extremidade 5° do
CYP21A, inclusive o sitio de Taq 1. Caso essa conversdo ndo tenha atingido seqiiéncias
importantes para a formagdo da proteina a forma virilizante simples podera ser justificada.
Embora estes sitios se localizem fora da seqiéncia codificadora, a manuten¢do de uma a
estrutura semelhante ao CYP21B na sequéncia 5° pode ser necessaria para expressdo
génica. Muitos elementos regulatorios tém sido descritos no final 5° dos genes 21-OHase
de camundongos (Rice e col., 1990), revelando a importincia dessa regido para a
expressio. Dados obtidos por Killeen e col. (1991) mostram que a extremidade 5’ da regido
génica do CYP21A, apesar de conter um numero grande de sequéncias divergentes de
CYP21B, pode sustentar transcrigdo do gene CYP21, embora contenha um promotor mais
fraco. Esta observagdo da suporte a idéia de que a conversdo génica em questdo
provavelmente tenha afetado o gene ativo atingindo somente a regido promotora do gene,
causando com isto apenas uma diminuig¢do na produgdo da enzima. Como a aldosterona €
normalmente secretada numa razdo de 100-1000 vezes menor do que o cortisol, torna-se
evidente que a atividade da 21-OHase tera que diminuir a niveis muito baixos para que a
faita de aldosterona seja manifestada. Assim, com apenas 1% de atividade normal da
21-OHase a sintese de aldosterona acontece, evitindo a perda de sal, resultando num
fenétipo virilizante simples (White ¢ New, 1992). Encontra-se na literatura o registro de
apenas um caso de auséncia completa do gene 21-OHase com sintese normal de
aldosterona (Speiser € col., 1991). Nesse trabalho os autores consideram que se trata de um
caso de delegdo em homozigose, embora ndo descrevam a metodologia usada para essa
determinagfo. A conclusdo desse estudo foi que embora pacientes com a forma perdedora
de sal possuam mutagdes no gene CYP21B que séo equivalentes em termos da sua fungéo
isso pode variar de um para outro € a sua capacidade de produzir mineralocorticéides pode
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eventualmente ser variavel. Especula-se se essa variagdo pode ser atribuida a uma outra
enzima da adrenal com atividade de 21-hidroxilase.

5. Comparacio com outras populagdes

Nesses ultimos anos, varias informagdes de haplétipos da 21-OHase e sua
ocorréncia em diferentes populagdes tem sido publicada (Tabela 4). Em quase todas as
populagdes estudadas a freqiiéncia de delegdo génica € mais alta que a de conversdo génica

em larga escala, exceto na populagdo da Franga (Morel € col, 1989a), na qual as
freqiiéncias sdo as mesmas em ambas as mutagdes € no Japdo (Harada e col., 1987) onde
ndo se encontrou nenhuma dele¢do. Entretanto, em dois diferentes estudos na Italia a
freqiiéncia de delecdo génica foi significativamente mais baixa do que de outras
populagdes, no entanto a freqiiéncia de conversdo génica em larga escala foi ainda mais
baixa. O presente estudo mostra freqiiéncia mais alta de conversio génica em larga escala
(16,6%) do que delegdo génica (9,5%) nos pacientes estudados no Brasil. Além disso, a
maioria dos casos de delegdo génica sdo heterozigotos compostos, sendo apenas um de
delecdo em homozigose. Muitos desses estudos na Tabela 4 comparam haplotipos da
21-OHase com diferentes abordagens. Basicamente, eles usaram analises de “Southern
blot” com no minimo duas enzimas de restrigdo e sonda da 21-OHase, exceto por Coilier €
col., (1989) que também usou analises de eletroforese de campo pulsado com a enzima
BssH II. Nossos estudos combinam haplétipos da 21-OHase/complemento C4 com algumas
enzimas de restri¢io para minimizar um erro de avaliagdo dos haplétipos portadores de
conversdo génica em larga escala. Apesar das dificuldades na interpretagdo, esta claro que
diferengas étnicas tém contribuido para a controvérsia com respeito ao nimero de delegdes
de CYP21B em familias com HCA.

As diferengas no fené¢tipo, a baixa freqiiéncia de delegdo génica, e alta freqiéncia
de conversdo génica comparada com estudos de outras populagdes, constituem em fatores
indicativos de que a deficiéncia da 21-OHase pode envolver diferentes rearranjos e/ou
mutagdes pontuais moleculares na populagfo brasileira. Estas freqiéncias diferentes
podem ser explicadas devido a variabilidade entre as populagdes mas também por
diferentes interpretagoes.
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Tabela 4 - Comparagio das freqiéncias de delegdo e conversdo génica em larga escala em
diferentes trabalhos publicados.

Nimero Dele¢io Conversido génica
Pais de génica em larga escala Referéncias
_familias (%) (%)

Inglaterra 32 33 10 Collier e col., 1989
Finldndia 17 35 9 Partanen e col., 1989
USA 35 19 3 White e col., 1988
Franca 91 18 7 Momet e col., 1991
Franca 57 11,2 11,2 Morel e col., 1989b
Italia 33 11,7 33 Sinnott e col., 1992

[talia 70 11,4 8.6 Carrera e col., 1993
Espanha 38 20 13 Ezquieta e col., 1995
Suécia 41 18 4 Wedell e col., 1994
Japdo 9 4 0 Harada e col., 1987
Holanda 29 23 13,5 Koppens ¢ col., 1992
Brasil 22 95 16,6 presente trabalho
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O defeito enzimatico mais comum na sintese de esterdide ¢ a deficiéncia da 21-hidroxilase
da esteroidogénese da adrenal. A inibi¢do da formagdo do cortisol faz com que o ACTH
produzido na pituitdria, estimule o cortéx da adrenal a super produgéo de androgénos. Este
estado hormonal afeta o desenvolvimento genético feminino indiretamente na
diferenciacdio da genitalia externa, em dire¢dio ao tipo masculino. Desde que o gene da
enzima da 21-hidroxilase foi isolado (1984), dele¢do génica, conversdo gémca em larga
escala, e microconversdes foram determinadas como responsaveis pela doenga. Neste
trabalho, nés mostramos um estudo desse defeito genético em 23 familias com um ou mais
individuos afetados, tendo a forma classica da Hiperplasia Congénita da Adrenal. O DNA
de 30 pacientes foi analisado com trés enzimas de restri¢do. As hibridizagdes com a sonda
de cDNA da 21-hidroxilase e com o final 5° da sonda gendmica de C4 revelaram delecdo
génica em 9,5% (4/42) dos cromossomos afetados. A taxa de conversdo génica em larga
escala foi de 19% (8/42), e uma padrio de hibridizagdo normal foi observado em 62%
(26/42) dos alelos afetados. A densitometria das autoradiografias foi usada para determinar
a taxa relativa de intensidade do gene da 21-hidroxilase (CYP21B) pelo do pseudogene
(CYP21A). As diferengas no fenétipo, a baixa frequéncia de delegdo génica, € a alta
frequéncia de conversdo génica comparada com outros estudos em diferentes populagdes,
indicou que a deficiéncia da 21-hidroxilase na populagdo Brasileira pode envolver

diferentes mutagGes moleculares.
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The most common enzymatic defect of steroid synthesis is deficiency of the adrenal steroid
21-hydroxylase. Inhibition of the formation of cortisol results in an increased pituitary
release of ACTH which in turn drives the adrenal cortex to overproduce androgens. This
hormonal setting affects the development of genetic females by misdirecting the
differentation of external genitalia towards the male type. Since the isolation of the gene
encoding 21-hydroxylase enzyme in 1984, gene deletions, large gene conversions, and
microconversions have been reported to be responsible for the disease. In this work, we
report a study of thes genetic defect in 23 families with one or more affected offspring
diagnosed as having the classical form of congenital adrenal hyperplasia. The DNA from
30 patients was analyzed with three restriction enzymes. Hybridization with a
21-hydroxylase cDNA probe and the 5° end of a C4 genomic probe disclosed gene deletion
in 9,5% (4/42) of the disease-related chromosomes. The rate of large gene conversion was
19% (8/42), and no abnormality in the hybridization pattern was observed in 62% (26/42)
of the disease alleles. Densitometry of the autoradiographs was used to determine the ratio
of the copy-number of the 21-hydroxylase gene (CYP21B) to the copy-number of its
pseudogene (CYP21A). Differences in phenotype, the low frequency of gene deletion, and
the high frequency of gene conversion compared with other studies in different populations
indicated that 21-hydroxylase deficiency in the Brazilian population may involve different

molecular mutations.
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1. Meios de Cultura

Na preparagdo dos meios de cultura foram utilizados reagentes da DIFCO. Os meios
de cultura foram autoclavados a 121°C por 20 minutos e, em seguida mantidos &
temperatura ambiente para resfriamento. Tendo em vista o experimento a ser realizado, o
meio foi acrescido do antimicrobiano necessario. No caso de crescimento em meio de
cultura sélido, o meio adequado foi distribuido em placas de Petri esterilizadas ¢ mantidas
a temperatura ambiente até total gelificacdo.

1.1. Meio LB (Luria-Bertani)

Para 11:

Bactotriptona 10g
Extrato de levedura Sg
NaCl 10g

O pH 7,5 final foi ajustado com NaOH 10N.

1.2. Meio LB sélido (Luria-Bertani agar)

Agar bacteriologico ’ 15g
Meio LB pH7,5 100ml

O pH7,5 final foi ajustado com NaOH 10N.

1.3. Meio Hogness Modified Freezing Medium 10 x (HMFM)

K2HPO4 63¢g
NaCitrato 045¢g
MgS0,.7H,0 0,09 g
(NH4)2S0, 09g
KH,PO, 1.8g
Glicerol 440 ¢g
HO destilada para 100,0 ml

Mistura: 900 ul de cultura e 100 ul do meio HMFM 10x
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2. Linhagem da bactéria utilizada:

2.1. Bactéria DH5a.: esta linhagem é defectiva em recombinagio (Rec AI). A delegdo de
genes do operom /ac (AlacUl6a) e a presenga do fragmento lacZAMIS5 no profago 280
permite a utilizagdo de a-complementagdo na sele¢fio dos recombinantes. A auséncia de
superprodugdo do repressor do operon /ac (lacl ?) possibilita a realizagdo na auséncia de

IPTG.
Genotipo relevante: F- supE44 A(lacZYA-argF) Ul69 (280lacZAMI15) hsdR17 rec
Al end Al gyrA96 thi-relAl.

3. Tabela 1 - Relagdo completa das familias estudadas com HCA e a interpretagdo dos
rearranjos moleculares nos cromossomos.

Familias individuos tipo de HCA interpretag¢io dos
N° estudados hapldtipos
Pai mut/(duA)nor
25 Mie del/nor
Filho afetado PS del/mut
Filha normal - mut/nor
Pai del/nor
12 Mae cv/nor
Filha afetada PS del/cv
Filha normal nor/nor
Pai mut/nor
28 Mie cv(duA)/nor
Filha afetada PS cv(duA)/mut
Pai cv/nor
Mie mut/nor
4 Filha afetada PS cv/mut
Filho normal nd/nor
Filho normal nd/nor
Pai mut/nor
17 Maie mut(delA)/(delA)nor
Filha afetada PS mut(delA)/mut
Filho normal ?
Pai *mut/(delA)nor
14 Mie *mut/cv(Ap/B)
Filho afetado PS *mut/mut*

Filho normal

*mut/cvg AE/B )
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continuagz’io gTabela 1)

Pai mut/nor
Mie mut/nor
29 Filho afetado PS mut/mut
Filha afetada PS mut/mut
Filho normal nd/nd
Filho normal nd/nd
Pai *mut/(delA)nor
31 Mie *mut/nor
Filha afetada PS *mut/mut*
Pai mut/nor
26 Maie mut/nor
Filha afetada PS mut/mut
Pai mut/(duB)nor
Mie mut/nor
8 Filho normal nd/(duA)nor
Filho afetado PS mut/mut
Filha afetada PS mut/mut
Pai mut/nor
Maie mut/nor
11 Filha afetada PS mut/mut
Filha afetada PS mut/mut
Filho afetado PS nd
Pai mut/(duA)nor
24 Maie mut/(duA)nor
Filha afetada PS mut/mut
Pai *mut/nor
Maie *mut/(duA)nor
7 Filha normal nd/(duA)nor
Filha afetada PS *mut/mut*
Filho afetado PS *mut/mut*
Pai cv(duA)/nor
43 Mie mut(duB)/nor(duA)
Filho afetado PS cv(duA)/mut(duB)
Pai *del/nor
30 Mie *del/nor
Filha afetada PS *del/del*
Pai mut(duA)/nor
22 mae mut/nor
Filha afetada PS mut/mut(dud)
Pai del/nor
23 Mae mut/nor
Filha afetada VS del/mut
mut/nor

fFilha normal
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continuagﬁo gTabela 12

Pai cv/mut
Mie cv/mut
20 Filha afetada WA cv/cv
Filho afetado VS cv/cv
Filho normal cv/mut
Pai mut/nor
19 Mie cv/nor
Filha afetada VS cv/mut
Filho normal nd/nor
Pai mut(duA)/(delA)nor
13 Mie cv/nor
Filha afetada VS mut(duA)/cv
Filho normal nor/nor
Pai mut/nor
27 Mie mut/nor
Filha afetada VS mut/mut
Pai mut/nor
10 Mie mut/(duA)nor
Filha afetada VS mut/mut
Filho afetado VS mut/mut
Pai mut/nor*
2 Mie mut/nor*
Filho afetado VS mut/mut

ps= perdedor de sal, vs= virilizante simples, nd= ndio determinado; nor= haplotipo normal; del, delegdio de
CYP21B e C4B; cv, conversio génica (CYP21B para CYP21A); mut, mutagdo desconhecida no CYP21B,
delA, delecio de CYP21A e C4A e/ou C4B; duA, duplicagio de CYP21A e C4B; duB, duplicagdo de

CYP21B e C4B,; cv(Ap/B)= conversio génica (CYP21A para CYP21B).
* marca os haplétipos consangiiineos

OBS: A contagem dos haplotipos mostrada na Tabela 3 (pagina 75) foi feita levando em consideragdo somente
os haplétipos normais e afetados dos pais.



