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ABREVIATURAS UTILIZADAS

17-OHP - 17-hidroxiprogesterona

A4-A - Ad4-androstenediona

ACTH - horménio adrenocorticotréfico

BSA - soro albumina bovina

C4 - gene do quarto componente do sistema complemento
CcAMP - adenosina monofosfato ciclica

cDNA - 4cido desoxirribonucléico complementar

cpm - contagens por minuto

CRH - horménio liberador de corticotropina

CYP21 - gene da enzima 21-hidroxilase

DNA - 4cido desoxirribonucléico

DHEA - desidroepiandrosterona

DMSO - dimetilsulf6xido

dNTP - conjunto de quatro desoxirribonucleotideos
DOC - desoxicorticosterona

EDTA - desidroepiandrosterona

HCA - hiperplasia congénita da adrenal

HLA - antigenos leucocitdrios humanos

Kb - quilobase

mRNA - 4cido ribonucléico mensageiro

NADPH - nicotinamida adenina nucleotideo fosfato reduzida
pb - pares de bases

PCR - reag@o em cadeia da polimerase

RFLP - polimorfismo de tamanho de sitios de restrigdo
RNA - 4cido ribonucléico

rpm - rotagdes por minuto

SDS - dodecil sulfato de sédio

SSPE - tampio cloreto de sédio/fostato de s6dio/EDTA
TBE - tampio Tris/Borato/EDTA

TE - tampdo Tris/EDTA
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1. Hiperplasia Congénita da Adrenal
1.1. Estrutura e funcio do cértex da adrenal

As adrenais s3o duas glandulas situadas na porgdo superior dos rins, por isso também
chamadas supra-renais. Sdo divididas em duas camadas concéntricas: uma periférica, o
cortex ou camada cortical e outra interna, a medula ou camada medular. O cértex da adrenal
por sua vez € subdividido histologicamente em trés zonas: glomerulosa (a mais externa),
fasciculada e reticular (Dobbie et al., 1968).

A partir do colesterol, sdo sintetizados no cértex da adrenal trés grupos de horménios:
mineralocorticdides, glicocortic6ides e esteréides sexuais, em especial os andrégenos. A
aldosterona, o principal mineralocorticéide, é secretada pela zona glomerulosa e atua
principalmente nos tibulos renais, estimulando a reabsorcio de sédio. O cortisol é o
glicocorticéide mais importante, sendo produzido nas zonas fasciculada e reticular. Age
principalmente no catabolismo protéico, levando ao aumento de glicogénio e
conseqiientemente da glicemia. Nas zonas fasciculada e reticular sdo produzidos também os
ester6ides androgénicos (Hornsby, 1987).

A produgdo do cortisol & estimulada através da liberacio de ACTH (hormdnio
adrenocorticotréfico) pela hipéfise anterior, que por sua vez é induzida pelo CRH
(horménio liberador de corticotropina), produzido pelo hipotilamo. H4 um mecanismo de
“feed-back” negativo entre a adrenal e o eixo hipotdlamo-hipofisario, de forma que niveis
altos de cortisol plasmdtico inibem a liberagdo de ACTH pela hipéfise (figura 1A).

1.2. A esteroidogénese

O ACTH liga-se a receptores de membrana das células adrenocorticais, ativando a adenilato
ciclase e aumentando os niveis intracelulares de cAMP. Assim, proteinas quinase
dependentes de cAMP ativam a colesterol éster hidrolase, que mobiliza estoques de
colesterol. O transporte do colesterol até as mitocondrias é viabilizado por proteinas
carreadoras de esterdides (Chanderbhan et al., 1986). O cortisol é sintetizado através de
cinco passos enzimiticos: clivagem do colesterol pela enzima 20,22 desmolase,
desidrogenagdo pela 3B-hidroxiesterdide desidrogenase e sucessivas hidroxilagdes pelas
enzimas 17a-hidroxilase, 21-hidroxilase e 11B-hidroxilase (figura 2).

Havendo algum bloqueio enzimdtico nesta via biossintética, ocorrerd diminuicdo dos niveis

de cortisol plasmdtico, levando ao aumento da produgdo de ACTH pela hipéfise, j4 que o



mecanismo de “feed-back” negativo estard reduzido (figura 1B). Deste processo resultara

um superestimulo do cértex da adrenal, que sofrerd hiperplasia ou seja, aumento do nimero
de células (New & Speiser, 1989).

Hiperplasia Congénita da Adrenal (HCA) (de Crecchio, 1865) é um termo genérico que
designa patologias enddcrinas resultantes da deficiéncia de uma ou mais enzimas que
participam da sintese do cortisol, levando ao acimulo de substratos no nivel do bloqueio
enzimético (Migeon & Donohoue, 1991).

Dentre as deficiéncias enzimdticas responsdveis pela HCA, a mais freqiiente € a deficiéncia
da 21-hidroxilase, sendo citada como responsavel por 90 a 95% dos casos (White et al.,
1987; Miller & Levine, 1987; New et al., 1989).

Normal HCA
Hipotalamo Hipotdlamo
/ ' .
l CRH CRH
Hipéfise Hipéfise
ol .y .
S, l ACTH ACTH
2
= " P
— Cértex Cortex
Adrenal Adrenal
Cortisol
N
A e B

Figura 1: Regulacédo da produgio de cortisol através do sistema de “feed-back” negativo
sobre o eixo hipotdlamo-hipofisario. A. Sob condi¢des normais, o cortisol
produzido no cértex da adrenal inibe a liberagdo dos horménios CRH ¢ ACTH.
B. Em individuos afetados por HCA, ndo ocorre a inibi¢do do eixo hipotalamo-

hipofisdrio, superestimulando o cértex da adrenal. Extraido de New et al. (1989).
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2. Deficiéncia da enzima 21-hidroxilase

2.1. Caracteristicas clinicas

A enzima 21-hidroxilase atua na via metabdlica dos glicocorticéides convertendo
17-hidroxiprogesterona (17-OHP) em 11-desoxicortisol e na via dos mineralocorticéides

convertendo progesterona em desoxicorticosterona (DOC) (New et al., 1989; Strachan,
1990) (figura 2).

Havendo deficiéncia da 21-hidroxilase, ndo serd produzido 11-desoxicortisol a partir de
17-OHP, resultando em prejuizo para a sintese de cortisol. Conseqiientemente, os baixos
niveis de cortisol plasmdtico atuardo como estimulo 2 secre¢do de ACTH pela hipéfise,
causando produgdo excessiva e acimulo de precursores (Sydnor et al, 1953). Assim,
17-hidroxipregnenolona é metabolizada pela enzima 17,20-liase em desidroepiandrosterona
(DHEA) e esta em Ad4-androstenediona (A4-A). Sob agdo da enzima 17-cetoesterdide
redutase, A4-A € convertida em testosterona.

A produgdo elevada de andrégenos é responsavel pela ambigiiidade genital em criangas de
sexo feminino e virilizagdo precoce no sexo masculino, observada em individuos afetados
pela forma clédssica de deficiéncia da 21-hidroxilase. No sexo feminino, a virilizagdo da
genitalia externa ocorre ainda na vida intra-uterina e pode apresentar-se em diversos graus,
dependendo da intensidade do bloqueio. E possivel observar desde discreta clitoromegalia
até a fusdo completa das pregas labiais. O desenvolvimento dos ovérios e genitdlia interna
ocorre normalmente (New et al., 1989).

Em ambos os sexos, o aumento na produ¢do de andrégenos causa aceleragdo do
crescimento somdtico, resultando em criangas com estaturas elevadas. Por outro lado, o

fechamento precoce das epifises dsseas determina a baixa estatura na fase adulta (Migeon
& Donohoue, 1991).

A deficiéncia da enzima 21-hidroxilase é normalmente dividida nas formas cldssica e ndo
classica. A forma cldssica, por sua vez, é subdividida nas formas perdedora de sal e

virilizante simples (Miller & Morel, 1989; New et al., 1989; Migeon & Donohoue, 1991;
Miller, 1994).

A forma perdedora de sal corresponde a aproximadamente 70 % dos casos do tipo cldssico
(Strachan, 1990). Além dos sintomas de virilizagao e aceleragdo do crescimento, essa forma
€ agravada pela deficiéncia na produgio de mineralocorticéides, o que acarreta dificuldade



de manutengdo do balango eletrolitico no organismo. Pode ocorrer entio um quadro de

desidratacdo, vomitos, acidose metabdlica, choque hipovolémico e 6bito, caso nio receba
tratamento adequado.

A forma clinica cldssica onde ndo ocorre perda de sal é denominada virilizante simples.
Neste caso, a via metabdlica de mineralocorticéides ndo é afetada, apenas a de
glicocorticéides. Na verdade, o bloqueio enzimético acontece nas duas vias, mas
dependendo da intensidade ndo resulta em prejuizo para a sintese de aldosterona (Fiet et al.,
1988). Em termos molares, a aldosterona normalmente é secretada em proporcio
aproximada de 1:1000 em relagdo ao cortisol. Assim, dependendo do tipo de mutagio que
afeta a enzima 21-hidroxilase, é possivel que a zona glomerulosa ainda produza niveis
suficientes de aldosterona quando estimulada, resultando em fenétipo sem perda de sal

(Helmberg, 1993; Miller, 1994).

Na forma ndo cléssica o bloqueio enzimético é menos intenso, manifestando sintomas
geralmente em criangas maiores ou na puberdade. Pode ocorrer pilifica¢@o pubiana precoce,
alteragcbes menstruais, acne e hirsutismo. A forma ndo cldssica apresenta uma grande

variagdo fenotipica, podendo inclusive permanecer assintomética (forma criptica).

2.2. Heranga e incidéncia

Em 1956, Childs et al. verificaram que a deficiéncia de 21-hidroxilase ocorria geralmente
em irmdos e com freqiiéncias aproximadamente iguais nos dois sexos, sendo que os pais
ndo eram afetados. Concluiram entdo que a deficiéncia tem heranga autossémica recessiva,
sendo os individuos afetados homozigotos para o gene alterado e seus pais portadores
obrigatérios (Childs et al., 1956).

Foram triados, através de dosagem de 17-OHP, pouco mais de 1 milhdo de recém nascidos
em seis paises no periodo de 1978 a 1988, sendo identificadas 78 criangas afetadas pela
forma cldssica de deficiéncia de 21-hidroxilase. A incidéncia, calculada com base nesses
dados € de aproximadamente 1 em 14.500 nascimentos, excluindo-se populagbes de
esquimds Yupik do Alasca e da ilha de Reunion, onde as incidéncias sdo muito elevadas
provavelmente devido 4 endogamia (Pang et al, 1988). De acordo com a equagdo de
Hardy-Weinberg, a freqiiéncia de heterozigotos na populagdo em geral seria de 1 em 61
individuos. Considerando-se apenas as popula¢des brancas, calculou-se uma incidéncia de
aproximadamente 1 em 13.500 nascimentos, com freqiiéncia de heterozigotos 1 em 59.

(Pang et al., 1988). A incidéncia da forma ndo cldssica da deficiéncia de 21-hidroxilase é



bem mais elevada: foi calculado um valor médio de 1 em 100 nascimentos em populagoes
brancas (Speiser et al., 1985).

2.3. Diagnéstico e tratamento

Os principais sintomas clinicos da deficiéncia de 21-hidroxilase ao nascimento sio a
ambigiiidade genital em meninas e quadros de perda de sal.

O diagndstico laboratorial € feito principalmente através de dosagem hormonal, sendo que
individuos com a forma cldssica da deficiéncia de 21-hidroxilase apresentam aumento de
17-OHP sérica. Na forma perdedora de sal pode-se detectar hiponatremia, hipercalemia e
baixos niveis de aldosterona no plasma e urina, além de atividade elevada de renina
plasmatica (Calliari, 1992).

Um procedimento importante para o diagnéstico é o teste de estimulo por ACTH
intravenoso, no qual sdo dosados os niveis plasmaticos de pre.gnenolona,
17-OH-pregnenolona, DHEA, testosterona, 11-desoxicortisol, cortisol e principalmente
17-OHP. New et al. (1983) realizaram dosagens de 17-OHP basal e apés estimulo por
ACTH em pacientes das formas cldssica e ndo cléssica, individuos heterozigotos e
populagio em geral, estabelecendo padrdes caracteristicos para cada grupo (New et al.,
1983). Esse teste permite também distinguir a deficiéncia de 21-hidroxilase de outras
causas de HCA (Miller, 1994).

Pacientes com deficiéncia de 21-hidroxilase podem apresentar também elevagio dos niveis
de pregnanetriol na urina, o principal metabélito da 17-OHP (Butler & Marrian, 1937),
além de 17-oxo(ceto)esterdides, produtos do metabolismo de DHEA, A4-A e testosterona
(Mason & Kepler, 1945). Na forma ndo cldssica, os niveis de 17-OHP sdo normais ou

discretamente elevados, sendo o diagnéstico normalmente baseado no teste de estimulo por
ACTH (Calliari, 1992).

Além dos exames laboratoriais, s3o liteis também a determinacdo do cariétipo de recém-
nascidos para confirmag@o do sexo e ultra-sonografia pélvica para visualizagdo dos 6rgdos
genitais internos (Miller, 1994).

O tratamento € feito por substituicdo hormonal continua a fim de suprir a falta de
glicocorticéides e mineralocorticéides e impedir a produgdo excessiva de andrégenos.
Administrando-se glicocorticéides, como por exemplo hidrocortisona, a secre¢do de ACTH

pela hipdfise é controlada, eliminando o estimulo excessivo sobre a adrenal. A forma



perdedora de sal requer também tratamento com mineralocorticéides, sendo utilizado
normalmente 9a- fluorohidroxicortisona (New et al., 1989).

Havendo alteracdes na genitalia externa, torna-se necessaria intervengao cirirgica, tentando
minimizar problemas psicossociais que a doenca poderd trazer ao individuo, além de
possibilitéd-lo uma vida sexual normal (Migeon & Donohoue, 1991; Calliari, 1992).

2.3.1. Importancia do diagnéstico pré-natal

Muitos esforgos tém sido concentrados para o desenvolvimento de métodos eficientes de
diagnéstico e tratamento pré-natal (Speiser et al., 1990, 1994; Rumsby & Honour, 1990;
Owerbach er al., 1992b; Forest et al., 1993; Rumsby et al, 1993). Com isso poderiam ser
evitadas a ambigiiidade genital nas meninas afetadas e a pseudopuberdade precoce nos
meninos, assim como todos os conseqiientes distirbios psicoldgicos e sociais (Migeon &
Donohoue, 1991). O diagndstico e tratamento pré-natal evitariam ainda os ébitos nos casos
de forma perdedora de sal, que muitas vezes ocorrem antes mesmo do diagnéstico.

Normalmente, nos casos de risco de recorréncia € administrada dexametasona i gestante
ap6s a confirmagdo da gravidez a fim de evitar os possiveis sintomas do excesso de
andrégenos (Speiser et al., 1990). A seguir, determina-se o sexo genético do feto através do
caridtipo, realizando-se bi6psia de vilosidades coridnicas (no primeiro trimestre de
gravidez) ou amniocentese (no segundo trimestre). No caso de cariétipo 46,XY, a
medicagdo € suspensa, jd que ndo havera risco de virilizagdo andmala da genitélia externa
a0 nascimento. Sendo o cariétipo 46,XX, a dexametasona é mantida até o final da gravidez

ou até€ ser determinado que nao € afetado (Calliari, 1992; Forest et al., 1993).

O primeiro diagnético pré-natal de HCA foi realizado através da dosagem de
17-cetoesterdides e pregnanetriol no liquido amniético (Jeffcoate et al., 1965). A partir daf,
este procedimento foi bastante utilizado no diagnético pré-natal, especialmente a dosagem
de 17-OHP (Fraiser ez al., 1975; Nagamani et al., 1978; Hughes & Laurence, 1979).

Além de dosagens hormonais no liquido amniético, podem ser utilizados os métodos de
tipagem de HLA a partir de cultura de células amniéticas (Coullin et al., 1979; Pollack et
al., 1979) ou andlises do gene responsavel pela enzima 21-hidroxilase (Rumsby & Honour,
1990; Owerbach et al., 1992b; Forest et al., 1993; Speiser et al., 1994).



3. A enzima 21-hidroxilase

Os citocromos P-450 compdem uma familia de proteinas de membrana associadas ao
grupamento heme, que metabolizam vérios compostos lipofilicos (Nebert & Gonzalez,
1987). Dentre as cinco principais enzimas que participam da sintese do cortisol, quatro sio
citocromos P-450 (20,22-desmolase, 17o-hidroxilase, 11B-hidroxilase e 21-hidroxilase).

A enzima 21-hidroxilase foi purificada pela primeira vez a partir de cértex de adrenal
bovina, sendo denominada P450c21. Em presenca da NADPH-P450 redutase, P450c21

demonstrou, in vitro, atividade de 21-hidroxilagio de 17-OHP e progesterona (Kominami et
al., 1980).

Seu peso molecular é de aproximadamente 52.000 daltons e na célula fica inserida na
membrana do reticulo endoplasmético (New & Crawford, 1994). Pode conter 494 ou 495
aminoécidos, devido a um polimorfismo de tamanho do exon 1 do gene que codifica para
esta proteina: pode haver 4 ou 5 repeti¢des das bases CTG a partir do codon 6 (Higashi et
al., 1986; White et al., 1986; Rodrigues et al., 1987).

4. O complexo génico da enzima 21-hidroxilase
4.1. Mapeamento e seqiienciamento

O ponto de partida no mapeamento do complexo génico da 21-hidroxilase foi a constatagio
da ligagdo genética com o sistema HLA (antigenos leucocitarios humanos), através da
tipagem dos haplétipos em seis familias com pelo menos dois filhos afetados. Um dos
pacientes apresentou um haplétipo recombinante, indicando que o gene determinante da
deficiéncia de 21-hidroxilase estaria localizado préximo ao locus de HLA-B (Dupont er al.,
1977). Posteriormente, essa associa¢do foi confirmada em um estudo com 34 familias,
incluindo 48 pacientes (Levine et al., 1978). Dessa forma, foi estabelecido que o gene da

21-hidroxilase localiza-se no brago curto do cromossomo 6, na classe III do sistema HLA
(figura 3A).

O clone que codifica a enzima 21-hidroxilase foi inicialmente isolado a partir de biblioteca
de cDNA de adrenal bovina, determinando-se assim a base molecular da deficiéncia (White
et al., 1984a).

Posteriormente, verificou-se a existéncia de duas cépias génicas de 2I-hidroxilase,
denominadas CYP2IA e CYP21B (Nebert et al, 1991), intercaladas aos genes que
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codificam para o quarto componente do sistema complemento, C4A e C4B (White et al.,
1985; Carroll et al, 1985a) (figura 3B). A ligagdo entre os genes CYP21 e C4 foi
confirmada através de experimentos de hibridizagdo de clones isolados de CYP21 com
sondas correspondentes aos terminais 5’ e 3’ dos genes C4 (Higashi et al., 1986).

White et al. (1984b) verificaram a ocorréncia de dele¢des no gene que codifica para a
enzima 21-hidroxilase. Até entdo, ndo era conhecida a atuacdo de cada uma das cépias
geénicas. As observagdes iniciais de pacientes com deleg¢des apenas em CYP21B levou a
duas hipéteses: haveria regulaggo diferencial, sendo um deles expresso na zona glomerulosa

e o outro na fasciculada ou CYP21A seria um pseudogene, sem expressdo (White et al.,
1984b).

A verificagdo de delegdes de CYP21A em individuos normais reforgou a hipétese de que
seria um pseudogene (White er al., 1985; Carroll et al., 1985a). Posteriormente os dois
genes foram seqiienciados, demonstrando que possuem aproximadamente 3,4 Kb e sdo
compostos por 10 exons. As duas cdpias génicas apresentaram alta homologia entre si
(98 % em exons e 96 % em introns), porém foram identificadas mutacdes deletérias em
CYP21A, confirmando tratar-se de um pseudogene (Higashi et al., 1986; White et al.,
1986).

A partir dai, tentou-se determinar se CYP21A € ou ndo transcrito. Nos primeiros
experimentos ndo foram detectados transcritos de RNA correspondentes a CYP21A
(Higashi et al., 1986, 1988b; Al-Othman et al., 1988). Por outro lado, é possivel que o gene
seja transcrito ¢ o RNA rapidamente degradado, dificultando a sua detec¢do (Helmberg,
1993). De fato, identificou-se posteriormente transcritos de CYP21A, em quantidades
muito menores em relagdo a CYP21B (Bristow et al., 1993b; Chang & Chung, 1995).

A organizacdo do complexo génico sugere que durante a evolugfo tenha ocorrido
duplicacdo em “tandem” dos genes ancestrais da 21-hidroxilase e C4 (Strachan, 1989,
1990; Gitelman et al., 1992).
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4.2. Complexidade do “cluster’’ génico

Além de CYP21 e C4, foram identificados dois genes duplicados, denominados XA e XB,
em sobreposi¢do a CYP21A e CYP21B, respectivamente (Morel et al., 1989b) (figura 3C).
Sua transcri¢do ocorre na dire¢dio oposta a CYP21 e C4. O cDNA produzido codifica a
proteina tenascina-X, membro de uma familia de proteinas que parecem mediar interagdes

entre as células e a matriz extracelular (Chiquet-Ehrisman et al., 1988; Riiegg et al., 1989;
Bristow et al., 1993a).

Posteriormente, verificou-se mRNAs correspondentes aos genes YA e YB, transcritos na
mesma orientagdo de CYP21 e oposta a X (Bristow et al., 1993b) (figura 3C). A transcrig¢io
de YA utiliza o promotor de CYP21A. Apesar disso, foram observadas diferengas
substanciais na abundincia de transcritos dos dois genes, sugerindo a existéncia de
mecanismos de regulagdo pds-transcrigio (Bristow et al., 1993b).

Um terceiro par de genes foi identificado por Tee et al. (1995), sendo denominados ZA e
ZB (figura 3C). S@o transcritos na mesma direcdo dos genes CYP21, C4 e Y; utilizando
como promotores seqii€ncias contidas no intron 35 de C4.

A identificagdo desses genes, em sobreposi¢do aos loci de CYP21 e C4, reafirma a
complexidade deste “cluster”, formando uma estrutura até o momento tnica em eucariotos
superiores (Bristow et al., 1993b).

4.3. Formacdo de rearranjos no complexo génico

A presenca de cépias génicas duplicadas e altamente homdlogas entre si aumenta a
probabilidade de emparelhamento e ‘“crossing-over” desigual na meiose. Deste modo,
podem ser formados gametas com organizagio dos genes CYP21/C4 alterada, incluindo
delecdes e duplicages das unidades génicas (White et al., 1985; Higashi et al., 1986;
Werkmeister et al., 1986; Collier et al., 1989; Sinnott et al., 1990).

Delegdes no gene CYP21B foram inicialmente observadas por White et al. (1984b) em
pacientes afetados pela deficiéncia da 21-hidroxilase. Mais tarde, verificou-se a associagio
entre a dele¢do de CYP21B ¢ o fenétipo perdedor de sal (Morel et al., 1989a; Mornet et al.,
1991; Speiser et al., 1992).

Por outro lado, estudos em populagdes de vérios paises mostraram que a maioria dos alelos
dos individuos afetados ndo apresentavam dele¢des de CYP21B (Carroll er al., 1985b;
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Rumsby ez al., 1986; Harada et al., 1987; Matteson et al., 1987: Sinnott et al., 1992; Wedell
et al., 1994c; Ezquieta et al., 1995).

Foi proposto entdo que além de delegdes, a deficiéncia de 21-hidroxilase poderia ser
determinada também por eventos de conversdo génica (Donohoue et al., 1986a), definida
como a transferéncia de uma seqiiéncia de um gene para outro, sendo que o gene doador
permanece inalterado e ndo hé4 perda de material genético (Kourilsky, 1986).

Estudos posteriores confirmaram essa hipétese (Harada et al., 1987; Higashi er al., 1988a;
Urabe et al., 1990). Os eventos de conversdo génica tém extensdes varidveis, podendo
abranger desde pequenas porgdes (microconversio) até a totalidade do gene (conversdo
génica em larga escala) (Higashi et al., 1988a).

Haé duas hipéteses principais para explicar o mecanismo da conversio génica, aplicadas ao
caso da 21-hidroxilase. Uma delas envolve a atuagio de enzimas do sistema de reparo.
Ocorrendo emparelhamento desigual entre as duas cépias génicas durante a meiose, uma
fita simples de um cromossomo invade o outro, e enzimas envolvidas nos sistemas de
reparo reconheceriam as bases erradas e efetuariam a corre¢iio, tomando como molde uma
das fitas (“mismatch repair”) (figura 4A). Caso o gene CYP21A atue como molde, haveria
uma conversdo génica de CYP21B para CYP21A. A segunda explicagdo pressupde a
ocorréncia de pelo menos dois “crossing-overs” desiguais entre os genes, formando-se
primeiro um cromossomo com duplicagdo de CYP21A e posteriormente uma segunda
recombinagdo eliminando CYP21B e formando um alelo com dois pseudogenes. As
hipéteses ndo sdo exclusivas: é possivel que mais de um mecanismo seja responsével pelos
eventos de conversdo génica (Kourilsky, 1986; Strachan, 1990, 1994) (figura 4B).

Recentemente, Tusie-Luna & White (1995) investigaram as freqiiéncias de delegdes e
conversoes génicas de novo em amostras de sémen e sangue de individuos normais. As
conversoes génicas foram observadas na mesma freqiiéncia em gametas e células somaticas,
sugerindo que eventos de conversdo génica podem ocorrer ndo sé na meiose mas também
na mitose, portanto sem a ocorréncia de emparelhamento desigual. Em contrapartida,
dele¢bes ocorreram apenas em gametas, indicando que estes eventos ocorrem
exclusivamente na meiose.

Podem ocorrer também conversdes génicas de CYP21A para CYP21B, tendo sido

observados alelos CYP21A que ndo possuem as mutagdes caracteristicas do pseudogene
(Helmberg et al., 1992b).
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Hapl6tipos com delegdes ou duplicagdes de CYP21A nio estdo diretamente relacionados a
deficiéncia de 21-hidroxilase, entretanto podem atuar como pré-mutagdes, aumentando a
probabilidade de emparelhamentos desiguais (Sinnott ez al., 1990).

A alta probabilidade de formagdo de alelos com delegdes ou conversdes génicas em
conseqiiéncia da homologia entre CYP21A e CYP21B e C4A e C4B pode ser determinante
da grande incidéncia da deficiéncia de 21-hidroxilase (Higashi ez al., 1988a).

Em contrapartida, estudos populacionais demonstraram que a maioria dos alelos ndo
apresenta dele¢Ges ou conversdes génicas em larga escala. A fregiiéncia destes eventos
geralmente fica em torno de 25 a 30 % dos alelos (Jospe et al., 1987; White et al., 1988;
Morel et al., 1989a; Higashi et al., 1991; Mornet et al., 1991; Speiser et al., 1992; Wedell
et al., 1994c; Wilson et al., 1995a, 1995b).

5. Mutacdes pontuais

A deficiéncia de 21-hidroxilase pode também ser causada por mutagdes pontuais no gene
CYP21B. Até o momento, as mutagdes mais freqiientes associadas & doenga sio seqiiéncias
normalmente encontradas no gene CYP21A, sugerindo que sua eventual presenca no
CYP21B poderia ter sido originada por um processo de conversio génica em pequena
escala (Amor et al., 1988; Globerman et al.,1988; Mornet et al.,1991; Higashi et al.,
1988b). Recentemente, tém sido descritas também muta¢des aparentemente exclusivas de
CYP21B, estando ausentes nos pseudogenes estudados (Owerbach et al., 1992c; Wedell ez
al., 1992; Wedell & Luthman, 1993a) (tabela 1).

5.1. Microconversodes

As conversdes génicas em pequena escala, também denominadas microconversdes, sio
geralmente citadas como as causas mais freqilentes de deficiéncia de 21-hidroxilase
(Higashi et al., 1991; Mornet et al., 1991; Speiser et al., 1992; Wedell et al., 1994c; Wilson
et al., 1995a, 1995b). Devido aos eventos de microconversio, mutacdes caracteristicas de
CYP21A podem ocorrer no CYP21B, determinando alteragdes funcionais na proteina.

As mutagdes podem ser transversdes (substituigio de uma purina por uma pirimidina ou
vice-versa), transi¢des (troca de bases do mesmo tipo), inser¢des e delecdes de bases,
causando substitui¢des de aminoédcidos (mutagdes “missense”), modificagdes no quadro de
leitura (mutagdes “frameshift”, geralmente insercdes ou delegdes de bases), criacdo de

codons de terminag¢do (mutagdes “nonsense”) ou ainda alteragdes em sitios de “splicing”.
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codons de terminagdo (mutagdes “nonsense”) ou ainda alteracdes em sitios de “splicing”.
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Os diversos tipos de mutagdes possivelmente estio associados a diferentes graus de
prejuizo a atividade da proteina e conseqiientemente a severidade do fenétipo. Tenta-se de
uma forma geral relacionar a ocorréncia das mutagdes em pacientes das diversas formas
clinicas de HCA com a gravidade da alteragiio que provocam na proteina, determinando
maior ou menor dano 2 atividade enzimitica. Nesse sentido, tém sido realizados estudos
onde ¢ medida a atividade enzimatica in vitro de protefnas mutantes, correlacionando-as
com a freqli€ncia destas mutagdes em pacientes afetados pelas formas perdedora de sal,
virilizante simples e ndo cldssica (Chiou et al, 1990; Tusie-Luna et al., 1990; Wu &
Chung, 1991; Higashi et al., 1991).

Speiser et al. (1992) agruparam as mutagdes em trés conjuntos, de acordo com o grau de
comprometimento enzimético e as caracteristicas fenotipicas a que estavam associadas.
Assim, no grupo A foram incluidas mutagdes que determinam a perda total da atividade
enzimética, no grupo B aquelas que resultam em comprometimento severo (2 % da
atividade normal) e no grupo C aquelas responséveis por alteragdes moderadas (10 a 20 %
da atividade normal). Os trés grupos de mutagdes estdo em associagio com as formas
clinicas perdedora de sal, virilizante simples e ndo cldssica, respectivamente; embora haja
pacientes portadores de mutagdes ndo relacionadas ao seu fenétipo.

Em geral, mutagdes “frameshift” e “nonsense” estdo associadas ao fenétipo mais grave, o
perdedor de sal, pois sdo responsaveis por alteragdes drdsticas na estrutura e na atividade da
proteina. E este o caso da mutacio Q318X", uma substituicio de base alterando o codon de
glutamina e criando um codon de terminagdo no exon 8 (Globerman et al, 1988).
Experimentos de clonagem e transfec¢do de seqiiéncias portadoras desta mutagdo em
células Y1 de adrenal de camundongos mostraram decréscimo da producdo de mRNA,
quando comparada a seqiiéncias normais (Globerman et al., 1988).

Dois exemplos de mutagdes que alteram o quadro de leitura sdo A8 e F306+. Assim como
Q318X, foram identificadas primeiramente em CYP21A, sendo consideradas como
responsdveis pela auséncia de atividade enzimadtica desta cSpia génica (Higashi et al., 1986;
White et al,, 1986). A primeira € caracterizada por uma delecio de 8 pares de bases
envolvendo as posi¢des 110 a 112 no exon 3, resultando em um codon de terminagdo na
posicdo 130. J4 F306+ é uma inser¢io da base timina no codon 306 no exon 7.

Posteriormente a verifica¢do dessas mutagdes em CYP21A, foram encontradas em alelos de

* ~ Y . -~

A numeragdo dos codons adotada nesta revisdo corresponde ao menor alelo encontrado, com 4 repetigdes
CTG a partir do codon 6. Os simbolos que representam cada mutagio ndo s3o necessariamente OS mesmos
adotados nos trabalhos citados.
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CYP21B, sendo ambas relacionadas com a forma clinica perdedora de sal (Higashi et al.,
1988a; Mornet et al., 1991; Speiser et al., 1992). V

Ha ainda mutagdes “missense” normalmente correlacionadas ao fenétipo perdedor de sal.
Uma delas, a mutagdo CL6, é composta por trés substitui¢des de aminoacidos no exon 6:
Ie*°—Asn; Val*’>Glu e Met**—Lys (Higashi et al., 1988b). Para analisar o efeito desta
mutagdo, foram clonados o gene CYP21B de paciente portador de CL6 e seqiiéncias de
cDNA normal alterada por mutagénese sitio-dirigida, avaliando-se a expressio das
proteinas mutantes através do sistema de células COS. Nio foi detectada atividade
enzimitica em nenhum dos experimentos, demonstrando que a mutagio CL6 leva 2
inativagdo da 21-hidroxilase (Higashi et al., 1988b, 1991; Tusie-Luna et al., 1990), o que
seria esperado considerando-se que ocorre mais freqiientemente em pacientes perdedores de
sal (Higashi et al., 1991; Speiser et al., 1992).

Outro exemplo de mutagio “missense” normalmente associada 4 forma perdedora de sal é
R356W, uma substituigdo de arginina por triptofano no exon 8 (Chiou er al., 1990). A
expressdo de seqii€ncias contendo esta mutagdo foi analisada em células COS, através de
clonagem de DNA gendmico de pacientes (Higashi et al., 1991) ou mutagénese sitio-
dirigida em cDNA normal (Chiou et al., 1990). Os dois experimentos demonstraram que a
mutagdo R356W resulta em prejuizo drastico para a atividade enzimitica. Tem sido
sugerido que R356W estaria situada dentro do dominio de ligacdo da enzima com os
substratos (Picado-Leonard & Miller, 1988; Chiou ef al., 1990), o que poderia contribuir
para a explicag@o dos resultados obtidos.

Ao contrario das mutagdes citadas até entdo, a mutagdo Sp2 nio afeta um exon: ela consiste
em uma substitui¢io de base (A/C—G) no intron 2, 13 pb antes do exon 3, causando
“splicing” anormal (Higashi ez al., 1988b). A mutac¢do Sp2 figura em muitos estudos como
a mais freqiiente nos individuos afetados pela forma cldssica da deficiéncia da enzima
21-hidroxilase, tendo sido observada preferencialmente na forma perdedora de sal, embora
também ocorra na virilizante simples (Higashi et al., 1988b; Owerbach et al., 1990, 1992a;
Mormnet et al., 1991; Speiser er al., 1992; Tajima et al, 1993b; Wedell et al., 19%4c;
Ezquieta et al., 1995; Schulze et al., 1995).

Virios trabalhos analisaram o efeito de Sp2 sobre a atividade da enzima 21-hidroxilase. Em
um deles, foram clonados CYP21B hibridos com seqiiéncias normais e portadoras da
mutagdo e analisada a expressdo em células COS. Como resultado, ndo foi detectada
nenhuma atividade enzimdtica (Higashi er al, 1988b). Posteriormente, o mesmo

experimento foi repetido, utilizando-se um maior tempo de incubagdo, no qual foi
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verificada uma pequena atividade (Higashi et al., 1991). Além da atividade enzimitica, é
possivel avaliar a quantidade de proteina produzida. Através de imunoprecipitacio de
proteinas mutantes expressas em células COS, verificou-se que a mutagdo Sp2 ndo leva
producdo de proteina detectdvel por antissoro de 21-hidroxilase, ao contririo de outras
mutacgdes testadas, entre elas CL6 ¢ R356W (Higashi et al., 1991). Através de estudos de
mRNA verificou-se que a mutagdo Sp2 cria um sitio alternativo de “splicing”, localizado
7pb antes da posicdo da mutagdo. O “splice” alterado leva 2 criagdo de um codon de

terminagdo na posi¢cdo Lys'®? resultando em uma proteina truncada (Owerbach et al.,
1992a).

Com relagio a forma virilizante simples, a mutagio I1172N parece ser a mais freqiiente. E
resultado de uma substituigdo G—T no exon 4 levando 2 troca de isoleucina por asparagina
(Amor et al., 1988). Esta mutagdo foi encontrada em aproximadamente 40 % dos alelos de
pacientes afetados pela forma virilizante simples (Higashi et al., 1991). Além deste, outros
trabalhos obtiveram alta incidéncia de I172N na forma virilizante simples (Amor et al,
1988; Momet et al, 1991; Speiser et al., 1992). Andlises de expressio de proteinas
mutantes em c€lulas COS demonstraram que I172N inativa parcialmente a enzima,
resultando em menos de 10 % da atividade da proteina selvagem (Chiou et al., 1990; Tusie-
Luna et al., 1990; Higashi et al., 1991), o que estd de acordo com a correlagdo entre 1172N
e o fenétipo virilizante simples. Através de comparagdes com outras espécies, tem sido
proposto que a regido dos aminodcidos 167 a 178 seria responsavel pelo ancoramento na
membrana celular. A substituicio de um aminoédcido apolar (Ile) por um polar (Asn)

alteraria as propriedades hidrofébicas do dominio, levando 2 inativagdo parcial da enzima
(Chiou et al., 1990).

Algumas mutacdes determinam alteracbes menos graves a proteina, sendo geralmente
responsaveis pelo fenétipo ndo cldssico de HCA. Dentre elas, a mais comum é V281L, uma
substitui¢do de valina por leucina no exon 7 (Speiser et al., 1988). A valina da posig¢do 281
mostrou-se conservada em quatro espécies de mamiferos, o que € indicativo da importancia
funcional deste residuo (Speiser et al., 1988). Verificou-se que V281L estd fortemente
correlacionada a forma ndo cléssica e ao haplétipo de HLA B14, DR1 (Speiser et al., 1988;
Mornet et al., 1991). Anidlises de expressio de proteinas mutantes em células COS
demostraram que a mutagdo V28IL leva a uma perda moderada da atividade da
21-hidroxilase, variando entre 20 e 50 % da atividade normal (Tusie-Luna et al., 1990; Wu
& Chung, 1991; Higashi et al., 1991).
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Tabela 1 : Mutacdes identificadas no gene CYP21B e associadas com a deficiéncia de

21-hidroxilase.

mutacio®  localizagdio efeito FC® A® referéncia
4 pb antes
-4 do inicio de C->T NC ? Wedell et al., 1992
traducdo
W22X exon | Trp—oterm VS ? Lajic & Wedell, 1996
P30L exon 1 Pro—Leu NC sim  Tusie-Luna et al., 1991
Spl intron 1 AG—-GG PS 7 Lajic & Wedell, 1996
. “splice”anormal
Sp2 intron 2 A/IC—G PS sim  Higashi et al., 1988b
“splice”’anormal
A8 exon 3 delecdo 8 pb PS sim  Higashi et al., 1986;

‘ (“frameshift”) White et al., 1986
P105L exon 3 Pro—Leu NC ? Wedell et al., 1992
172N exon 4 Ile—Asn VS sim  Amoretal., 1988

: & Tle™*—>Asn;
CL6 exon 6 Val*"5Glu; PS sim  Higashi et al., 1988b

: ‘ Metz”aLys
V28i1L exon 7 Val-Leu NC sim  Speiser ef al., 1988
G2918 exon 7 -Gly—Ser PS ndo  Wedell ez al., 1992
F306+ exon7 insercdo T PS sim  Higashi ez al., 1986;

(“frameshift”) White et al., 1986
Spl. intron 7 G—=C PS ndo  Wedell & Luthman,
“splice”anormal 1993a
Q318X exon 8 - Gln—term PS sim  Globerman et al., 1988
R339H exon 8 LArgoHis - NC ndo  Helmberg et al., 1992a
R356W exon 8 Arg—>Trp  PS  sim  Chiouetal, 1990

WA0SX exon 9 Trpotrm  PS  ndo  Wedell & Luthman,
1993a

Owerbach er al., 1992¢;
Wedell et al., 1992;

i i _Helmberg et al., 1992a
R483P exon 10 Arg—Pro . VS 1/26 ™ Wedell & Luthman,

1993b
R483A exon 10 GG—C PS 31269 Wedell etal, 1992
(“frameshift”)

P453S exon 10 Pro—Ser NC  nio

(a) a nomenclatura utilizada nfo corresponde necessariamente aquela adotada nas referéncias citadas; (b) FC =
forma clinica; PS = perdedor de sal; VS = virilizante simples; NC = ndo cléssica; (c) presenga da mutagio em
CYP21A. (d) niimero de alelos CYP21A onde a mutagdo foi identificada / nimero de alelos CYP21A
estudados.
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Além de V281L, foi descrita também P30L, uma substituicio de prolina por leucina no
exon 1, associada a forma ndo classica (Tisue-Luna et al., 1991). A atividade enzimatica
resultante de alelo contendo esta mutagdo varia de 20 a 60 % do normal, dependendo da
metodologia e do substrato utilizado (Tisue-Luna et al., 1991; Higashi ez al, 1991). Por
comparagdo com outras enzimas, foi proposto que P30L afetaria a orientagfo da proteina
em relagdo 4 membrana microssomal (Tisue-Luna et al., 1991).

5.2. Mutacées ausentes em CYP21A

Até entéo, as mutagdes relatadas ocorrem normalmente no CYP21A, surgindo em CYP21B
possivelmente por eventos de microconversio. Por outro lado, tém sido observadas também
mutacbes presentes apenas em CYP21B, ndo sendo entdo origindrias de processos de
conversdo génica (Owerbach et al., 1992c; Wedell et al., 1992; Wedell & Luthman, 1993a,
1993b). Entretanto, apesar dessas mutag3es estarem ausentes em todos ou na maioria dos
pseudogenes estudados, € preciso considerar que hé polimorfismos entre os alelos
CYP21A, sendo possivel que em alguns casos as mutagdes estejam presentes no
pseudogene € ocorram em CYP21B por processos de microconversio (Strachan, 1994). De
fato, as mutagdes R483A e R483P foram encontradas respectivamente em 1 e 3 alelos
CYP21A, dentre 26 analisados (Wedell & Luthman, 1993b).

A mutagdo P453S estd também associada a forma ndo cldssica de HCA, tendo sido
observada em 46,2 % dos pacientes com este fenétipo (Owerbach et al., 1992c). A mutacio
consiste em uma substituicdo de prolina por serina no exon 10 de CYP2IB, estando
aparentemente ausente no pseudogene (Owerbach et al., 1992c; Helmberg et al., 1992a).
Testes de atividade enzimdtica utilizando transfecgdo e expressio em células COS
demonstraram que a mutagdo P453S determina atividade 66 % a 50 % do normal,
dependendo do substrato utilizado (Helmberg et al., 1992a).

P453S foi encontrada também por Wedell et al. (1992) em um alelo de um paciente afetado
pela forma ndo cldssica, juntamente com outras duas mutagdes: uma substituicio (C—T),
localizada 4 bases antes do inicio de tradugdo; e uma alteracdo de prolina para leucina
(P105L). Essa mutagdo n3o foi encontrada em 26 alelos CYP21A investigados (Wedell &
Luthman, 1993b), reafirmando os resultados obtidos por Owerbach et al. (1992¢c).

A substitui¢do de arginina por histidina (R339H) no exon 8 é outra mutagio observada em
pacientes afetados pela forma ndo cldssica da doenga. Verificou-se que seu efeito na
atividade enzimdtica da proteina é semelhante ao causado por P453S e, a exemplo desta,
ndo foi observada nos alelos de CYP21A estudados (Helmberg et al., 1992a).
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Wedell et al. (1992) identificaram uma substituicio de glicina por serina no exon 7
(G291S) e uma mutagdo “frameshift” devido a substituigio GG—C (R483A) em pacientes
com fenétipo perdedor de sal. A mutagdo G291S ocorreu em hemizigose ¢ R483A em
heterozigose com R356W. Os autores ressaltam que os aminoacidos glicina da posicdo 291
e arginina da posicdo 483 sdo conservados entre quatro espécies, o que provavelmente
indica seu importante papel na atividade da enzima 21-hidroxilase. A presenca dessas
mutagdes foi investigada em 26 alelos CYP21A, sendo que G291S ndo foi encontrada e
R483A ocorreu em 3 alelos (Wedell & Luthman, 1993b).

Na mesma posi¢do 483 foi observada posteriormente uma transversio G—C, determinando
uma alterag@o de arginina para prolina (R483P). A mutagdo ocorreu em heterozigose com
I172N, em dois irmdos afetados pela forma virilizante simples. De 26 alelos CYP21A
estudados, R483P foi verificado em apenas um alelo (Wedell & Luthman, 1993b).

Wedell & Luthman (1993a) descreveram em um paciente com a forma clinica perdedora de
sal duas mutag¢es: Sp7, uma substituigdo de base (G—C) que altera o sitio de “splicing” no
intron 7 ¢ W405X, uma mutagio “nonsense” no exon 9, convertendo o codon de triptofano
da posi¢do 405 para um codon de terminacdo. Esta mutagdes parecem estar ausentes no

CYP21A, néo tendo sido observadas em 34 pseudogenes estudados (Wedell & Luthman,
1993a).

A mutagdo Spl consiste em uma substituigio de base (AG—GG) no sitio aceptor de
“splice” no intron 1, e foi observada em heterozigose com a mutagdo Sp2, em um paciente
perdedor de sal. Foi verificada também a mutacdo W22X, que leva a criagdo de um codon
de terminagdo, em heterozigose com I172N em um individuo com fenétipo virilizante
simples. Considerando as alteragdes causadas na protefna, possivelmente ambas mutacdes
resultem na perda total da atividade enzimética (Lajic & Wedell, 1996).

5.3. Polimorfismos neutros

Foi descrita uma substituicdo de serina por treonina na posigdo 268 no exon 7 (Rodrigues et
al., 1987), ausente em CYP21A, ocorrendo em desequilibrio de ligagdo com Sp2 (Higashi
et al., 1988b; Owerbach et al., 1990; Mornet et al., 1991). Andlises de pacientes por RFLP,
utilizando polimorfismo do sitio de Nco I, concluiram que S268T néo tem influéncia na
determinacdo da doenca (Donohoue et al, 1990). Estudos de atividade enzimatica
reafirmaram este resultado, demonstrando que S268T ndo determina perda de fungdo da
enzima, sendo portanto um polimorfismo neutro (Chiou et al., 1990; Wu & Chung, 1991).
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A substitui¢fio de asparagina por serina na posigio 493 no exon 10 (N493S) foi também
encontrada em pacientes afetados pela deficiéncia de 21-hidroxilase (Harada et al., 1987,
Rodrigues er al., 1987; Wedell & Luthman, 1993b). Entretanto, comparagdes com as
seqiiéncias de amino4cidos em outras espécies de mamiferos demonstraram que a posi¢do
493 ndo € conservada, assim como a posi¢io 268. Estas observacdes, aliadas a baixa
freqiiéncia de N493S e a sua ocorréncia em associagio com mutagdes conhecidas sdo
indicios de que se trata de um polimorfismo neutro (New & Crawford, 1994).

A presencga de uma leucina extra (codon CTG) na posigio 6 do exon 1 foi verificada na
seqiiéncia génica de CYP21B descrita por Rodrigues et al. (1987), ao contrrio das
seqiiéncias descritas anteriormente (Higashi et al., 1986; White et al., 1986). Comparagdes
com outras espécies revelaram também uma leucina nessa mesma posicio, indicando
possivelmente um polimorfismo de tamanho na enzima 21-hidroxilase, entre 494 e 495
aminodcidos (Rodrigues et al., 1987). De fato, posteriormente foi confirmado que a
insergdo de leucina nio tem efeito sobre a atividade enzimética. Pode ser normalmente
encontrada em CYP21A (New & Crawford, 1994).

Outra variagdo na seqiiéncia descrita por Rodrigues et al. (1987) em relagio a publicacdes
anteriores (Higashi et al., 1986; White et al., 1986) estd na posicdo 102 no exon 3, onde
verificou-se uma alteragdo de lisina para arginina (K102R). J4 na posicio 426, foram
identificados os aminoécidos arginina (White et al., 1986; Rodrigues et al., 1987) e prolina
(Higashi ez al., 1986). Tais observagdes sugerem que tanto o gene CYP21B como a proteina
codificada por ele podem ser polimorficos (Rodrigues et al., 1987).

6. Dificuldades na correla¢io entre genétipo e fenétipo

As mutagdes em geral estdo associadas a uma das formas clinicas de HCA. Esta correlagio
entretanto nao € absoluta, sendo descritos vérios casos de individuos que apresentam

determinado fendtipo e sdo portadores de mutagdes normalmente ndo relacionadas a ele
(Mornet et al., 1991; Speiser et al., 1992; Wedell et al., 1994c; Wilson et al., 1995b).

Deve-se levar em conta a expressdo dos dois alelos, no caso de individuos heterozigotos
compostos (Higashi et al., 1991; Mornet et al., 1991). Normalmente, considera-se que o
fendtipo € determinado pelo alelo menos afetado ou seja, com a mutagio menos prejudicial
a atividade enzimdtica. Assim, a forma clinica perdedora de sal seria determinada pela
combinagdo de duas mutagdes graves, a virilizante simples por uma grave e uma

intermedidria ou por duas intermedidrias e a ndo cldssica por duas mutagdes brandas ou



23

uma branda combinada com uma grave ou uma intermedidria. H4 entretanto vérios
pacientes que discordam deste padrdo (New et al., 1989; Mornet et al., 1991; Miller, 1994).

Ha casos descritos de irmdos com os mesmos haplétipos de HLA e fenétipos diversos,
inclusive sendo um deles perdedor de sal e o outro virilizante simples ou mesmo apenas um

deles afetado (Sinnott ef al., 1989, 1990; Bormann et al., 1992; Collier et al., 1993; Tajima
et al., 1993a).

Possiveis explicagbes para essas observagdes podem ser diferengas nas seqiiéncias génicas
herdadas pelos irmdos explicadas por mutagdes de novo, ou alelos iguais mas com
expressoes alteradas por fatores externos ao locus da 21-hidroxilase, por exemplo regulagdo

diferencial através de outras vias metabdlicas (Sinnott et al., 1989, 1990; Collier et al.,
1993).

A primeira situagdo foi evidenciada por alguns autores. Por exemplo, Collier et al. (1993)
observou a ocorréncia de uma conversdo génica de novo em uma familia com dois irméos
que divergiam nos sintomas clinicos, embora apresentassem os mesmos haplétipos de
HLA. A conversdo génica verificada em um dos irmdos ocorreu na meiose materna e
envolveu 390 nucleotideos, incluindo a mutagdo I172N, relacionada com a forma clinica
virilizante simples (Amor et al., 1988).

Outra evidéncia de mutacio de novo foi encontrada em uma familia com trés irmaos com os
mesmos haplétipos de HLA, sendo dois normais e um afetado pela forma clinica virilizante
simples. Observou-se que todos os irmdos eram portadores da mutagio I172N, sendo que o

afetado apresentava também a mutagdo Sp2, que teria ocorrido na meiose materna (Tajima
et al., 1993a).

Um caso de delegdo de novo foi descrito em familia com dois filhos normais e um afetado.
Todos herdaram o mesmo haplétipo de HLA paterno, sendo que o afetado aparentemente
recebeu da mie um haplétipo recombinante. Andlises de 21-hidroxilase e C4 demonstraram
que o filho afetado possui delecdo de CYP21B e C4B, embora a mée apresente apenas
delecdo de CYP21A e C4A. Os autores ressaltam que haplétipos como este podem atuar

como pré-mutac¢des, aumentando a probabilidade de emparelhamento desigual na meiose
(Sinnott et al., 1990).

Outro exemplo de delegio de novo foi verificado em tipagem de HLA para diagndstico pré-
natal, onde os antigenos paternos de HLA A, B, C, DR e DQ ndo foram encontrados no

feto. Andlises por RFLP confirmaram a ocorréncia de uma delecdo envolvendo os loci de
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21-hidroxilase e HLA na gametogénese paterna (Hejtmancik e al., 1992). Neste estudo,

assim como nos exemplos anteriores, a hipétese de paternidade alternativa foi excluida apos
Varios testes.

Em contrapartida, foi relatado um caso de irmdos afetados por formas clinicas diferentes e
com os mesmos haplétipos de HLA, onde o seqiienciamento ndo revelou diferengas entre os
alelos. Os dois irmdos apresentam uma delegdo total de¢ CYP21B em heterozigose com um
hibrido CYP21A/CYP21B, cujo ponto de quebra est4 entre os exons 1 e 3. (Bormann et al.,
1992).

Analisando-se pacientes com diagnéstico de deficiéncia da 21-hidroxilase forma perdedora
de sal, foram observadas diferentes respostas a privagdo de sédio por individuos com
mesmo genétipo. Além disso, uma paciente que apresentou crises de perda de sal ao
nascimento interrompeu o tratamento aos 19 anos e apesar disto manteve niveis normais de

aldosterona, mesmo sendo portadora de delegdo de CYP21B em homozigose (Speiser et al.,
1991).

Schulze et al. (1995) observaram que entre familiares normais de pacientes, havia
individuos homozigotos ou hemizigotos para a mutagio Sp2. Todos eram assintométicos
para HCA, e testes de estimulagido por ACTH em dois individuos resultaram em aumentos
de 17-OHP compardveis apenas a heterozigotos. Para tentar explicar estes achados, os
autores propdem que alguns alelos portadores da mutagdo Sp2 podem produzir niveis altos
de mRNA normal, contrariando os estudos de atividade enzimitica in vitro. Os dados
obtidos in vitro ndo estariam entdo refletindo as condicdes in vivo, onde hd influéncia de
fatores de transcrigdo e regulagdo por ACTH. Outra hipétese apresentada é a existéncia de

uma segunda mutacdo desconhecida, que poderia reverter os efeitos da mutagio Sp2.

Outro fator relevante para a correlagdo entre gendtipo e fenétipo é uma possivel atividade
de 21-hidroxilase extra-adrenal (Mellon & Miller, 1989; Speiser et al., 1991). Através de
experimentos de hibridizagio de RNA de diversos tecidos humanos com sondas de
21-hidroxilase, foi demonstrado que esta enzima ndo € sintetizada em outros tecidos que
ndo adrenal. Postulou-se entdo que uma suposta atividade de 21-hidroxilagio extra-adrenal
seja mediada por outras enzimas (Mellon & Miller, 1989).

Verificou-se que o citocromo hepético P450IICS5 € capaz de catalisar in vitro a conversio de
progesterona para deoxicorticosterona (DOC) em taxas similares a 21-hidroxilase (Bumpus

& Dus, 1982). Posteriormente, foi construida uma protefna quimérica a partir dos
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citocromos P450IIC5 e P450IICI, que apresentou também atividade de 21-hidroxilase
(Kronbach et al., 1991).

Em ratos, a DOC € produzida no figado, através de 21-hidroxilagdo. Foi demonstrado que
em cultura primdria de hepatécitos de ratos a atividade de 21-hidroxilase € estimulada por
estrégenos e inibida por andrégenos (Endoh et al., 1995).

Outros fatores que podem dificultar a correlagio entre gendtipo e fenétipo sdo os problemas
no diagndstico, tais como condi¢des ambientais que possam afetar as manifestagdes da
doenga, dificuldade no diagnéstico de meninos, variagdo de caracteristicas clinicas no caso
da forma nio cléssica e diferengas nos limites entre as formas clinicas (Wedell et al., 1992).

7. Métodos de analises moleculares

Apds 0 mapeamento e seqlienciamento do complexo da 21-hidroxilase (White ez al., 1985,
1986; Carroll et al., 1985a; Higashi et al., 1986) foram construidos mapas de restricdo,
identificando-se enzimas que produziam fragmentos caracteristicos de cada uma das c6pias
génicas (White et al., 1984b; Mornet et al., 1986; Donohoue et al., 1986b).

Sendo assim, as deleges e conversdes génicas em larga escala podem ser analisadas através
de digestdo com enzimas de restri¢do adequadas, como por exemplo Taq I, Bgl II, Kpn I ¢
Eco RI, que permitem a distingdo entre as unidades CYP21A + C4A ¢ CYP21B + C4B
pelos tamanhos dos fragmentos de restrigdo produzidos em “Southern blotting” e
hibridizagdo com sondas dos genes CYP21 e C4 (White et al., 1988; Rumsby et al., 1988;
Mornet et al., 1986; Donohoue et al., 1986b) (figura 3B).

A eletroforese em campo pulsado pode ser também utilizada, em complemento 2 técnica de
“Southern blotting”, para esclarecer rearranjos envolvendo determinadas alteragdes no
nimero de cépias génicas. Neste caso utilizam-se enzimas de restrigdo que reconhecem
sitios raros, como por exemplo Bss HII, abrangendo-se todo o “cluster” génico em um
mesmo fragmento de restri¢do (Collier ef al.,, 1989; Dunhan et al., 1989; Partanen et al.,
1989).

As mutacOes pontuais, entretanto, ndo podem ser detectadas por “Southern blotting” e
hibridizagdo com sondas de CYP21 e C4, fazendo-se necessario o emprego de outras
estratégias para a andlise. A hibridizagdo alelo-especifica diretamente no *“Southern
blotting” tem sido utilizada para investigar tanto as mutacdes preexistentes no pseudogene

CYP21A e que foram introduzidas no gene ativo CYP21B, como as posi¢des de inicio das
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conversdes génicas (Higashi er al, 1988a; Amor er al, 1988; Globerman er al., 1988).
Posteriormente, a técnica de PCR foi aliada a hibridizagdo alelo-especifica para estudar as
mutagdes no CYP21B (Owerbach et al., 1990, 1992a; Mornet et al., 1991; Collier et al.,
1992; Speiser et al., 1992).

A andlise de mutagdes ¢ dificultada devido a presenga das mutagdes deletérias também no
CYP21A. H4 necessidade de primeiramente se selecionar o gene CYP21B. Porém, a
amplificacdo especifica para o gene CYP21B é também dificil pelo alto grau de homologia
entre o gene e o pseudogene. E necessario, portanto, o emprego de estratégias que permitam
a amplificagdo especifica de CYP21B para posterior andlise das mutagdes.

Alguns métodos tém sido sugeridos para esta amplificagio. Um deles foi descrito por
Collier et al. (1992) no qual desenharam-se “primers” inespecificos, isto &, “primers” que se
anelam tanto no CYP21A e CYP21B, sendo o gene ativo selecionado através da digestio
do DNA gendémico com a enzima Taq I, antes da amplificacdo. Uma vez que somente o
pseudogene apresenta um sitio para esta enzima dentro da regido a ser amplificada, na
reagdo de PCR o gene CYP21B € selecionado.

Ja as estratégias utilizadas por.Owerbach et al. (1990, 1992a); Mornet er al. (1991) e
Speiser et al. (1992) langam m3o de diferengas nas seqiiéncias nucleotidicas entre as duas
cOpias génicas: os “primers” utilizados na amplificagdo contém seqiiéncias especificas do
gene ativo, impossibilitando o anelarhento no pseudogene. As seqiiéncias escolhidas podem
ser mutagdes potencialmente responsdveis pela doenga, como a delecdo de 8 pares de bases
no exon 3 (Owerbach et al., 1990, 1992a; Speiser et al., 1992) ou as 3 substituicdes de
bases no exon 6 (Owerbach ef al., 1990, 1992a). Nestes casos, nio é possivel averiguar a
presenca destas mutagdes, a ndo ser quando ocorrerem em homozigose ou hemizigose
(associada com delegdo ou conversdo génica em larga escala); pois ai ndo haverd
amplificagdo. Ocorrendo em heterozigose, situagdo mais freqiiente, o outro alelo serd
amplificado. Estas mutagdes devem entdo ser estudadas através de um método
complementar. Por outro lado, as seqiiéncias utilizadas por Mornet et al. (1991) ndo
constituem potenciais mutagdes, amplificando-se o gene em um tnico fragmento onde as
mutagOes podem ser analisadas diretamente.

Além dos métodos de amplificacdo especifica de CYP21B e posterior andlise das mutagdes
através de hibridizacdo alelo-especifica, hd também estratégias que utilizam amplificagdo
inespecifica de CYP21A e CYP21B. No procedimento descrito por Partanen & Campbell
(1991) a amplificacdo das duas cdpias génicas é seguida pela clonagem seletiva de

CYP21B, através da digestdo com a enzima de restri¢do Asp718 (isoesquizdmero de Kpn I)
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que produz fragmentos diferenciados para CYP21A e CYP21B. Outra possibilidade é a
clonagem de todos os fragmentos obtidos e posterior triagem utilizando-se
oligonucleotideos especificos para as mutagdes (Helmberg et al., 1992b).

A técnica de PCR-SSCP (“single strand conformation polymorphism”) foi também
empregada no diagndstico das mutagdes (Tajima et al., 1993a; 1993b). Amplificam-se por
PCR pequenas regides do gene onde se pretende averiguar a presenca de mutacdes e
submetem-se os produtos obtidos a eletroforese em gel desnaturante, na qual diferentes
seqiiéncias resultam em mobilidades alteradas. Em complemento, € feito seqiienciamento
direto para a caracterizagdo das alteracdes detectadas.

Wilson et al. (1995a) utilizaram o método de PCR alelo-especifico. Este procedimento
utiliza duas reacdes de PCR e trés “primers” diferentes, sendo um deles comum 2as duas
reagoes e especifico para CYP21B. Os outros “primers” sdo alelo-especificos, sendo
desenhados para anelarem exclusivamente na seqiiéncia contendo a mutagio ou na
correspondente normal.
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Pesquisar a presenca de 8 mutagbes no gene da enzima 21-hidroxilase em 37 familias
com pelo menos um individuo afetado, provavelmente geradas por eventos de
microconversdo entre o gene ativo e o pseudogene.

Determinar os gendétipos dos individuos afetados e seus familiares, correlacionando-os
com os fendtipos.

Identificar nos pacientes os alelos responsdveis pela deficiéncia da enzima
21-hidroxilase e verificar sua ocorréncia nas formas clinicas perdedora de sal e
virilizante simples.

Determinar as freqiiéncias das microconversdes em nossa amostra, comparando-as
com outros estudos.
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1. Casuistica

Foram estudadas 37 familias com pelo menos um individuo afetado, totalizando 68 alelos
afetados pela forma cldssica da deficiéncia de 21-hidroxilase, jd que 4 familias sdo
constituidas por casamentos consangiiineos e 3 sdo aparentadas entre si. 26 familias
apresentam a forma clinica perdedora de sal e 11 a forma virilizante simples. Foram
estudados ao todo 43 pacientes, sendo 30 do sexo feminino (22 perdedores de sal e 8
virilizantes simples) e 13 do sexo masculino (9 perdedores de sal e 4 virilizantes simples).

Além dos individuos afetados, foram analisados também seus pais e irmaos normais.

2. Obtencao das amostras

Foram utilizadas amostras de DNA genémico extraidas a partir de sangue total dos
pacientes e seus familiares. Para tanto, no Ambulatério de Endocrinologia Pedidtrica do
HC-UNICAMP coletou-se de 5 a 20 ml de sangue periférico de cada individuo, em tubos
de fundo conico contendo 8 gotas de EDTA 10 % como anti-coagulante.

3. Extracdao de DNA gendomico (Araujo et al., 1996)

Acrescentou-se aproximadamente 30 ml de solugdo A nos tubos contendo sangue periférico
(15 a 20 ml de sangue no caso de adultos e 5 a 10 ml no caso de criangas), mantendo-os em
gelo por 30 min para possibilitar a lise das hemdceas. A seguir, centrifugou-se a 2.000 rpm
por 10 min a 4 °C, em centrifuga Beckman GPR, rotor horizontal GH-3.7. O sobrenadante
foi eliminado e o precipitado ressuspendido em 20 ml de solugdo A. Este procedimento foi
repetido até o precipitado tornar-se rosado, geralmente 2 ou 3 vezes. Apés as
centrifugagdes, acrescentou-se ao precipitado 1 ml de solugdo B 1x concentrada, além de

250 pl de solug@o C, para digestdo das proteinas. As amostras foram incubadas durante a
noite, a 37°C.

Apds o periodo de incubagdo, acrescentou-se 1,25 ml de TE 1x (Tris-HCI 10 mM pH 8,0;
EDTA 1 mM pH 8,0) e 3 ml de fenol (Applied Biosystems), saturado com tampao Tris-HCl
10 mM pH 8,0. A mistura foi cuidadosamente agitada manualmente por inversdo durante
5 min e centrifugada a 2.500 rpm por 10 min, & temperatura ambiente. Recuperou-se a fase
aquosa, € repetiu-se o procedimento 2 ou 3 vezes. Ap0s a ultima extragdo com fenol, a fase
aquosa recuperada foi tratada com cloroférmio/ dlcool isoamilico (24:1, v:v),

centrifugando-se novamente nas condi¢des anteriores.
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A fase aquosa, adicionou-se 1/10 do volume de acetato de sédio 3 M e em seguida
2,5 volumes de etanol absoluto. O DNA precipitado foi recuperado com auxilio de um
bastdo, sendo entdo lavado com uma ou duas gotas de etanol 70 % e ressuspendido em
200 pl a 500 ul de TE 1x, dependendo da quantidade de precipitado obtida.

A concentracdo de DNA foi calculada através de leitura de absorbancia a 260 nm e 280 nm
em espectrofotémetro.

Solucgdo A (lise de heméceas)

Tris-HCIpH 8,0 ..o 10 mM
MECL it 5 mM
SACATOSE ...covvveerirecrieriieeereerre e seens 0,32 M
Triton X-100 .....coeeiioieeeeceeeeeceeeee e 1 %

NaCl ..o 20 mM
EDTAPH 8,0.....cccviriiiiiniecieeerenen, 20 mM
Tris-HCIpH 8,0 ....oocviiiiiciiierreee 20 mM

Soluc¢do C (preparada no momento do uso)

Para preparo de 1 ml: 0,5 ml de solugdo B 1x concentrada, 0,5 ml SDS 10 % e 1,0 mg de
proteinase K (Boehringer).

4. Estratégias de amplificacdo por PCR

Uma das maiores dificuldades no estudo das muta¢des do gene CYP21B € a presenca das
mesmas mutagdes no pseudogene CYP21A, ji que provavelmente sdo resultados de
processos de microconversdo. Por outro lado, as duas copias génicas apresentam 98 % de
homologia ao nivel de exons (Higashi et al., 1986; White et al., 1986), o que dificulta o
desenho de “primers” adequados para a amplificagdo especifica do gene ativo. Foi
necessario, portanto, em primeiro lugar definir uma estratégia que possibilitasse a
amplificacdo especifica de CYP21B, para posteriormente investigar a presenga de mutagdes
Ja conhecidas.
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O método descrito por Speiser et al. (1992), que toma vantagem da presenga de uma
delecdo de 8 nucleotideos no exon 3 do pseudogene CYP21A, denominada A8, foi adotado
no presente trabalho. O método baseia-se no desenho de um dos “primers” homoélogo a
seqiiéncia que no pseudogene € deletada, portanto s6 € possivel o anelamento no gene

CYP21B e, consequentemente, o pseudogene ndo € amplificado (figura 5).

Do mesmo modo, € possivel a amplificagdo especifica de CYP21A, utilizando-se como
“primers” seqiiéncias da regido contendo a dele¢do A8 (figura 5). Tal procedimento foi
empregado para a obtengdo de controles positivos para as mutagdes, uma vez que todas aqui
estudadas estdo normalmente presentes no pseudogene.

Utilizando-se esse método de amplificacdo especifica de CYP21B, somente sdo
amplificados os alelos com a seqii€éncia A8 normal isto €, sem a delecdo. J4 que alelos de
CYP21B com a delegdo A8 causam HCA, faz-se necessdria a utilizagdo de uma estratégia
complementar que permita a verificagdo da presenga da mutacdo A8 nos individuos
afetados. A estratégia empregada para tanto foi descrita por Wilson et al. (1995a) e consiste
em um PCR alelo-especifico (figura 6), no qual sdo feitas duas reagdes de PCR: em uma
delas o “primer” é complementar & seqiiéncia normal e na outra complementar 2 seqiiéncia
mutante. O segundo “primer” do par é comum para as duas reagdes e consiste de uma
seqii€ncia especifica para o gene ativo. A anélise € feita com base na amplificagcdo ou ndo
de fragmentos em cada uma das reagdes: se o individuo testado for homozigoto para a
seqii€ncia normal, serd obtido produto de PCR apenas com o “primer” normal. No caso de
um individuo homozigoto para a mutagio A8, haverd produto apenas com o “primer”
mutante. Sendo o individuo heterozigoto, serd visualizado produto de PCR com os
“primers” normal e mutante.
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5. Condicdes de amplificagido

Para a amplifica¢do de todas as regides de CYP21B a ser analisadas quanto a presenga de
mutagdes, foi necessdrio o emprego de dois pares de “primers”, uma vez que a seqiiéncia
A8 localiza-se no exon 3. Assim, utilizou-se o par DP1/DP2 para amplificagdo de um
fragmento envolvendo parte do exon 1 até o exon 3. O par DP3/DP4 foi empregado na
amplificacdo de um fragmento entre os exons 3 € 8.

O mesmo procedimento foi utilizado na obtengdo de produtos de amplificagdo do

pseudogene. Nesse caso, os “primers” utilizados foram DP1/P49 e P56/P4.

Os “primers” sdo oligonucleotideos sintéticos (NBI-National Biosciences Inc.; Gibco-
BRL). A partir do material inicialmente leufilizado, foram produzidas solu¢des estoques a
100 pmoles/ul em dgua (120 pmoles/ul no caso dos “primers” DP3 e DP4). Pequenos
volumes dos estoques foram entdo diluidos 10 x e armazenados em aliquotas.

O método de PCR alelo-especifico foi utilizado para a andlise da mutagdo A8,
amplificando-se um fragmento do exon 3 ao 6 através dos “primers” CN/G para os alelos
normais € CM/G para os mutantes.

5.1. Amplificagio com os “primers” DP1 e DP2 (Speiser et al., 1992 - modificado)

Os produtos de PCR obtidos com os “primers” DP1 e DP2, que amplificam um fragmento
de ~ 667 pb, foram utilizados para testar a mutagio Sp2 (tabela 1).

5.1.1. Reacdo de amplificacéio

DNA ZENOMICO ..oovviiiiiiiaiieiecie ettt 0,5ug
tampdo “Collier” (10x concentrado) ..........cceeveevverevreeereeeiriereennens 10 pl
dNTP (0,5 mM de cada nucleotideo)..........c.oevevevrvecreeeeriiirenreeienne Sul
DMSO ettt 6 ul
“primer” DP1 (10 pmoles/ul) ....cooooiiiviiiiiiieececce e Sul
“primer” DP2 (10 pmoles/{l) ...coooevveieiicieieceeeeeeeeeeeete e Sul
enzima Taq polimerase (Pharmacia) 5 U/ pl ....cocooveveiniecciinienens 0,5 pl

Volume final 100 pl
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A enzima Taq polimerase foi diluida em 10 ul de tampdo 1x e adicionada a reagdo apds a
desnaturacio inicial, durante o ciclo de 85 °C. Este procedimento favorece o anelamento

dos “primers” nas regides especificas.

Tampao “Collier” 10x concentrado (Collier ez al., 1992)

Tris-sHCIpH 8,4 ..o 670 mM
(NH4)2SO4 ..ooviviiiiiniecveeiececeeee, 166 mM
MEC; o 67 mM
BSA e 0,17 %

94 °C e, 5 min - 1 ciclo (desnaturagdo inicial)
85 °C e, 5 min - 1 ciclo (adi¢do da enzima)
93 °C e 1 min

65 °C e 2 min - 30 ciclos

T2 OC e 3 min

93 °%C s 1 min

65 °C e, 2 min - 1 ciclo

T2°C e, 10 min

5.2. Amplificacio de CYP21A, com os “primers” DP1 e P49 (Speiser et al., 1992;
Wedell & Luthman, 1993b - modificados)

Os produtos de PCR obtidos a partir de CYP21A foram utilizados como controles positivos
de hibridizagdo, ja que as mutagdes testadas estio normalmente presentes no pseudogene.
Os “primers” DP1 e P49 produzem um fragmento de ~ 672 pb, andlogo ao obtido a partir
de CYP21B com os “primers” DP1 e DP2. A seqiiéncia de P49 contém a regido
complementar a mutacdo A8 de CYP21A e DP1 ¢ inespecifico, podendo amplificar as duas
cOpias génicas. Este fragmemto foi utilizado como controle positivo na hibridizagido com a
mutagdo Sp2.
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5.2.1. Reacio de amplificacdo

DINA ZENOIMICO ..coueiiriiiiiiiiiieesiieeiteesreesaeereesreeseresssseeeeeseresasessns 0,5pg
tampdo Taq polimerase (10x concentrado).........cccoceeverierrininiennnnn 10 ul
dNTP (0,5 mM de cada nucleotideo) .......ccceevvvevereeiireeecrneeeeireeennen. Sul
“primer” DP1 (10 pmoles/pl) ...ccoecvevvieeieicieieeeceeereeeeeenre e Sul
“primer” P49 (10 pmoles/tl) ...cccoovieveiieieieicieeeeeeceec e Sul
enzima Taq polimerase (Pharmacia) 5 U/ pl ....cccooevviveeeevecnnennen. 0,5 pl

Volume final 100 pl

Tampao Taq polimerase 10x concentrado (Pharmacia)

TrissHCI pH 9,0 ..o 100 mM
MECLueoiiiccc s 15 mM
KCI e 500 mM
gelating .....cccoceviviiienenieee e 1 mg/l

96 °C

06 %C e reee e e 1 min

56 °C e 30s -30ciclos
T2 0C et eveeeeeeeeeesenns 3 min

96 %C o ee e r e 1 min

56 °C e 30s -1 ciclo
T2OC 15 min

5.3. Amplificacdo com os “primers” DP3 e DP4 (Speiser et al., 1992 - modificado)

Os produtos de PCR obtidos com os “primers” DP3 e DP4, que amplificam um fragmento
de ~ 1,5 Kb, foram utilizados para testar as mutag¢ées 1172N, CL6, V281L, F306+, Q318X e
R356W (tabela 1).



5.3.1. Reacéo de amplificacio

“primer” DP4 (12 pmoles/pl) c....coovvvevveeeiiiicceceeneene
enzima Taq polimerase (Pharmacia) 5 U/ pl ............con.......

Volume final 100 pl

5.3.2. Ciclos de amplificag¢io

D4 OC e Smin - 1 ciclo
93 O e 1 min

L0 I 2 min - 5 ciclos
T2 0C e 3 min

03 OC e ee e e e 1 min

S5 0C e 2 min - 25 ciclos
T2 OC e 3 min

03 O e 1 min

55 %C 2 min -1 ciclo
T2OC e ereens 10 min

.................................................................................

“primer” DP3 (12 pmoles/pl) ...ccoovevevvivciiceiieieeeeeeee,
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5.4. Amplifica¢io de CYP21A, com os “primers” P56 e P4 (Wedell & Luthman, 1993b -

modificado)

Os “primers” P56 e P4 produzem um fragmento de ~ 2,2 Kb a partir de CYP21A, utilizado
como controle positivo na hibridizagdo com as mutagdes 1172N, CL6, V281L, F306+,

Q318X e R356W. P56 ¢ homdlogo 4 regido A8 de CYP21A e P4 é inespecifico.
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5.4.1. Reacéo de amplificagio

DNA ZENOIMICO ...euvveiriieiietieeeeeer ettt st rseneene e ennas 1.0ug
tampao Taq polimerase (10x concentrado).........ccoceverveeercreneneenes 10 pl
dNTP (0,5 mM de cada nucleotideo)...........ccoeuvvveveecereeereereeeereennnn Sul
“primer” P56 (10 pmoles/tl) ..ccoooviivieieieriieecereeveeeeee s Sul
“primer” P4 (10 pmoles/Ul) ...oouocveeeeirieieieecreeeeeeee e Sul
enzima Taq polimerase (Pharmacia) 5 U/ pl .......ccooevvvevvveccnecienene. 0,5 pl

Volume final 100 pl

5.4.2. Ciclos de amplificagio

94 OC i S min - 1 ciclo
1 I TR 1 min

B0 °C e 2 min - 5 ciclos
T2 OC e eereeeeeeee e 3 min

03 %C e 1 min

T T 2 min - 25 ciclos
T2C e 3 min

03 %C e 1 min

55 0 e 2 min -1 ciclo
02 R 10 min

5.5. Andlise da mutacéio A8 por PCR alelo-especifico (Wilson e al., 1995a - modificado)

Para a andlise da mutagdo A8 foram utilizados os “primers” CN/G para amplifica¢do dos
alelos normais e CM/G, que amplificam os alelos mutantes. Os dois pares de “primers”
produzem fragmentos de ~ 0,71 Kb.
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5.5.1. Reacio de PCR com “primers” G/CN e G/CM

DNA ZENOIMICO ..ocuvvvriicriieiriiirieieeeireecereeeteeseeeeseeesessseesssesssesssenes 0,5 ug
tampdo Taq polimerase (10x concentrado)...........eceeveerererercrenneernens S5ul
dNTP (0,5 mM de cada nucleotideo).........ccceveevrveeieerciecceeenceeniveenne Sul
“primer” CN ou CM (10 pmoles/pl) ....ooevevenenenerceeeiecneeenen 1,5 pl
“primer” G (10 pmoles/Hl) ..coovrieriiiieiieeeeeeee e 1,5 pul
enzima Taq polimerase (Pharmacia) 5 U/ pl .....coccoeviriiieicnennne. 0,2 pl
Volume final 50 pl

5.5.2. Ciclos de amplificaciao

G4 °C s S min - 1ciclo

1 3 B U 1 min

TO PC et eeeeae e 1 min e 30 s - 5 ciclos
T2 OC e evecrreae e 10 min

D4 OC e 1 min

TOOC e I min e 30 s - 30 ciclos
T2 OC e eereeee e e 4 min

04 OC et erere e 1 min

TOOC e r e e e e e 1 mine 30s - 1 ciclo
T2OoC e 10 min

6. Eletroforese em gel de agarose (Sambrook er al., 1989)

Apés as reagdes de amplificacdio, os fragmentos obtidos por PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8 % ou 1 %, preparado segundo Sambrook et al. (1989).
Este procedimento objetivou verificar a eficiéncia da amplificagdo, possibilitar a
transferéncia das amostras para membranas de nylon ou, no caso da mutagdo A8, visualizar

a presenga ou auséncia do fragmento e consegiientemente da prépria mutagao.

Foram aplicados no gel 10 pl da reagdo de PCR de cada uma das amostras (“primers”
DP1/DP2 e DP3/DP4), juntamente com 2 pl de azul de bromofenol. No caso das reagdes de
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PCR para andlise da mutagdo A8 foram utilizados 5 pl, com 1 pl de azul de bromofenol. Foi
utilizado o marcador de peso molecular 1 Kb ladder (Gibco-BRL).

Tampao utilizado na corrida eletroforética e preparagdo do gel: TBE 1x.

TBE 10x (solugdo estoque)

4C1d0 DOTICO .eouiiriiiiiciieeiccsie e, 550¢
trizma-base .......cccceeveeiviriiiiiicereee e 108 g
EDTAOSMPHS8,0 oo 40 ml

Volume final 1000 ml

Azul de bromofenol 6x

BHICOSE ...ooviiiiniiiiieeie e 50 %
azul de bromofenol ......ccooovvvveveiviereeeeeeeeerienenn 25 %
TBE 10X pH 8,0....eeevveiiiiiiiiiieiiee e, 10 ml

Estocar a 4 °C

Aplicou-se entre os p6los uma diferenga de potencial de 60 a 80 V, por aproximadamente
30 min. O gel foi entdo corado em solugdo de brometo de etidio 0,5 pg/ml por
aproximadamente 15 min e o resultado visualizado em transluminador com luz ultra-violeta
A seguir, o gel foi fotografado com camera Polaroid.

7. “Southern blotting” (Sambrook et al., 1989)

Os fragmentos amplificados por PCR foram submetidos a eletroforese conforme descrito
anteriormente (item 6). Para a hibridizagao alelo-especifica, as amostras aplicadas nos géis
foram transferidas utilizando o método de capilaridade com solucdo alcalina para
desnaturagdo. Desta forma, a mesma aliquota usada para a verificagdo da eficiéncia da
reagdo pode ser utilizada para a anélise de muta¢des. Varias membranas foram produzidas a
partir de uma unica reagdo de PCR para se efetuar as vdrias hibridizacbes com os
oligonucleotideos normais e mutantes. O sistema de transferéncia para membrana de nylon
Hybond N* (Amersham) foi montado de acordo com Sambrook et al. (1989). Antes da
transferéncia, os géis foram mantidos por aproximadamente 10 min em solugdo
desnaturante (NaOH 0,4 N; NaCl 1 N), o mesmo tamp3ao utilizado na transferéncia.
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Transcorridas aproximadamente 18 h de transferéncia, a membrana foi neutralizada em
solugdo fosfato de sddio 0,1 M pH 7.2; e fixada a 80 °C por 2 h.

8. Andlise das mutacdes por hibridizacao alelo-especifica
8.1. Sondas utilizadas (Speiser et al., 1992)

As sondas sdo oligonucleotideos sintéticos (NBI-National Biosciences Inc.; Gibco-BRL;
Operon Technologies Inc.), correspondentes as seqii€ncias mutadas e as equivalentes
normais (tabela 2).

Tabela 2: Seqii€ncias nucleotidicas das sondas utilizadas no trabalho.

Sondas ® Seqiiéncias nucleotidicas )
$p2M 5 CAGGAGGAGCTGGGG(C/G)CTG 3°
72N 5 TGCAGCATCATCTGITACCTC 3
172M 5 TGCAGCATCAACTGTTACCTCY
CI6N 5 GCTGCATCTCCACGATGIGY
CL6M  5' CACAACGAGGAGAAGCAGC 3’

V28IN CACGTGCACATGGC 3’
V281 M CACTTGCACATGGC 3"

F306N 5 CCGTGGTTT
F306 M 5’ CCGTGGTITTTTITIGCTIC 3°
Q318N 5 GAG GACTGCAGGAGGAGCTA 3’

QI8M 5 GAGCGACTGIAGGAGGAGCTA S
R35%6N 5 CIGEGCCTGCGGCCCGTTGTG S
R356M 5 CTGCC CCTGIGGCCCGTTGTG 3

(a) N: sonda correspondente & seqiiéncia normal; M: sonda correspondente & seqiiéncia mutante. (b) As bases
sublinhadas sdo as diferengas entre as seqiiéncias normal e mutante. As bases entre parénteses sdo
polimorfismos.
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8.2. Pré-hibridizacio
As membranas obtidas por “Southern blotting” foram incubadas em solugdo de
pré-hibridizacdo (SSPE 1x; 0,1% de SDS; 0,05 % de leite desnatado desidratado) a 60°C,

sob agitacdo, durante a noite.

tampdo SSPE 20 x (solugdo estoque)

NaCl ..o 3M
NaH,POy ..o, 02M
EDTA ..ot 20 mM
pH74

8.3. Marcacdo das sondas

Fez-se marcacdo terminal com a enzima T4 polinucleotideo quinase, incorporando-se
Y-[3?P]-ATP aos oligonucleotideos utilizados como sonda.

Reacio de marcacio

oligonucleotideo (10 pmoles/Ul) .....cooeeeeeeeinieiiciceceeee e Il
tampao T4 qUINASE 10X ...coovviviiieiiiciiectecreceeeree e ear e ebessiae e 2ul
Y-[32P]-ATP (10 pCi/ul) (Amersham) ........cceceeveeeeerevienieneneneennenne Sul
T4 polinucleotideo quinase 10 U/ul (Gibco-BRL) .....cccccceerviirnnnne. 2l
Volume final 20 pl

A reagdo foi incubada a 37 °C por 1 hora. Para interromper a reagdo, manteve-se a 70 °C
por 10 min. A seguir, acrescentou-se 80 ul de TE 1x.

Tampao T4 quinase 10x (Gibco-BRL)

Tris-HCIPH 7,6 oo 05M
MEC Lt 0,1M
DT ettt 50 mM
ESPEITNIAING ...eovvveiiiiieiierieee et ene e esanes 1 mM

EDTA PH 8,0 ..o eeeeeeeseseseseseeessssesesesesesesensesssssnrenees I mM
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8.4. Purificacio das sondas

Os oligonucleotideos marcados com y-[32P]-ATP foram purificados através de colunas de
Sephadex G-50 (Pharmacia), preparadas de acordo com o descrito em Sambrook et al.

(1989), para eliminag@o dos nucleotideos radioativos ndo incorporados.

Em seguida, retirou-se 1 pl da solugéo para a contagem do nivel de incorporagio radioativa
em contador de cintilagio liquida. Normalmente foram obtidos 10’ cpm/pmol de sonda.

8.5. Hibridizacao

A solugdo de pré-hibridizagdo foi eliminada, sendo substituida pela de hibridizagdo
(SSPE 1x; 0,1% de SDS; 0,05 % de leite desnatado desidratado; 100 ul de solucdo
contendo a sonda marcada).

Como a sonda mutante deve reconhecer no DNA “alvo” a diferenca de apenas um
nucleotideo e na maioria dos casos o individuo carrega também o alelo normal (mutag¢io em
heterozigose), foi adotada uma estratégia para se evitar a ocorréncia de falsos positivos: na
hibridizagdo com a sonda do alelo normal foi adicionado o oligonucleotideo mutante
carrespondente ndo marcado, num excesso de 25x em relacdo a sonda marcada. Na
hibridizacdo das seqiiéncias mutantes foi feito o inverso. Os oligonucleotideos frios
competem com os marcados, que somente hibridizam nos locais com total homologia. Este
procedimento mostrou-se necessdrio no caso das mutagdes Sp2, 1172N, V281L, F306+,

Q318X e R356W, nas quais a diferenca entre o normal e o mutante é de apenas um
nucleotideo.

Incubou-se sob agitacdo a 60 °C, durante a noite.
8.6. Lavagens

Uma vez que a diferenca ao nivel de seqiiéncias entre os oligonucleotideos usados como
sonda € grande, a estringéncia das lavagens para cada par correspondente aos alelos normal
e mutante variou dependendo da seqiiéncia nucleotidica de cada sonda. O ponto de partida
para a determinagio da temperatura de lavagem foi o valor de Tm da sonda (temperatura de
“melting”, calculada através da férmula 2x(A+T) + 4x(C+G). A partir dai, foram
determinadas experimentalmente as condi¢des de temperatura e concentragio salina mais
adequadas para cada caso, conforme tabela 3.
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Tabela 3: Solugdes salinas e temperaturas utilizadas nas lavagens das hibridiza¢des com as

sondas alelo-especificas.

Sondas
SpZN/Sp2M
I72N/I72M
CL6N/CL6M
V281 N/ V281 M
F306 N

F306 M

QI8N
Q318M
R356 N /R356 M

Condicoes de lavagem
SSPE Ix, SDS 0,5 %: 65°C
SSPE 1x, SDS 0,5 %; 65°C
SSPE 2x, SDS 0,5 %; 60°C
SSPE 2x, SDS 0,5 %; 60°C
SSPE 0,5x, SDS 0,5 %; 60°C
SSPE 1x, SDS 0,5 %; 60°C
~ SSPE 2x, SDS 0,5 %; 55°C

- SSPE 3x, SDS 0,5 %; 55°C
SSPE 0,5x, SDS 0,5 %; 65°C

(a) N: sonda correspondente a seqiiéncia normal; M: sonda correspondente a seqiiéncia mutante.

Os filtros foram lavados sob agitacdo, até diminuicdo da radioatividade (verificando-se com

auxilio de contador Geiger).

8.7. Auto-radiografia

Os filtros lavados foram expostos a filmes de raio-X sensiveis a emissdo do tipo B (Kodak

X-Omat AR) em cassetes apropriados com intensificador de sinal (“Lightning Plus”,

Dupont), a -70 °C por periodos de 6 h a 3 dias, dependendo da intensidade do sinal

radioativo. Apds a hibridizagdo, os filtros foram reutilizados, tratando-os com solugdo para

“stripping” de sondas.

Solucido “stripping”

A solugio € aquecida até a fervura, sendo entdo acrescentado SDS.

As membranas de nylon ficam imersas na solugao até seu resfriamento.
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No presente trabalho, foram analisadas quanto a mutag¢des pontuais 37 familias com pelo
menos um individuo afetado, totalizando 68 alelos afetados pela forma cldssica da
deficiéncia de 21-hidroxilase, ji que 4 familias s3o constituidas por casamentos
consangiiineos e 3 sdo aparentadas entre si. Vinte e seis familias (70,3 %) apresentam a
forma clinica perdedora de sal € 11 (29,7 %) a forma virilizante simples. Foram estudados
ao todo 43 pacientes, sendo 30 do sexo feminino (22 perdedores de sal e 8 virilizantes
simples) e 13 do sexo masculino (9 perdedores de sal e 4 virilizantes simples). Além dos
individuos afetados, foram estudados também seus pais e irmdos normais.

Estudos baseados em “Southern blotting” e hibridizagdo com sondas de cDNA
correspondentes aos genes CYP21 e C4 mostraram que dentre os 68 alelos, 10 (14,7 %)
sdo portadores de rearranjos relacionados com a deficiéncia de 21-hidroxilase, ou seja,
possuem delecdo ou conversdo génica em larga escala envolvendo os sitios de restrigdo
Taq 1 e Kpn I; portanto, 58 alelos (85,3 %) afetados nessas familias devem possuir
mutagdes pontuais ou outras alteragdes ndo detectadas por “Southern blotting” como

fatores determinantes para a doenga (dados parciais em Araujo et al., 1996).

As mutagdes testadas correspondem a seqiiéncias normalmente presentes no pseudogene,
ocorrendo no gene ativo provavelmente devido a processos de microconversdes entre as
duas seqii€éncias génicas.

Para averiguar a presenga das microconversdes nos pacientes e em seus familiares, o gene
CYP2IB foi amplificado por PCR em dois fragmentos, utilizando-se dois pares de
“primers” (Speiser et al., 1992). Os “primers” DP1 e DP2 geram um produto de PCR de
~ 667 pb, envolvendo parte do exon 1 até o exon 3, utilizado para testar a presenca da
mutagdo Sp2. J4 o par de “primers” DP3/DP4 amplifica um fragmento de ~1,5 Kb entre
os exons 3 e 8, com o qual foram testadas as mutagdes I1172N, CL6, V281L, F306+,
Q318X e R356W.

Uma vez que as mutagdes testadas estdo normalmente presentes no CYP21A, adotou-se
um procedimento semelhante para obtencdo de controles positivos para as mutagdes.
Neste caso, foram utilizados os “primers” DP1/P49 e P56/P4, amplificando-se o CYP21A
de um individuo normal e gerando produtos de PCR de 672 pb e 2,2 Kb, andlogos aos
obtidos a partir de CYP21B. A figura 7 ilustra essas estratégias.
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Figura 7: Estratégia para andlise de mutagdes por PCR e hibridizacdo alelo-especifica.
A.Gene CYP21A, mostrando a localizagdo das mutagdes estudadas neste
trabalho. B. Fragmentos gerados por PCR a partir dos genes CYP21A e
CYP21B, e as mutagdes analisadas em cada um deles. Os retingulos
representam os exons € as linhas, os introns. As setas pequenas indicam a
posicdo de anelamento e a orientagdo dos “primers”. A mutagdo A8 foi

estudada através da metodologia de PCR alelo-especifico.
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A presenca das mutagdes nos individuos afetados e em seus familiares foi testada através
de hibridizaces alelo-especificas com sondas de oligonucleotideos para cada mutagdo e
para as regides normais correspondentes, comparando-se os sinais de hibridizagdo em
cada dupla de sondas. Todos os membros das 37 familias incluidas neste estudo foram
analisadas com os 7 pares de sondas alelo-especificas. Para que ndo restassem diividas, as
hibridiza¢des foram realizadas no minimo duas vezes para cada mutagio, alternando-se as
membranas utilizadas em cada experimento.

O método de PCR e hibridizagdo alelo-especifica utilizado ndo permite a andlise da
mutagdo A8, ja que somente sdo amplificados os alelos normais para esta mutagdo. Sendo
assim, o estudo de A8 exigiu uma metodologia complementar. Foi empregado entdo o
método de PCR alelo-especifico (Wilson et al., 1995a), amplificando-se um fragmento do
exon 3 ao 6 através dos “primers” CN/G, que amplificam os alelos normais quanto a A8 e
CM/G que amplificam os alelos mutantes.

1. Familias com microconversoes nos dois alelos

Em 16 familias, dentre as 37 estudadas, foram identificadas muta¢des originadas por
processos de microconversio nos alelos provenientes dos dois progenitores. A tabela 4
mostra os genotipos obtidos para estas familias, assim como as formas clinicas dos
individuos afetados. A mutagdo A8 foi identificada em uma familia mas, por ter sido
estudada através de metodologia diferenciada, serd abordada separadamente.

No caso da familia 65, por exemplo, (figura 8) verificou-se a presenga da mutagdo Sp2 no
pai (figura 8A, amostra 3); e da mutagio Q318X na mae (figura 8B, amostra 4). Assim, o
filho afetado € heterozigoto para cada uma dessas mutagdes, o que é demonstrado pela
presenca de sinais de hibridizagdo tanto com as sondas normais como com as mutantes

(figuras 8A e 8B, amostra 5). Os progenitores sdo heterozigotos para uma das mutagdes.

Na figura 9, vemos os resultados de hibridizagdo de uma familia com um individuo
homozigoto para a mutagio Sp2, onde se observa uma banda na hibridiza¢do com a sonda
mutante e nenhum sinal positivo correspondente a seqiiéncia normal (amostra 5). Os dois
progenitores sdo heterozigotos para a mutagdo (amostras 3 e 4). Dentre os casos de
homozigose para mutagdes, 3 familias sdo constituidas por casamentos consangiiineos
(familias 2, 7 e 14, tabela 4), tratando-se entdo de um unico alelo herdado de um ancestral
comum.
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Figura 8: Heredograma e andlises por hibridizagdo alelo-especifica da familia 65.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizacdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP1/DP2 e DP3/DP4, com sondas
correspondentes as mutagdes Sp2 (A) e Q318X (B), respectivamente.
N = hibridizag¢do com sonda para alelos normais; M = hibridiza¢do com sonda
para alelos mutantes. O heredograma representa dados obtidos através da
andlise de microconversdes e “Southern blotting”. 1. controle mutante;

2. controle normal; 3. pai; 4. mae; 5. filho afetado; 6. filha normal.
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Figura 9: Heredograma e andlises por hibridizagdo alelo-especifica da familia 52.

Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizagdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP1/DP2, com sondas
correspondentes & mutagdo Sp2. N = hibridizagdo com sonda para alelos
normais; M = hibridizagdo com sonda para alelos mutantes. O heredograma
representa dados obtidos através da andlise de microconversdes e “Southern
blotting”. 1. controle mutante; 2. controle normal; 3. pai; 4. mae; 5. filha
afetada.
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Tabela 4: Genétipos de 16 familias onde foram identificadas microconversdes nos dois

alelos.
familia indiv @ gendtipo forma clin
de HCA"

P normal / Sp2*

2 M normal / Sp2*
F-A Sp2* / Sp2* (por dedugio) PS
M-N normal / Sp2*
P normal / Q318X*
M normal (dupl 21A+C4B) / Q318X*

7 F-N normal (dupl 21A+C4B)/ Q318X*
F-A Q318X*/Q318X* PS
M-A Q318X*/Q318X* PS
P normal(del.21A+C4B) / Q318X, R356W*
M normal(cv 21A—-21B) / Q318X, R356W*

14 M-N normal(cv 21A—21B) / Q318X, R356W*
M-A Q318X, R356W*/ Q318X, R356W* PS
M-N normal(cv 21A—21B) / Q318X, R356W*
P normal / I1172N
M normal / Q318X

29 M-A 1172N/ Q318X PS
M-N normal / Q318X
F-A 1172N/ Q318X PS
M-N normal / 1172N
P normal / I172N

42 M normal / R356W
F-A I172N / R356W VS
P normal / Sp2

47 M normal / A8
F-N normal / Sp2
F-A Sp2 / A8 PS
P normal / I172N (por dedugio)

48 M normal / Q318X, R356W
F-N normal / normal
F-A 1172N/ Q318X, R356W VS
P normal (del 21A+C4B)/ I172N
M normal / F306+

51 F-N normal / F306+
M-A 1172N / F306+ VS
F-N normal / F306+
P normal / Sp2

52 M normal / Sp2
F-A Sp2 / Sp2 PS
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Continuagao tabela 4

familia indiv ® genétipo forma clin
de HCA"

P normal / I1172N

53 M normal / V28I1L
M-N normal / V281L
F-A I172N / V281L PS
P normal / Sp2 (por dedugio) @
M normal / Q318X (por dedugio)

54 F-N normal / Sp2
F-A Sp2/Q318X PS
M-N normal / Sp2
P normal (del 21A+C4B)/ Sp2

55 M normal (del 21A+C4B)/ I172N
M-A Sp2 / I172N (por dedugio) VS
M-N normal (del 21A+C4B) / Sp2
P normal (dupl 21A+C4B)/ Sp2

62 M normal / Sp2
F-A Sp2/ Sp2 PS
P normal / F306+

63 M normal / F306+
F-A F306+ / F306+ PS
P normal / Sp2

64 M normal / Sp2
F-A Sp2 / Sp2 PS
P normal (dupl 21A+C4B)/ Sp2

65 M normal / Q318X
M-A Sp2/Q318X PS
F-N normal(dupl 21A+C4B) / normal

(a) Abreviaturas utilizadas: P = pai; M = mde; M-N = filho normal do sexo masculino; M-A = filho do sexo
masculino afetado por HCA; F-N = filho normal do sexo feminino; F-A = filho do sexo feminino afetado
por HCA. (b) Resultados obtidos pela andlise de 8 mutagdes e por estudos de “Southern blotting” e
hibridizagdo com sondas de CYP21 e C4. Dupl = duplicagdo de uma unidade especificada entre parénteses;
del = dele¢do de uma unidade especificada entre parénteses; cv = conversio génica envolvendo os sitios
Tag e Kpn I; (*) = consangiiinidade. (c) Formas clinicas: PS = perdedor de sal; VS = virilizante simples.
(d) Este individuo ndo foi analisado quanto 2 mutagdo Sp2. Verificou-se que Q318X estd ausente, por isso
deduziu-se a presenga de Sp2.
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Os dois exemplos citados (figuras 8 e 9) ilustram os resultados obtidos nas hibridizacdes
em todos os casos de familias heterozigotas para duas microconversdes diferentes ou
homozigotas para uma tinica microconversdo, reunidas na tabela 4.

Através do estudos de familias foi possivel verificar a segregacio dos alelos afetados
pelas microconversdes. De maneira geral, observa-se que os alelos mutantes encontrados
nas criangas afetadas sio também detectados nos progenitores. Ndo foram portanto
identificadas mutagdes de novo. Apenas nas familias 48 e 54 ndo foi possivel a anilise
dos alelos de um dos pais para confirmar a presenca das mutagdes verificadas nos filhos.
Nas familias 2 e 55 ndo pudemos estudar diretamente os individuos afetados. Seus
genotipos foram entdo deduzidos a partir do estudo dos progenitores (tabela 4).

2. Familias com microconversoes em heterozigose com dele¢des ou conversées
génicas

Estudos baseados em “Southern blotting” e hibridizacio com sondas de cDNA
correspondentes aos genes CYP21 e C4 detectaram eventos de delecdo ou conversdo
génica em larga escala envolvendo os sitios de restricio Tag I € Kpn I em 12 familias,
dentre as 37 estudadas (Araujo, 1996).

A heterozigose para dele¢do foi encontrada nos individuos afetados das familias 23, 25 e
56 e para conversio génica nas familias 4, 13, 19, 28, 43, 50, 59, 60 € 61 (tabela 5). Além
das 37 familias analisadas neste trabalho, foram estudadas previamente outras 4, nas
quais foram encontrados dois alelos afetados por dele¢do (familias 30 e 32), conversdo
génica (familias 20) ou ainda deleg@o e conversdo génica associadas (familia 12) (Araujo,
1996). Estes casos ndo foram portanto estudados quando a presenca de mutagdes
pontuais.

Um resultado de hibridizagdo semelhante ao da familia 52 (figura 9) é apresentado na
figura 10, porém sua interpretagdo é diferenciada. Neste caso, apesar de haver no filho
afetado apenas a banda correspondente & mutagdo Sp2 e ndo a seqiiéncia normal (amostra
5), ndo se pode afirmar que seja homozigoto para a mutagio. Dados anteriores, obtidos
por “Southern blotting”, demonstraram que esta familia é portadora de conversdo génica
em larga escala. O alelo convertido nio é amplificado por PCR, restando apenas um alelo
a ser analisado. Estas observagdes sdo reafirmadas pelo fato de que a mutagdo €
encontrada somente na mée e ndo no pai (amostras 3 e 4). O pai, de acordo com os dados
de “Southern blotting”, transmitiu a conversdo génica. A mutagio neste caso ndo ocorreu

em homozigose como na situagdo anterior, mas em hemizigose.
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Figura 10: Heredograma e andlises por hibridiza¢do alelo-especifica da familia 50.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizagdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP1/DP2, com sondas
correspondentes & mutagdo Sp2. N = hibridizagdo com sonda para alelos
normais; M = hibridizag¢do com sonda para alelos mutantes. O heredograma
representa dados obtidos através da andlise de microconversdes e “Southern
blotting”. 1. controle mutante; 2. controle normal; 3. pai; 4. mae; 5. filho

afetado.
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Tabela S: Genétipos de 12 familias onde foram identificadas microconversdes em

heterozigose com delegdes ou conversdes génicas.

familia indiv ® gen6tipo © forma clin
de HCA"
P normal / cv
4 M normal / F306+, Q318X, R356W
F-A cv / F306+, Q318X, R356W PS
normal (del.C4B+21A)/
I172N, V281L (dupl.C4B+21A)
13 M normal / cv
M-N normal (del.C4B+21A) / normal
F-A I1172N,V281L (dupl.C4B+21A)/ cv VS
P normal / Sp2
19 M normal / cv
F-A Sp2/cv VAR
M-N normal / normal
P normal / del (21B+C4B)
23 M normal / Sp2
F-A del 21B+C4B)/ Sp2 VS
F-N normal / Sp2
P normal (dupl 21A+C4B)/ I172N
25 M normal / del (21B+C4B)
M-A del (21B+C4B)/1172N PS
P normal / Sp2
28 M normal / cv
F-A cv/Sp2 PS
p normal / cv, (dupl 21A+C4B) Sp2, V281L
43 M9 (dupl 21A+C4B) / (dupl 21B+C4B) R356W
(Q318X)
M-A cv, (dupl 21A+C4B) Sp2, V281L / R356W PS -
(dupl 21B+C4B)
P normal (dupl 21A+C4B)/ cv
50 M normal (del 21A+C4B)/ Sp2
M-A cv/Sp2 PS
F-N normal (dupl 21A+C4B) / normal (del
21A+C4B)
P normal / I1172N
56 M normal / del (21B+C4B)
M-N © normal / ?
F-A del (21B+C4B)/ I1172N (por dedugio) VS
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Continuacio tabela 5

familia indiv ® genétipo ® forma clin
de HCA"
P normal / cv
M normal / Q318X
59 M-N normal / Q318X
M-N normal / normal
M-A cv/ Q318X PS
P normal / cv
60 M normal / I172N
M-A cv/I172N VS
P normal / cv
61 M® normal(del 21A+C4B)/ 1172N (por dedugio)
M-N normal(del 21A+C4B) / normal
F-A cv/I1172N Vs

(a) Abreviaturas utilizadas: P = pai; M = mée; M-N = filho normal do sexo masculino; M-A = filho do sexo
masculino afetado por HCA; F-N = filho normai do sexo feminino; F-A = filho do sexo feminino afetado
por HCA. (b) Resultados obtidos pela andlise de 8 mutagdes e por estudos de “Southern blotting” e
hibridiza¢do com sondas de CYP21 e C4. Dupl = duplicagdo de uma unidade especificada entre parénteses;
del = deleg@o de uma unidade especificada entre parénteses; cv = conversdo génica envolvendo os sitios
Taq1 e Kpn I; (c) Formas clinicas: PS = perdedor de sal; VS = virilizante simples. (d) Nio foi possivel
determinar em qual alelo estd a mutagdo Q318X, uma vez que ndo foi detectada no filho. Os genétipos desta
familia ndo estdo ainda elucidados € serdo abordados separadamente. (e) Este individuo ainda ndo foi
testado quanto a mutagdo I172N. (f) Foi deduzida a presenga da mutagio 1172N.

Assim como nos casos de familias afetadas por duas mutag¢des do tipo microconversio,
aqui também foi possivel verificar a segregacdo dos alelos afetados pelas mutagdes. Os
alelos mutantes identificados nas criancas afetadas foram também detectados nos
progenitores, com excegdo da familia 61, onde a mae ndo foi estudada quanto a mutagio
I172N; e da familia 56, cuja filha afetada ndo foi diretamente analisada (tabela 5).

2.1. Familias com padrées de hibridizac¢do incomuns

Foram observados casos de familias portadoras de dele¢bes e conversdes génicas cujas
criangas afetadas apresentam sinais positivos de hibridizagio tanto para a sonda normal
como para a mutante. A familia 23 é um exemplo onde experimentos de “Southern
blotting” detectaram a presenca de dele¢do de CYP21B no pai e na filha afetada (tabela
5). Por outro lado, a hibridizagdo com sondas correspondentes a Sp2 revelaram sinais
positivos tanto com a sonda normal como com a mutante (figura 11, amostra 5).
Resultados semelhantes foram observados nas familias 19, 60 e 61 (aparentadas entre si)
e na 13, todas portadoras de conversdes génicas envolvendo os sitios Tag I € Kpn [
(figuras 12, 13 e 14).
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Figura 11: Heredograma e andlises por hibridizagdo alelo-especifica da familia 23.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizagdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP1/DP2, com sondas
correspondentes a mutagdo Sp2. N = hibridizagdo com sonda para alelos
normais; M = hibridiza¢do com sonda para alelos mutantes. O heredograma
representa dados obtidos através da andlise de microconversdes e “Southern
blotting”. 1. controle mutante; 2. controle normal; 3. pai; 4. mae; 5. filha
afetada; 6. filha normal.
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Figura 12: Heredograma e andlises por hibridizagdo alelo-especifica da familia 19.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizacdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DPI/DP2, com sondas
correspondentes & mutagdo Sp2. N = hibridizacdo com sonda para alelos
normais; M = hibridizagdo com sonda para alelos mutantes. O heredograma
representa dados obtidos através da andlise de microconversdes e “Southern
blotting”. 1. controle mutante; 2. controle normal; 3. pai; 4. mée; 5. filha
afetada; 6. filho normal.
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Figura 13: Heredograma e andlises por hibridizacdo alelo-especifica da familia 60.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizacdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP3/DP4, com sondas
correspondentes & mutagio I172N. N = hibridizagdo com sonda para alelos
normais; M = hibridiza¢do com sonda para alelos mutantes. O heredograma
representa dados obtidos através da andlise de microconversdes ¢ “Southern

blotting”. 1. controle mutante; 2. controle normal; 3. pai; 4. mae; 5. filho
afetado.
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Figura 14: Heredograma e andlises por hibridizagdo alelo-especifica da familia 13.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizagdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP3/DP4, com sondas
correspondentes as mutagdes I1172N (A) e V281L (B). N = hibridizagdo com
sonda para alelos normais; M = hibridizagdo com sonda para alelos
mutantes. O heredograma representa dados obtidos através da andlise de
microconversdes € “Southern blotting”. 1. controle mutante; 2. controle
normal; 3. pai; 4. mae; 5. filho normal; 6. filha afetada.
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3. Familias com mais de uma mutag¢io no mesmo alelo

Em algumas familias verificaram-se alelos com mais de uma mutagdo, em geral
localizadas préximas entre si. A confirmagdo de que duas mutagdes identificadas provém
de um mesmo alelo foi possivel pelo estudo das familias completas, onde observa-se a
segregagdo das mutagdes. As familias 14 e 48 possuem alelos com as mutagdes Q381X e
R356W, ambas situadas no exon 8 (tabela 4, figura 15). J4 na familia 4 foi identificado
um alelo com as mutagdes Q381X, R356W e F306+, esta dltima localizada no exon 7
(tabela §, figura 16).

As familias 13 e 43 apresentaram também mais de uma mutagdo em um mesmo alelo
mas, ao contrério dos casos anteriores, as mutagdes identificadas ndo estdo localizadas em
posig¢des vizinhas. Na familia 13, por exemplo, verificou-se a presenga das mutagdes
I172N (exon 4) e V281L (exon 7) no pai e na filha afetada (tabela 5, figura 14, amostras 3
e 6). Por outro lado, a hibridizagdo com sonda correspondente 2 mutagdo CL6, localizada
entre as mutagdes 1172N e V281L, foi negativa.

J4 na familia 43 foram identificadas as muta¢bes Sp2 (intron 2) e V281L (exon 7),
herdadas do pai, no mesmo alelo de uma conversio génica envolvendo os sitios Taq I e
Kpn 1 (tabela 5, figura 17). Estranhamente, a hibridizagdo no pai revela a presenga da
mutacdo Sp2 em homozigose ou hemizigose, uma vez que ndo foi detectado sinal
positivo com a sonda normal (figura 17A, amostra 3). Nesta familia, também a mae
apresenta duas mutacdes, Q381X e R356W (figuras 17C e 17D, amostra 4), porém
aparentemente o filho herdou apenas R356W (figuras 17C e 17D, amostra 5), o que
indicaria que estdo em cromossomos diferentes. A familia 43 constitui portanto um caso
bastante complexo, que sera discutido adiante.
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Figura 15: Heredograma e anilises por hibridizagdo alelo-especifica da familia 48.

Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizagdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP3/DP4, com sondas
correspondentes as mutagdes [172N (A), Q318X (B) e R356W (C).
N = hibridizagdo com sonda para alelos normais; M = hibridiza¢do com
sonda para alelos mutantes. O heredograma representa dados obtidos através
da andalise de microconversdes e “Southern blotting”. 1. controle mutante; 2.
controle normal; 3. mée; 4. filha afetada. Nao foi possivel analisar o pai
nesta familia.
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Figura 16: Heredograma e andlises por hibridizacdo alelo-especifica da familia 4.

Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizagdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP3/DP4, com sondas
correspondentes as mutagdes F306+ (A), Q318X (B) e R356W (C).
N = hibridizagdo com sonda para alelos normais; M = hibridizacdo com sonda
para alelos mutantes. O heredograma representa dados obtidos através da
andlise de microconversdes e ‘“Southern blotting”. 1. controle mutante;

2. controle normal; 3. pai; 4. mée; 5. filha afetada.
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Figura 17: Heredograma e andlises por hibridizacdo alelo-especifica da familia 43.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizacdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP1/DP2 e DP3/DP4, com
sondas correspondentes as mutagdes Sp2 (A), V281L (B), Q318X (C) e
R356W (D). N=hibridizacgdo com sonda para alelos = normais;
M = hibridizagdo com sonda para alelos mutantes. (?) = gendtipo nao
determinado. O heredograma representa dados obtidos através da anlise de
microconversdes e “Southern blotting”. 1. controle mutante; 2. controle

normal; 3. pai; 4. mae; 5. filho afetado.



67

4. Anilise da mutacdo A8

A andlise da mutagdo A8 recebeu uma abordagem diferenciada, pelo fato da estratégia de
PCR utilizada para as andlises por hibridizagdo alelo-especifica das outras mutagdes
amplificar exclusivamente os alelos normais para A8. Dessa forma, é possivel determinar
quais individuos ndo podem ser portadores da seqiiéncia mutada: aqueles que na anélise

para as outras mutagOes apresentam hibridizacdo para os dois alelos (heterozigoto para
uma dada muta¢io).

Sendo assim, foram testados quanto a A8 apenas aqueles individuos que ndo puderam ser
excluidos por esse método ou seja, com alguma possibilidade de serem heterozigotos para
A8. Af se incluem aqueles que hibridizaram com sondas de uma mutagio e nio com a
correspondente normal, sendo que a mutagdo foi herdada apenas de um progenitor, e ao
mesmo tempo ndo foram detectados por “Southern blotting” eventos de delegdo ou
conversdo génica em larga escala (familias 11, 26 e 47; figuras 18, 19 e 20). Foram
considerados também os casos de individuos com dois alelos negativos para todas as
mutagdes testadas (familias 8 e 44). Dentre essas, apenas a familia 47 foi positiva para
A8, que ocorre em heterozigose com a mutagdo Sp2. Resultados obtidos por PCR
alelo-especifico para a mutag&o A8 sdo apresentados na figura 21.
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Figura 18: Heredograma e andlises por hibridizagdo alelo-especifica da familia 11.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizagdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DPI1/DP2, com sondas
correspondentes & mutagdo Sp2. N = hibridizacdo com sonda para alelos
normais; M = hibridiza¢do com sonda para alelos mutantes. (?) = genétipo
ndo determinado. O heredograma representa dados obtidos através da
analise de microconversdes e “Southern blotting”. 1. controle mutante;
2. controle normal; 3. pai; 4. mie; 5. filha afetada; 6. filha afetada; 7. filho

afetado.
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Figura 19: Heredograma e analises por hibridizagdo alelo-especifica da familia 26.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridizacdo de
fragmentos amplificados com os “primers” DP3/DP4, com sondas
correspondentes & mutagdo R356W. N = hibridizagdo com sonda para alelos
normais; M = hibridiza¢do com sonda para alelos mutantes. O heredograma
representa dados obtidos através da andlise de microconversdes e “Southern
blotting”. 1. controle mutante; 2. controle normal; 3. pai; 4. mae; 5. filha
afetada; 6. filha normal.
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Figura 20: Heredograma e andlises por hibridizagdo alelo-especifica da familia 47.
Imagem digitalizada das autorradiografias obtidas pela hibridiza¢do de
fragmentos amplificados com os “primers” DP1/DP2, com sondas
correspondentes a mutagdo Sp2. N = hibridizagdo com sonda para alelos
normais; M = hibridizag¢@o com sonda para alelos mutantes. O heredograma
representa dados obtidos através da andlise de microconversoes e “Southern
blotting”. 1. controle mutante; 2. controle normal; 3. pai; 4. mae; 5. filha
normal; 6. fitha afetada. |
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Figura 21: Eletroforese em gel de agarose 1 % dos produtos de PCR obtidos com os
“primers” CN/G (A) e CM/G (B). 1. controle heterozigoto para AS8;
2. controle homozigoto normal; 3. filha afetada familia 11; 4. filha afetada
familia 26; 5. filha afetada familia 47; M = marcador de peso molecular 1 Kb
ladder (Gibco-BRL).
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S. Tipos de alelos identificados

Partindo-se do principio que 58 alelos seriam afetados por microconversdes, 37 familias
foram estudadas, identificando-se 11 tipos de alelos diferentes. A maioria deles é afetado
por uma mutagdo, porém ha também alelos com 2 ou 3 mutagdes. Em um deles, presente
na familia 43 (tabela 5, figura 17), as microconversdes aparentemente localizam-se no
mesmo alelo que a conversdo génica. Dessa forma, consideramos 59 o nimero de alelos
afetados por microconversdes. A tabela 6 reune os alelos identificados.

Tabela 6: Ocorréncia dos diferentes alelos com microconversdes em pacientes afetados

pelas formas clinicas perdedora de sal e virilizante simples.

Tipos de alelos ® ps ® Vs © Total
Sp2 14 3 17
A8 1 - 1
1172N 5 8 13
V281L 1 - 1
F306+ 2 1 3
Q318X 5 - 5
R356W 1 2 3
Q318X, R356W 1 1 2
F306+, Q318X, R356W 1 - 1
cv, Sp2, V281L @ 1 - 1
172N, V281L - 1 1
nio determinados 10 1 11

(a) Foram considerados apenas os alelos dos individuos afetados. (b) N°. de ocorréncias em pacientes
perdedores de sal. (¢c) N° de ocorréncias em pacientes virilizantes simples. (d) Alelo onde ocorreram
simultaneamente microconversdes e conversdo génica (cv) envolvendo os sitios Tag 1 e Kpn 1.

6. Alelos ndo determinados

Foi possivel identificar pelo menos uma mutagdo, das 8 investigadas, em 48 alelos
afetados (81,35 %). Em 28 familias foram observados gendtipos condizentes com a
presenga da doenca ou seja, dois alelos afetados por microconversdes ou uma
microconversdo associada a dele¢do ou conversdo génica envolvendo os sitios Tag I e
Kpn 1. Por outro lado, em 6 familias ndo foi identificada mutagdo em um dos alelos e em
3 familias (uma delas consangiiinea) nenhuma mutagio foi encontrada. Isso resulta em
18,64 % (11/59) de alelos ndo determinados. A tabela 7 mostra os gendtipos parciais
destas familias.
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Tabela 7: Genétipos de 9 familias onde pelo menos um dos alelos ndo foi determinado.

familia indiv @

genétipo

forma clin
(c)

de HCA

P Q318X (dupl. C4B+21B) / ?
M normal/ ?

8 F-N Q318X (dupl. C4B+21B) / ?
M-A 2/? PS
F-A /7 PS
P normal/ [172N

10 M normal(dupl. C4B+21A)/ ?
M-A I172N/ ? VS
F-A I172N/? VS
P normal / ?
M normal / Sp2

11 F-A Sp2 ? PS
F-A Sp2/7? PS
M-A Sp2/? PS
P normal (dupl 21A+C4B)/ I172N

24 M V281L (dupl 21A+C4B)/ ?
F-A I172N /? PS
P normal / ?

26 M normal / R356W
F-A R356W /? PS
F-N normal / R356W
P normal / Sp2

27 M normal / ?
F-A Sp2/7? PS
P normal / ?

39 M normal / I172N
F-A 172N /? PS
P normal / 7*

41 M normal / 7*
M-N normal / 7
F-A Vil lide PS
P normal (dupl 21B+C4B)/ ?

44 M normal / ?
F-N normal (dupl 21B+C4B)/ ?
F-A 717 PS

(a) Abreviaturas utilizadas: P = pai; M = mde; M-N = filho normal do sexo masculino; M-A = filho do sexo
masculino afetado por HCA; F-N = filho normal do sexo feminino; F-A = filho do sexo feminino afetado
por HCA. (b) Resultados obtidos pela andlise de 8 mutagbes e por estudos de “Southern blotting” ¢
hibridizagdo com sondas de CYP21 e C4. Dupl = duplicagéo de uma unidade especificada entre parénteses;
(*) = consanguinidade; (?) = alelos ndo determinados. (¢) PS = perdedor de sal; VS = virilizante simples.
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As familias 11 e 26 constituem situagdes particulares: a hibridizagdio com sondas
correspondentes a Sp2 (no caso da familia 11) € R356W (no caso da familia 26)
revelaram sinais positivos com as sondas mutantes mas nio com as normais nos
individuos afetados (figura 18, amostras 5 e 6; figura 19, amostra 5). Além disso, somente
um dos alelos parentais apresenta a mutagio (figura 18, amostra 4; figura 19, amostra 4),
que portanto ndo ocorre em homozigose. Por outro lado, experimentos de “Southern
blotting” e hibridizagdo de sondas de CYP21 e C4 ndo revelaram delecdes ou conversoes
génicas que possam justificar esses resultados. O mais plausivel seria a ocorréncia da
mutacdo A8, o que ndo se confirmou apés experimentos de PCR alelo-especifico (figura
21, amostras 3 e 4). No caso da familia 11, verificou-se ainda que um dos filhos apresenta
padrdo de hibridizagdo com sondas Sp2 diferente dos demais, embora todos sejam
considerados afetados (figura 18, amostra 7). Hip6teses serdo sugeridas adiante para
tentar explicar esses resultados.

7. Freqiiéncia das microconversoes

Foram determinadas as freqii€ncias das 8 microconversdes estudadas, em 59 alelos.
Embora os dados de “Southern blotting” indiquem eventos de delecdes ou conversdes
génicas em 10 alelos de um total de 68, restando portanto 58 a serem analisados quanto a
microconversdes, foi identificado um alelo afetado simultaneamente por microconversoes
e conversdo génica envolvendo os sitios Tag I ¢ Kpn 1. Sendo assim, consideramos 59

alelos estudados quanto a microconversdes.

A tabela 8 resume os resultados obtidos. A mutagdo Sp2 foi a mais freqiiente em nossa
amostragem, seguida por I1172N. Por outro lado, a muta¢do CL6 nio foi encontrada em
nenhum dos alelos estudados e A8 ocorreu em apenas um alelo.



Tabela 8: Andlise de 8 microconversdes em 59 alelos.
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mutagdes/n® . , neg. por ndo total freqtiéneia ©
de alelos @ P OSItivos - negativos exclusio testados determ. reqticncia
Sp2 18 40 - 1 58 31,03 % (18/58)
A8 1 8 50 - 59 1,69 % (1/59)
I172N 14 45 - - 59 23,72 % (14/59)
CL6 - 56 - 3 56 - (0/56)
V281L 3 56 - - 59 5,08 % (3/59)
F306+ 4 54 - 1 58 6,89 % (4/58)
Q318X 8 48 - 3 56 14,28 % (8/56)
R356W 6 52 - 1 58 10,34 % (6/58)

(a) Foram considerados apenas os alelos dos individuos afetados. (b) A estratégia empregada na
amplificagdo especifica de CYP21B permite determinar alelos que sdo necessariamente negativos para AS8.
Sdo testados apenas aqueles que n3o puderam ser excluidos (vide materiais e métodos, item 4). (c) A
freqiéncia foi calculada com base no nimero de alelos determinados, o que pode eventualmente
superestimar os valores.
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A presenca de microconversdes foi investigada em 59 alelos ndo relacionados de
37 familias afetadas pela forma cldssica de deficiéncia de 21-hidroxilase, sendo que
26 familias (70,3 %) apresentam a forma clinica perdedora de sal e 11 (29,7 %) a forma
virilizante simples.

Em estudos anteriores, baseados em “Southern blotting” e hibridizagio com sondas de
cDNA correspondentes aos genes CYP21 e C4, foram detectados eventos de deleg¢do ou
conversdo génica envolvendo os sitios de restri¢do Taq I e Kpn I em 14,7 % do total de
68 alelos (dados parciais em Araujo et al, 1996). Assim, foi pressuposto que em
58 alelos (85,3 %) as mutagdes pontuais seriam os fatores preponderantes para a
deficiéncia de 21-hidroxilase. Entretanto, foi identificado um alelo afetado
simultaneamente por conversdo génica e 2 mutagdes pontuais. Dessa forma,
consideramos 59 o nimero de alelos afetados com mutag¢des pontuais.

As 8 mutac¢des estudadas foram escolhidas por serem seqiiéncias normalmente presentes
no pseudogene, ocorrendo no gene ativo provavelmente devido a processos de
microconversdes entre as duas cdpias génicas. Por isso € esperado que sejam mais

freqiientes do que as mutagdes ausentes no pseudogene.

Outro critério foi a correlagdo entre as mutagdes e as formas clinicas de deficiéncia de
21-hidroxilase: como a nossa casuistica inclui somente familias afetadas pela forma
cldssica, a maioria das mutagdes estudadas estd relacionada a esta forma da doenga. As
mutagdes Sp2, CL6, F306+, Q318X e R356W sdo consideradas geralmente associadas a
forma perdedora de sal (Mornet et al., 1991; Higashi e al., 1991; Speiser et al., 1992),
que afeta 26 familias estudadas, e a mutagdo I172N é normalmente correlacionada a
forma virilizante simples (Amor et al.,, 1988; Mormet et al., 199;1 Higashi et al., 1991;
Speiser et al., 1992), que ocorre em 11 casos. A mutagdo V281L constitui uma excegdo,
ja que é a mutacad mais freqiiente relacionada normalmente a forma ndo cldssica da
doencga (Speiser et al., 1988; Mormet et al., 1991). O estudo dessa mutacdo partiu do
pressuposto de que seria possivel a sua ocorréncia em heterozigose com mutacdes
classicas, resultando em fenétipo perdedor de sal ou virilizante simples, embora
geralmente considere-se que o fenétipo seja determinado pela mutagdo menos severa,
como serd discutido adiante (item 2). H4 ainda a possibilidade da ocorréncia de V281L

juntamente com uma das mutagdes classicas em um mesmo alelo. Realmente, V281L foi
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verificada em 3 pacientes, sendo 2 afetados pela forma perdedora de sal e um virilizante
simples.

1. Freqiiéncia das microconversoes

A tabela 9 reune as freqiiéncias das 8 microconversdes estudadas neste trabalho e em
outros estudos publicados anteriormente.

A mutagdo Sp2 foi a mais freqiiente em nossa amostragem, correspondendo a
aproximadamente 26,5 % do total de 68 alelos (incluindo os alelos com deleges e
conversdes génicas envolvendo os sitios Taq I e Kpn I). Foi identificada principalmente
em alelos de pacientes afetados pela forma clinica perdedora de sal. Estes resultados esto
de acordo com dados obtidos em outros estudos, como pode ser visto na tabela 9.

A segunda mutagio mais freqiiente em nossa amostra foi I1172N, que ocorreu em 20,5 %
(14/68) dos alelos, a maioria deles provenientes de individuos afetados pela forma
virilizante simples, o que estd de acordo com o esperado considerando-se os estudos de
expressdo in vitro de proteinas mutantes (Chiou et al., 1990; Tusie-Luna et al., 1990;
Higashi ez al., 1991). A ocorréncia desta mutagio descrita na literatura é em geral mais
baixa, conforme mostra a tabela 9 (com excegio de Wedell et al., 1994c). Esses dados
podem estar refletindo diferengas nas quantidades de familias com a forma virilizante
simples nos diversos estudos, embora a proporgo entre as duas formas clinicas em nossa
amostra ndo seja discrepante em relagio ao geralmente citado na literatura. Os trabalhos
de Owerbach et al. (1990) e Ezquieta et al. (1995) sdo excegdes, pois foram estudados
apenas 2 individuos virilizantes simples nos dois casos, € um ndmero bem maior de
perdedores de sal (respectivamente 26 e 21 individuos); o que pode justificar as baixas
freqiiéncias de I172N. Deve-se considerar que o estudo realizado por Wedell er al.
(1994c) inclui pacientes das formas cldssica e ndo cldssica, o que provavelmente
subestima as freqiiéncias das mutagdes relacionadas 4 forma cléssica.
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A mutagio V281L ocorreu em pequenas propor¢des, tanto no nosso estudo como em
outros trabalhos descritos na literatura (tabela 9). As baixas freqiiéncias verificadas
provavelmente foram causadas pela exclusdo dos pacientes com a forma ndo cléssica da
doenga, ja que V281L estd normalmente relacionada a esta forma clinica (Speiser et al.,
1988). Em nossa amostragem, a mutagdo V281L ocorreu em 2 pacientes afetados pela
forma perdedora de sal € em um virilizante simples, além de um alelo ndo relacionado a
doenga e por isso ndo contabilizado (familia 24, tabela 7). Nos 4 alelos, V281L ocorreu
em associagido com duplicagdo de CYP21A, reafirmando o desequilibrio de ligacdo entre
a mutagdo V281L e duplicagdo de CYP21A descrito na literatura (Garlepp et al., 1986).

As freqiiéncias de F306+, Q318X e R356W parecem ndo diferir significativamente em
comparagdo com outros estudos, embora as propor¢des encontradas sejam baixas para
permitir andlises estatisticas adequadas.

Chama a atengdo o fato da mutagdo A8 ocorrer em apenas um alelo e a mutagio CL6 em
nenhum dos alelos testados. Baixas freqiiéncias foram obtidas em outras amostras para a
mutagio A8. Além dos dados mostrados na tabela 9, ha também o estudo realizado por
Carrera et al. (1993), que identificaram A8 em apenas 2 alelos dentre 108 estudados. Por
outro lado, Higashi er al. (1991) revelaram a presenga de A8 em 20 % dos alelos em
pacientes perdedores de sal. Conforme mostra a tabela 9, as freqiiéncias da mutagdo A8
obtida por Mornet et al. (1991) e Wilson ef al. (1995b) foram respectivamente 9 % e
10 % dos alelos da forma cldssica. Tais valores ndo chegam a ser tdo elevados quanto o
citado por Higashi et al. (1991) (embora estes autores considerem apenas pacientes
perdedores de sal, fato que por si s6 deve superestimar a freqiiéncia), porém é bem mais
alto em comparagio com nosso estudo, no qual a mutacio A8 foi identificada em 1 alelo
dentre 59 estudados (1,7 %).

A exemplo do nosso estudo, a mutagdo CL6 ndo foi identificada em nenhum dos alelos
analisados por Ezquieta ez al. (1995) e Wilson et al. (1995b). Em contrapartida, CL6 foi
encontrada em proporg¢des razoavelmente elevadas por Mornet et al. (1991) (tabela 9).
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2. Correlacoes entre genotipos e fenétipos

Os diversos tipos de mutagdes possivelmente estdo associados a diferentes graus de
prejuizo 2 atividade da proteina e conseqiientemente a severidade do fenétipo. Tenta-se
de uma forma geral relacionar a ocorréncia das mutagdes em pacientes das diversas
formas clinicas de HCA com a gravidade da alteragdo que provocam na proteina,
determinando maior ou menor dano 2 atividade enzimdtica. Nesse sentido, t¢ém sido
realizados estudos onde é medida a atividade enzimatica in vitro de proteinas mutantes,
correlacionando-as com a freqiiéncia destas mutagdes em pacientes afetados pelas formas
perdedora de sal, virilizante simples e ndo cldssica (Chiou et al., 1990; Tusie-Luma et al.,
1990; Wu & Chung, 1991; Higashi et al., 1991).

Speiser et al. (1992) agruparam as mutagdes em trés conjuntos, de acordo com.o grau de
comprometimento enzimético e as caracteristicas fenotipicas a que estdo associadas.
Assim, no grupo A foram reunidas as mutagdes que determinam perda total ou quase total
da atividade enzimitica (Sp2, A8, CL6, F306+, Q318X, R356W, além de delegdo e
conversdo génica em larga escala), no grupo B foi incluida a mutagdo I1172N, que resulta
em comprometimento severo (2 % da atividade normal) e no grupo C aquelas
responsaveis por altera¢cdes moderadas (10 a 20 % da atividade normal), como V281L e
P30L. Os trés grupos de mutagdes estdo em associagdo com as formas clinicas perdedora
de sal, virilizante simples e ndo cldssica, respectivamente; embora haja pacientes
portadores de mutagdes ndo relacionadas ao seu fenétipo.

De fato, em nossa amostragem alelos normalmente correlacionados a forma virilizante
simples foram identificados em pacientes perdedores de sal, e vice-versa (tabela 6). Por
exemplo, dentre os 14 alelos identificados com a mutagio I172N (associada a forma
virilizante simples), 5 provém de pacientes perdedores de sal (tabela 6). J4 a mutagdo
R356W, normalmente relacionada a forma perdedora de sal, esteve presente em 3 alelos
de individuos virilizantes simples, do total de 6 alelos onde foi identificada. Por outro
lado, a mutagdo V281L ocorreu em 2 pacientes perdedores de sal, embora esteja
normalmente relacionada a forma nio cléssica.
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Algumas dessas excegdes provavelmente podem ser explicadas pela ocorréncia das
mutacdes em heterozigose composta: deve-se levar em conta a expressao dos dois alelos.
Normalmente, considera-se que o fenétipo é determinado pelo alelo menos afetado ou
seja, com a mutagdo menos prejudicial a atividade enzimdtica. Assim, as trés formas
clinicas da deficiéncia de 21-hidroxilase seriam determinadas pela combinago de seis
tipos de gendtipos, conforme mostra a tabela 10 (Higashi et al, 1991; Momet et al.,
1991; Speiser et al., 1992; Wedell et al., 1994c).

Tabela 10: Tipos de genétipos determinantes das formas clinicas de deficiéncia da
21-hidroxilase.

Forma clinicas Gendtipos @
perdedor de sal PS /PS
VS/PS
virilizante simples VS /VS
NC/PS
ndo classica NC/VS
| NC/NC

(a) PS = mutagdo associada & forma perdedora de sal, VS = mutag@o associada 2 forma virilizante simples,
NC = mutagéo associada a forma ndo cldssica. As relagdes entre mutagdes € formas clinicas sio baseadas
principalmente em estudos de atividade enzimadtica in vitro de proteinas mutantes (Chiou et al., 1990;
Tusie-Luma et al., 1990; Wu & Chung, 1991; Higashi e al., 1991).

Com o objetivo de verificar a correlagdo entre genétipos e fendtipos em nossa
amostragem, os genétipos dos individuos afetados foram reunidos na tabela 11,
comparando-se seus fenétipos (formas clinicas diagnosticadas) com os fendtipos
previstos de acordo com as consideragées feitas acima.

A tabela 11 mostra que hd 3 familias com fenétipos e genétipos discordantes. Por
exemplo, a crianca afetada da familia 53 apresenta um fendtipo mais grave que o previsto
pelo gendtipo: a associagdio das mutagdes V281L e 1172N (normalmente relacionadas as
formas ndo cldssica e virilizante simples da doenga, respectivamente) resultou em
fenotipo perdedor de sal. Assim como este, casos de fenétipos € genétipos discordantes
tm sido descritos na literatura (New et al., 1989; Mornet et al, 1991; Speiser et al.,
1992; Miller, 1994; Wilson et al., 1995b).
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Tabela 11: Comparagio entre as formas clinicas reais e as previstas pelos genétipos, em

pacientes pertencentes a 28 familias.

—— - —
— e— —

formaclin  familia ® genétipo © forma clin
esperada @ de HCA
2 Sp2* / Sp2* PS
4 cv / F306+, Q318X, R356W PS
7 Q318X* /1 Q318X* PS
14 Q318X, R356W* / Q318X, R356W* PS
19 Sp2/cv VS
23 del (21B+C4B)/ Sp2 VS
28 cv / Sp2 PS
43 cv, (dupl 21A+C4B) Sp2, V28 1L/ PS
R356W (dupl 21B+C4B)
PS 47 Sp2/ A8 PS
50 cv/Sp2 PS
52 Sp2/Sp2 PS
54 Sp2/Q318X PS
59 cv/Q318X PS
62 Sp2/ Sp2 PS
63 F306+ / F306+ PS
64 Sp2/Sp2 PS
65 Sp2/ Q318X PS
13 [172N,V281L (dupl.C4B+21A)/ cv VS
25 I172N / del (21B+C4B) VS
29 I172N / Q318X VS
42 I172N / R356W VS
VS 48 I1172N / Q318X, R356W VS
51 I172N / F306+ VS
55 I172N / Sp2 VS
56 I172N/ del (21B+C4B) VS
60 I172N /cv VS
61 I172N /cv VS
NC 53 V281L /1172N PS

(a) PS = perdedor de sal; VS = virilizante simples; NC = ndo cldssica. (b) Familias onde os dois alelos
foram determinados. (c) Resultados obtidos pela andlise de 8 mutagdes e por estudos de “Southern blotting”
e hibridizagdo com sondas de CYP21 e C4. Dupl = duplicagdo da unidade especificada entre parénteses;
del = delegdo da unidade especificada entre parénteses; cv = conversdo génica envolvendo os sitios Tag I e
Kpn I, (*) = consangiiinidade.
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Uma das possibilidades para explicar estes achados € a ocorréncia de mutagdes raras
ainda ndo identificadas nos mesmos alelos onde foram encontradas as mutagdes I172N e
V28IL. Esta hipétese ja foi anteriormente sugerida para explicar casos semelhantes
(Strachan, 1994; Wilson et al, 1995b). Entretanto, para explicar a discordancia entre
gendtipos e fendtipos na familia 53, € necessdrio que as supostas mutacdes sejam
responsaveis por alteragdes graves na proteina, justificando assim o fenétipo perdedor de
sal verificado nessas familias. No caso da familia 53, cujo genétipo indicaria a forma néo
cldssica da doenca, seria preciso a ocorréncia de mutagées nos dois alelos. O
seqiienciamento completo dos alelos provavelmente permitird a confirmagio ou exclusdo
dessa hipétese.

Para explicar as discrepancias entre gendtipos e fenétipos, alguns autores propdem o
envolvimento de outros genes que atuariam na via metabdlica do cortisol (Bormann et al.,
1992) inclusive enzimas com fungdo de 21-hidroxilase produzidas em outros tecidos que
ndo a adrenal (Mellon & Miller, 1989; Speiser et al., 1991; Kronbach et al., 1991; Endoh
et al., 1995).

Como ressaltam Mornet er al. (1991), variagbes individuais nos niveis de sintese protéica
ou nas taxas de catabolismo e excre¢do dos hormonios esterides também podem exercer

papéis importantes na determinagio do fenétipo.

As familias 19 e 23 apresentam a mutagdio Sp2, em heterozigose respectivamente com
conversdo génica e delecdo de CYP21B. Ao contririo do esperado, o fenétipo dos
individuos afetados ¢ virilizante simples. Conforme jd mencionado (resultados, item 2.1)
essas familias demonstraram padrdes de hibridizagdo incomuns com as sondas

correspondentes a Sp2, sendo por isso discutidas separadamente.
2.1. Extenséo dos eventos de dele¢do e conversdo génica

Uma provével explicagdo para a discordancia entre genétipos e fenétipos nas familias 19

e 23 € a extensdo dos eventos de delecdo e conversdo génica encontrados nestas familias.

Nos primeiros estudos moleculares da deficiéncia da 21-hidroxilase, considerava-se que
eventos de delecdo e conversdo génica envolvendo os sitios de restrigdo Tag I e Kpn 1

estendiam-se por grandes por¢oes do gene CYP21B. Por este motivo, eram considerados
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eventos em larga escala (White et al., 1984b, 1985, 1986; Higashi et al., 1986; Donohoue
et al.,, 1986a; Werkmeister et al., 1986; Harada et al., 1987).

Em nossa amostragem, entretanto, foram observados casos que possivelmente fogem a
esta regra. Nas familias 19, 60 e 61, aparentadas entre si, € na 13 foi detectado por
“Southern blotting” um alelo com conversdo génica envolvendo os sitios de Tag I e
Kpn 1. No caso da familia 23, verificou-se uma delecdo de CYP21B. Por outro lado, na
familia 19 o fragmento obtido na amplificagdo com os “primers” DP1/DP2, com
anelamento na regido do A8 (exon 3), hibridizou com os alelos normal e mutante em
relagdo a mutacdo Sp2 na filha afetada (figura 12, amostra 5), indicando que um alelo
mutante viria do pai e o outro normal seria proveniente do alelo convertido da m3e. Estas
observagdes possivelmente indicam que este ltimo alelo também foi amplificado porque

a conversdo ndo teria atingido o sitio de anelamento do “primer” DP2 no exon 3
(figura 22A).

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério utilizaram o método de andlise
descrito por Collier et al. (1992), no qual a amplificagdo especifica de CYP2IB ¢
conseguida pela digestdo prévia com a enzima Tagq I (vide introdugdo, item 7). Neste
caso, somente o alelo paterno foi amplificado na filha afetada da familia 19, onde a
hibridizagdo com a sonda Sp2 normal foi negativa. Tal observagdo reafirma a hipStese de
que a conversdo génica da familia 19 € diferente das que t€m sido descritas até agora e
que produz um fendtipo menos grave porque ndo atinge pontos de mutagdes responsaveis
por danos drésticos a proteina. Provavelmente, apenas a porgdo 5’ do gene foi atingida,
entre o sitio Taq I e a regido de Sp2 (figura 22A), portanto a regido alterada seria a
promotora.

Embora os promotores dos genes CYP21A e CYP21B apresentem alta homologia entre
si, foram detectadas diferengas significativas nas taxas de transcrigdo das duas cépias
génicas, sendo CYP21A transcrito em quantidades menores (Bristow et al., 1993b; Chang
& Chung, 1995). As regides promotoras de CYP21A e CYP21B tém sido analisadas,
caracterizando-se elementos regulatérios e fatores de transcri¢do (Donohoue & Collins,
1992; Kagawa & Waterman, 1992; Watanabe et al., 1993; Chang & Chung, 1995). Foram
identificadas alteragdes nas seqiiéncias nucleotidicas nas regides de ligagdo de fatores de
transcricdo em CYP21A e CYP21B, apontadas como responsdveis pelas diferengas nas

taxas de transcrigdo observadas entre as duas cépias génicas (Chang & Chung, 1995).
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Kyllo et al. (1995) compararam a atividade dos promotores de CYP21A e CYP21B,
através da expressdo do gene da luciferase como gene repérter. Regides promotoras de
CYP21A e CYP2IB foram amplificadas por PCR e os fragmentos obtidos foram
clonados em plasmidios contendo o gene da luciferase, sendo posteriormente
transfectados em culturas de células esteroidogénicas (Y-1) e nfo esteroidogénicas
(COS-1). Em células Y-1, foi detectada uma atividade de luciferase significativamente
maior nas constru¢des com o promotor de CYP21B. Por outro lado, verificou-se em
c€lulas COS-1 uma expressdo constitutiva dos dois promotores, sem diferencga
significativa entre eles, o que indicaria a importéncia de fatores de regulagdo na expressio
génica, tais como ACTH e AMPc.

Além da regido promotora, € possivel que a conversdo génica no alelo em questdo tenha
atingido o exon 1 (figura 22A). Desta forma, a muta¢do P30L, normalmente presente em
CYP21A, ocorreria no alelo convertido. Anélises da atividade enzimatica de proteinas
mutantes demonstraram que P30L resulta em 20 - 60 % da atividade normal, estando
associada a forma nfo cldssica da deficiéncia de 21-hidroxilase (Tisue-Luna et al., 1991;
Higashi et al, 1991). Considerando-se o efeito desta mutagdo, seria esperado que o
individuo afetado da familia 19 apresentasse a forma clinica néo cldssica, j4 que em geral
o fenétipo € determinado pelo alelo com a mutagdo menos severa. Por outro lado, é
possivel que a suposta mutagdo P30L, associada com a regiio promotora de CYP21A,
determine uma perda de atividade enzimdtica compativel com a forma clinica virilizante
simples. Futuramente, a presenga da mutagio P30L serd averiguada nas familias onde a
conversdo génica provavelmente ndo se estendeu por todo o gene, o que auxiliard na
correlacdo entre gendtipos e fendtipos nestas familias.

Nas familias 60 e 61, aparentadas A familia 19, observou-se a mutagdo I172N em
heterozigose no filho afetado (figura 13, amostra 5). Em outras palavras, aqui também
ocorreu amplificacdo de ambos alelos. Com base nestes resultados, pode-se dizer a
principio que o ponto de quebra da conversdo génica estd entre os sitios Tag L e Kpnle a
regido de anelamento dos “primers” no exon 3. Considerando-se que essas familias sdo
aparentadas a familia 19, pode-se inferir que a conversdo ndo atingiu a regido da mutagéo
Sp2 (figura 22A). A extensdo exata da conversio poderd ser determinada através de
seqiienciamento, que serd efetuado posteriormente. As familias 60 e 61 ndo apresentam
entretanto discordancia entre gendtipos e fendtipos pois sdo portadoras da mutagdo
I172N. Considerando-se que esta mutagdo estd relacionada a forma clinica virilizante
simples (Chiou et al., 1990; Tusie-Luna et al., 1990; Higashi et al., 1991) e que conforme



87

discutido acima, a atividade enzimdtica do alelo convertido é também compativel com
esta forma clinica, o fenétipo esperado para as familias 60 e 61 seria de fato virilizante
simples.

Eventos de conversdo génica que provavelmente ndo se estendem por todo o gene foram
observados também na familia 20, que ndo entrou nessa casuistica por apresentar
conversdo génica em homozigose, mas serd citada aqui por ilustrar essa discussfo. A
detecgdo por “Southern blotting” de conversdo génica envolvendo os sitios Tag I e Kpn I
em ambos os pais € em homozigose na filha afetada nos levou a conclusdo de que a
doenga nesse caso seria causada pela auséncia completa de alelos CYP21B, embora
estranhamente o fenétipo apresentado fosse virilizante simples. Posteriormente, pensou-
se em utilizar o DNA da filha afetada da familia 20 como controle negativo de
amplificagdo, ji que supostamente nfio possuiria nenhuma cépia de CYP21B.
Contrariando o esperado, obteve-se produtos de amplificagdo tanto com os “primers”
DP1/DP2 como com os “primers” DP3/DP4. A presenca de mutagdes foi investigada,
mas nenhuma delas foi encontrada.

Na familia 13 foi também detectada por “Southern blotting” uma conversdo génica
envolvendo os sitios Tag I € Kpn I na mie e na filha afetada. Por outro lado, a
hibridizagdo com sondas correspondentes as mutagdes [172N e V281L revelaram sinais
positivos tanto com as sondas normais como com as mutantes (figura 14, amostra 6).
Como nos casos anteriores, estes resultados também nos permitiram concluir que o alelo
convertido proveniente da mde também foi amplificado, pois a conversio nio teria
atingido o sitio de anelamento do “primer” DP2 no exon 3. Neste caso, o ponto de quebra

estaria entre os sitios Taq I e Kpn I e a regido de anelamento do “primers” no exon 3.

Embora as familias 13, 19 e 20 ndo tenham relatado parentesco entre si, é provavel que se
trate do mesmo alelo, pois em todas elas o alelo convertido estd ligado ao alelo de HLA-
DR8 (Ramos et al., 1994). As familias 13, 19 e 20 provém da mesma regido geografica
(sul do estado de Minas Gerais), o que pode indicar a existéncia de um ancestral comum
entre elas, do qual teria sido herdado o alelo convertido associado ao HLA-DRS.
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Observagdes semelhantes aos casos das familias 13, 19, 20, 60 e 61 repetiram-se com a
familia 23, mas aqui experimentos de “Southern blotting” detectaram delecio da unidade
C4B+CYP21B no alelo proveniente do pai. A exemplo dos casos de conversdo génica,
obteve-se produtos de amplificagdo com os “primers” DP1/DP2 provavelmente a partir
dos dois alelos da filha afetada, que hibridizaram com os alelos normal e mutante em
relagdo & mutacio Sp2 (figura 11, amostra 5). A partir daf concluiu-se que a delecdo ndo
atingiu o sitio de anelamento do “primer” DP2 no exon 3.

Normalmente, nos casos de dele¢do forma-se um gene hibrido com extremidade 5’ de
CYP21A e 3° de CYP21B (White er al., 1988). Na familia 23, provavelmente o hibrido
seja formado somente pela regido promotora do pseudogene e o restante sio seqiiéncias
do gene ativo (figura 22B). O segiienciamento do alelo poderi revelar com exatiddo o
ponto de quebra entre as por¢des caracteristicas de CYP21A e CYP21B.

3. Alelos com mais de uma mutaciio

Em algumas familias, verificaram-se alelos com mais de uma mutagdo. A confirmagdo de
que duas mutagdes identificadas provém de um mesmo alelo € possivel pelo estudo das
familias completas, onde observa-se a segregacio das mutacdes.

A ocorréncia em um mesmo alelo de duas ou mais mutagdes em posi¢des vizinhas no
gene pode ser entendida como eventos de microconversdo que se estenderam por regides
maiores do gene CYP21B. As familias 14 e 48 possuem alelos com as mutagdes Q381X e
R356W, ambas situadas no exon 8 (tabela 4, figura 15). J4 na familia 4 o evento de
microconversdo foi mais abrangente, originando um alelo com as mutacdes Q381X,
R356W e F306+, esta tltima localizada no exon 7 (tabela 5, figura 16).

As familias 13 e 43 apresentam também mais de uma mutagio em um mesmo alelo mas,
a0 contrario dos casos anteriores, as mutagdes identificadas ndo estdo localizadas
proximas entre si. Na familia 13, por exemplo, verificou-se a presenca das mutagdes
I172N (exon 4) e V281L (exon 7) no pai e na filha afetada (tabela 5, figura 14, amostras 3
e 6). Por outro lado, a mutagdo CLS6, localizada no exon 6 entre as mutagdes I172N e
V281L, estd ausente neste alelo. Sendo assim, a ocorréncia das mutagdes 1172N e V281L
ndo pode ser atribuida a um tnico evento de microconversdo: provavelmente € resultado

de dois eventos independentes.
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Na familia 43 foram identificadas as muta¢ées Sp2 (intron 2) e V28IL (exon 7),
transmitidas do pai para o filho afetado (tabela 5, figura 17). Estranhamente, a
hibridizagdo no pai revela a presenca de Sp2 em homozigose ou hemizigose, uma vez que
nao foram detectados sinais positivos com a sonda normal (figura 17A, amostra 3). Nesta
familia, também a mée apresenta duas mutagdes, Q381X e R356W (figuras 17C e 17 D,
amostra 4), porém aparentemente o filho herdou apenas R356W (figuras 17C e 17 D,
amostra 5), o que indicaria que estdo em cromossomos diferentes. A familia 43 constitui

portanto um caso bastante complexo, que serd discutido adiante.

Alelos com mais de uma mutagio foram verificados também em outros estudos (Speiser
et al., 1992; Wedell et al, 1994a, 1994b, 1994c; Wilson et al., 1995b). Os alelos
descritos por Wedell et al. (1994b) apresentam duplicagdes de CYP21B, sendo que as
mutagdes localizam-se nas duas cépias génicas. Este caso ¢ semelhante ao alelo
encontrado na mae da familia 43, embora a metodologia empregada em nosso estudo nao
permita determinar com certeza se as mutagdes encontram-se em cdpias génicas

diferentes.

Conforme ressaltam Wedell er al. (1994a), a ocorréncia de alelos com mais de uma
mutagdo torna muito importante o estudo da segregagcdo das mutagdes nas familias, para

possibilitar uma avaliagdo correta do genétipo e conseqiientemente do diagnéstico.
4. Alelos nio determinados

Em 11 alelos ndo foi identificada nenhuma das 8 microconversées analisadas, o que
corresponde a aproximadamente 16 % do total de alelos ndo relacionados de 37 familias
ou 18,6 % dos alelos estudados quanto a mutagdes pontuais. Em 6 familias diagnosticou-
se apenas um dos alelos e em 3 (familias 8, 41 e 44) nenhuma alteragio foi verificada. A
familia 41 € constituida por casamento consangiiineo, assim apresenta um s6 alelo. J4 nas
familias 8 e 44 o esperado seria a identificagdo de dois alelos afetados.

Essa propor¢do ndo difere muito em relag@o a outros estudos populacionais descritos na
literatura (tabela 9). As porcentagens obtidas provavelmente dependem da amostra, do
nimero de mutacdes analisadas e da metodologia empregada. Nesses estudos foram

investigadas também as delecdes e conversdes génicas envolvendo os sitios Tag I e Kpn 1.



91

Algumas hip6teses podem ser propostas para tentar explicar estas observagbes. Em
primeiro lugar, é possivel que esses alelos sejam afetados por mutagdes ndo testadas neste
trabalho. As mutagdes estudadas foram escolhidas por serem geralmente citadas como
fregiientes nas populagdes (Mornet ef al., 1991; Speiser et al., 1992; Wedell et al., 1994c;
Wilson et al.,, 1995a, 1995b). Estdo normalmente presentes no CYP21A, ocorrendo no
CYP21B provavelmente por eventos de microconversdo. Além disso, estdo
correlacionadas com a forma classica da deficiéncia de 21-hidroxilase (formas perdedoras
de sal e virilizante simples) (Higashi et al., 1988b, 1991; Tusie-Luna et al., 1990; Chiou
et al., 1990; Mormnet et al., 1991; Speiser et al., 1992), na qual foram enquadrados os
pacientes analisados. A unica exce¢@o € a mutagdo V281L, relacionada com a forma ndo
classica (Speiser et al., 1988), que foi estudada para verificar sua possivel ocorréncia em
heterozigose com mutagdes cldssicas, embora geralmente considere-se que o fenétipo seja
determinado pela mutagdo menos severa.

Por outro lado, outras mutac¢Ges tém sido descritas em baixas freqiiéncias, geralmente
ausentes nos alelos CYP21A (Owerbach et al., 1992c; Wedell et al., 1992; Wedell &
Luthman, 1993a) (vide introdugdo, item 5.2). Algumas destas eventualmente podem estar
ocorrendo nos alelos ndo diagnosticados. H4 ainda a possibilidade de se tratarem de
mutagdes ainda ndo descritas na literatura. O seqiienciamento dos alelos provavelmente
podera confirmar ou excluir essas hipéteses, e serd realizado futuramente.

Outra questdo a ser considerada, em especial nos casos onde nenhuma mutagdo foi
identificada, é a possibilidade das familias ndo serem afetadas por deficiéncia de
21-hidroxilase, e sim por deficiéncias de outras enzimas envolvidas na esteroidogénese e
portanto determinantes de HCA. Dificuldades enfrentadas no diagnéstico podem levar a
estas ddvidas. De fato, uma possivel deficiéncia da enzima 11f-hidroxilase foi cogitada
no caso da familia 8, com base em caracteristicas fenotipicas dos irmdos afetados. Para a
confirmacdo desta hipdtese, seria importante a dosagem laboratorial de 11-desoxicortisol,
que € precursor da enzima 11B-hidroxilase e portanto apresentaria niveis elevados no
caso de deficiéncia desta enzima. Entretanto, tais exames nao foram possiveis,
dificultando o diagnéstico. O locus que codifica a enzima I1f3-hidroxilase, mapeado no
cromossomo 8 (Chua et al., 1987), serd entdo estudado na familia 8. As demais serdo
submetidas a novos exames diagnésticos e, dependendo dos resultados, serdo estudadas
quanto a enzima 11f-hidroxilase ou outras supostas causas de HCA.
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Mesmo nos casos onde uma mutagio foi encontrada, ndo se pode excluir essa hipétese:
pela alta freqii€ncia de heterozigotos na populagio em geral (Pang et al., 1988), é possivel
que um individuo seja afetado pela deficiéncia de outra enzima da esteroidogénese e por
coincidéncia seja heterozigoto para 21-hidroxilase. A familia 8 inclusive é portadora da
mutagido Q318X que ocorre apenas no pai e na filha normal. Este mesmo alelo apresenta

uma duplica¢io de CYP21B, havendo entdo uma cépia génica provavelmente normal.

Nos casos onde a mutagdo identificada ocorre nos individuos afetados, e a0 mesmo tempo
o gene CYP21B ndo estd duplicado, a probabilidade de se tratar de deficiéncia de outra
enzima € menor, porém ndo pode ser excluida. Na familia 24, por exemplo, foram
identificadas as mutagdes I172N no pai e na filha afetada e V281L, apenas na mae
(tabela 7). Caso o alelo da mae que foi transmitido a filha apresente alguma mutagdo
ainda ndo identificada, a mie possuiria dois alelos afetados e portanto seria doente, o que
na verdade ndo ocorre. Deste modo, estes resultados sdo indicativos de que a familia 24
pode ser afetada por deficiéncia de outra enzima, que nio 21-hidroxilase.

Outra possibilidade ¢ a existéncia de apenas uma mutagfo, determinando a elevagdo nas
dosagens de 17-OHP e levando ao diagnéstico da doenga. Tal hipétese pode ser apoiada
pelas observagdes de Tusie-Luna et al. (1990), que verificaram que individuos
heterozigotos para alelos mutantes apresentam diminui¢io da atividade enzimética em
relagdo aos homozigotos normais, além de aumento de 17-OHP. Alteragdes nas dosagens
de 17-OHP foram realmente observadas no segundo filho da familia 2. Baseando-se no
histérico de deficiéncia de 21-hidroxilase na familia (primeiro filho afetado), foram
realizadas dosagens hormonais e diagnosticada a doenga nesse individuo, que foi entdo
medicado durante alguns anos conforme o procedimento utilizado para criangas afetadas.
Posteriormente, a determinagéo do genétipo (heterozigoto para a mutagdo Sp2) e novos
testes laboratoriais indicaram que a suspensdo do tratamento provavelmente nio causaria
danos ao individuo, como de fato ocorreu.

Hoffman ez al. (1996) descreveram o caso de uma paciente com a forma clinica perdedora
de sal diagnosticada ao nascimento. Aos 17 anos de idade, o tratamento foi interrompido,
sem que houvesse manifestacdo dos sintomas. Estudos moleculares demonstraram que a
paciente ¢ heterozigota para a mutagdo Sp2. E possivel que casos como esses possam ser
repetidos com outras criangas.
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Deve-se também considerar a hipétese da heterozigose para uma mutagdo resultar em
fenétipo alterado. Por exemplo, Wilson et al. (1995b) descreveram dois pacientes de uma
mesma familia afetados pela deficiéncia de 21-hidroxilase, onde apenas uma mutagdo foi
identificada. O seqiienciamento dos alelos ndo revelou nenhuma outra alteragdo que
pudesse justificar a doenga, embora a regido promotora n3o tenha sido completamente
seqiienciada .

As familias 11 e 26 constituem situa¢Ges particulares, onde foi diagnosticada apenas uma
mutagdo (respectivamente Sp2 e R356W), aparentemente em hemizigose nos individuos
afetados (figura 18, amostras 5 e 6; figura 19, amostra 5). Nas duas familias, as mutagdes
foram transmitidas pela mie, sendo que nos pais ndo foram encontradas nenhuma das
mutacdes testadas. J4 que os experimentos de “Southern blotting” e hibridizagdo de
sondas de CYP21 e C4 nido revelaram delecdes ou conversdes génicas que pudessem
justificar a doenga, pensou-se imediatamente na possibilidade de se tratar da mutagio AS8.
Os alelos afetados por esta mutagdo ndo sdo amplificados pela estratégia de PCR
utilizada, o que explicaria os resultados obtidos. Tal hipétese entretanto nio se confirmou
apos experimentos de PCR alelo-especifico nas duas familias (figura 21, amostras 3 e 4).
A possibilidade de tratar-se de paternidade alternativa foi afastada apds andlises em loci
do sistema HLA. '

Embora as andlises por “Southern blotting” ndo tenham revelado dele¢des ou conversdes
génicas, € possivel que uma suposta alteragdo numérica eventualmente esteja encoberta.
Por exemplo, havendo no mesmo individuo uma dele¢do génica e uma duplicagdo, o
padrdo observado na hibridizagdo serd normal. Caso uma suposta cépia génica duplicada
seja um hibrido entre CYP21B e CYP21A, como de fato pode ocorrer (Helmberg, 1993),

o alelo em questdo terd alteragGes que possam explicar os resultados obtidos.

Uma segunda possibilidade, principalmente para o caso da familia 26, € a ocorréncia da
mutagdo R356W na meiose paterna. Este evento resultaria em homozigose para R356W
na filha afetada, e por outro lado a mutago nio seria detectada no pai, o que € compativel
com os resultados de hibridizagdo obtidos (figura 19, amostras 3 e 5). Na familia 11 esta
hipétese € menos provével, j4 que hd duas filhas com o mesmo padrdo de hibridizag¢do
com sondas para Sp2. Sendo assim, seria necessario ocorrer duas vezes o evento de
mutacdo de novo na meiose paterna.
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No caso da familia 26, foi verificado por “Southern blotting” e hibridizagdo com sondas
de C4 um padriio ndo convencional: em “blots” produzidos por digestdo com a enzima
Tag 1, a sonda reconhece um fragmento com o mesmo peso molecular dos
correspondentes a CYP21B (Araujo, 1996). A clonagem e seqilienciamento deste
fragmento serdo efetuados para se determinar sua natureza: € possivel que por alguma
razdo a sonda correspondente a C4 esteja reconhecendo parte do gene CYP21B, ou pode
tratar-se de uma coincidéncia de pesos moleculares. De qualquer modo, o padrdo alterado
ocorreu na mae e foi herdado pela filhas afetada e normal. Sendo assim, estd presente no
mesmo alelo da mutagdo R356W e portanto é provdvel que ndo esteja diretamente
relacionado a doenga.

A filha afetada da familia 26, além da deficiéncia de 21-hidroxilase, apresenta sindrome
de Turner (Maciel-Guerra et al., 1997). Outros estudos tém correlacionado sindrome de
Turner com deficiéncia de 21-hidroxilase, sugerindo que a freqiiéncia de heterozigotos
para o locus CYP21 seja maior entre pacientes afetados pela sindrome de Turner do que
na populacdo em geral (Larizza et al., 1994).

Um ponto interessante na familia 11 € o fato de um dos filhos apresentar resultados de
hidridizagdo com as sondas Sp2 diferentes dos irmios, embora todos sejam considerados
afetados (figura 17, amostra 7). Os resultados indicariam que esse filho seria apenas
portador. Situagdes onde irmdos apresentam genétipos e fendtipos discordantes foram
descritas por vdrios autores, sendo algumas delas esclarecidas com a constatagdo de
mutagdes de novo (Tajima et al., 1993a; Collier et al., 1993). A ocorréncia de uma
mutacdo de novo foi entdo cogitada para explicar este caso, porém nenhuma das mutagdes
estudadas, com excegdo de Sp2, estd presente neste individuo. Este resultado ndo permite
entretanto a exclusdo da hipétese, ja que € possivel tratar-se de alguma mutagao rara e por
isso ndo incluida neste estudo.

A familia 43 também apresentou resultados curiosos. Embora tenham sido identificadas
nos dois alelos alteracoes associadas a doenga (mutagdes e conversdo génica envolvendo
os sitios Tag I e Kpn I), os genétipos dos individuos desta familia ainda ndo foram
elucidados. Foram identificadas as mutagdes Sp2 e V281L no pai e no filho afetado
(tabela 5, figuras 17A e 17B). De acordo com estudos baseados em “Southern blotting”, o
pai também transmitiu ao filho uma conversdo génica envolvendo os sitios Tag I € Kpn 1
e uma duplicacdo da unidade CYP21A+C4B, que estariam portanto no mesmo alelo das

mutagdes. Contrariando o esperado, as hibridiza¢ées com sondas correspondentes a Sp2
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no pai revelaram a presenca desta mutacdo em homozigose ou hemizigose (figura 17A,

amostra 3), o que ndo € compativel com seu fenétipo considerado normal.

Schulze er al. (1995) descreveram observacoes semelhantes: entre familiares normais de
seus pacientes, havia individuos homozigotos ou hemizigotos para a mutagdo Sp2. Todos
eram assintométicos para HCA, e testes de estimulagdo por ACTH em dois individuos
resultaram em aumentos de 17-OHP comparaveis apenas a heterozigotos. Embora os
estudos in vitro indiquem que a mutagio Sp2 resulta em dados severos a proteina
(Higashi et al., 1988b, 1991), os autores propdem que estes dados ndo estejam refletindo
as condi¢Oes in vivo, onde hd influéncia de fatores de transcri¢do e regulacdo por ACTH.
Assim, alguns alelos portadores da mutacdo Sp2 poderiam produzir niveis altos de
mRNA normal. Uma segunda possibilidade € a ocorréncia de uma mutag@o ainda ndo
determinada, que poderia reverter os efeitos da mutagio Sp2.

Na familia 43, também a mie apresenta duas mutagoes, Q381X e R356W (figuras 17C e
17D, amostra 4), porém aparentemente o filho herdou apenas R356W (figuras 17C e 17D,
amostra 5), o que indicaria que estio em cromossomos diferentes. Considerando que
Q318X esteja no alelo que ndo foi transmitido ao filho, a cdpia duplicada de CYP21B
deveria garantir ao filho um fenétipo normal. Por outro lado, se considerarmos que o
alelo CYP21B duplicado seja na verdade um hibrido CYP21B/CYP21A (Helmberg,
1993), a mée também seria afetada e provavelmente ndo seria fértil.

A ocorréncia de pais com duas mutag¢des foi também descrita por Witchel et al. (1996),
que verificaram em pais pertencentes a duas familias diferentes a mutacdo Sp2 em
heterozigose com Q318X, esta dltima ndo herdada pelos filhos afetados. Dosagens de
17-OHP nos pais em questdo revelaram taxas compativeis com individuos heterozigotos
ou pacientes afetados pela forma n3o cldssica da doenga, embora as mutagdes Sp2 e
Q318X estejam normalmente relacionadas a forma clinica perdedora de sal.

Nao se pode descartar a hipdtese de artefatos do método: é possivel que as vdrias cdpias
génicas existentes nos alelos sejam por alguma razio amplificadas diferencialmente na
reacdo de PCR. Além disso, os experimentos de “Southern blotting” podem néo estar
revelando o nimero real de cépias desses alelos.

Day et al. (1996) apontam os artefatos de técnica como as explicacdes mais provaveis
para a ocorréncia de individuos homozigotos para Sp2 e fenotipicamente normais.
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Andlises da segregacdo das mutagdes através do estudo de microssatélites, aliadas a
célculos da freqiiéncia Sp2 na populagdo em geral e a amplificagdes por PCR com
diversos pares de “primers” indicam que possivelmente alguns alelos normais quanto a
Sp2 por algum motivo ndo sdo amplificados na regido do intron 2.

Esta familia estd sendo atualmente estudada através de eletroforese em campo pulsado

(vide introdugdo, item 7), na tentativa de elucidar os rearranjos numéricos.
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Apés a andlise de microconversdes em 59 alelos de individuos afetados pela forma
classica da deficiéncia de 21-hidroxilase, foi identificada pelo menos uma
microconvers3o, dentre as 8 investigadas, em 48 alelos (81,35 %).

A mutagdo Sp2 foi a mais freqiiente em nossa amostra, correspondendo a
aproximadamente 31 % dos alelos afetados por microconversdes. A mutagdo CL6, por
outro lado, ndo foi identificada em nenhum dos alelos e a mutagdo A8 em apenas um
alelo.

As mutagdes Sp2 e Q318X ocorreram em maior proporgdo em alelos de pacientes
afetados pela forma clinica perdedora de sal e I1172N foi a mutagdo mais freqiiente na
forma virilizante simples.

Foram identificados 11 alelos diferentes nos individuos afetados, pela combinacdo das 7
microconversdes encontradas.

Foram identificados alelos com mais de uma muta¢do em 5 familias, sendo que em 3
delas as mutagdes estio em pd_sigées vizinhas e portanto foram geradas por eventos
dnicos de microconversdo e em 2 as muta¢des provavelmente ocorreram por eventos
independentes. |

Na maioria das 37 familias estudadas, os fendtipos estdo de acordo com os genétipos
identificados pela andlise das microconversdes e por estudos anteriores baseados em
“Southern blotting”, embora haja familias com padrdes discordantes.

A andlise de microconversdes permitiu a reinterpretacio dos estudos baseados em
“Southern blotting”: em 5 familias (3 delas aparentadas entre si) os eventos de delegdo e
conversdo génica envolvendo os sitios Taq I € Kpn I ndo se estenderam por todo o gene.
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A deficiéncia da enzima 21-hidroxilase é a causa mais freqiiente de hiperplasia congénita
da adrenal. O locus que codifica para a enzima 21-hidroxilase foi mapeado no braco
curto do cromossomo 6, dentro da regifo abrangida pelo sistema HLA. H4 duas cépias
génicas de 21-hidroxilase no genoma humano, denominadas CYP21A e CYP21B,
intercaladas com os genes C4A e C4B, que codificam para o quarto componente do
sistema complemento. Embora CYP21A e CYP21B apresentem grande homologia entre
si (98 % ao nivel de exons), CYP21A ¢ inativo devido a mutaces deletérias, sendo por
isso considerado um pseudogene. A alta homologia entre as cSpias génicas favorece a
ocorréncia de “crossing-overs” desiguais, resultando em eventos de delegio ou conversio
génica. Estes ultimos podem ser responsidveis pela transferéncia de mutacdes de
CYP21A para CYP21B e podem abranger desde grandes por¢des do gene (conversio
génica em larga escala) até pequenas regides (microconversdes). As delecdes e
conversdes génicas em larga escala podem ser estudadas através de “Southern blotting” e
hibridizagdo com sondas correspondentes aos genes CYP21 e C4. Estudos anteriores nio
detectaram alteracdes nos padrdes hibridizagdo em aproximadamente 85 % dos alelos de
individuos afetados. No presente estudo, foram analisadas 37 familias quanto 2 presenca
de mutagdes pontuais, provavelmente introduzidas em CYP21B por eventos de
microconversdo. Oito mutagdes foram analisadas: Sp2, uma mutagdo “frameshift” no
intron 2 responsdvel por “splicing” anormal do mRNA; A8, uma dele¢do de 8 pb no
exon 3; I172N, uma mutagdo “missense” no exon 4; CL6, um “cluster” de trés
substitui¢bes de aminodcidos no exon 6; V281L, uma substitui¢do do aminoécido 281 no
exon 7; F306+, uma inser¢do de base no exon 7; Q318X, uma substituicio de base
formando um codon de termina¢do no exon 8 ¢ R356W, uma mutagio “missense” no
exon 8. Essas mutagbes sdo geralmente citadas como sendo as mais freqiientes em
individuos afetados pela deficiéncia de 21-hidroxilase. O DNA gendmico dos pacientes e
seus familiares foi amplificado em duas reagdes de PCR, utilizando-se “primers”
especificos para CYP21B. Os produtos de PCR obtidos foram hibridizados com sondas
correspondentes as mutacdes e as seqiiéncias normais (hibridizagao alelo-especifica). A
mutagdo A8 foi analisada através de PCR alelo-especifico. Foi detectada pelo menos uma
mutagdo em aproximadamente 81 % dos alelos afetados por mutagdes pontuais. Foram
identificados 11 tipos diferentes de alelos, formados pela combinagdo de 7 mutagdes. As
muta¢des mais comuns em nossa amostra foram Sp2, em aproximadamente 31 % dos
alelos € I172N, em 24 %. Por outro lado, a mutagdo CL6 ndo foi encontrada em nenhum
dos alelos analisados. Na maioria das familias estudadas, o genétipo determinado estd de
acordo com o fenétipo, embora alguns casos apresentem padrdes discordantes.
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Deficiency of adrenal steroid 21-hydroxylase is the most common form of Congenital
Adrenal Hyperplasia. This monogenic autossomal recessive disorder is closely linked to
the HLA major histocompatibility complex on the short arm of chromosome 6. In the
human genome, there are two copies of 21-hydroxylase gene (CYP21A and CYP21B),
98 % identical in exons, located adjacent of the two genes for the fourth component of
the complement system, C4A and C4B. CYP21A is a pseudogene due to deleterious
mutations. The close homology between CYP21A and CYP21B appears to generate
frequent mutations in CYP21B by unequal crossing-over during meiosis, resulting in a
complete deletion of CYP21B, and gene conversion events that result in the transfer of
mutations from CYP21A to CYP21B. Gene deletions and large conversion events have
been studied by Southern blot hybridization with CYP21 and C4 specific cDNA probes.
Early studies have been demonstrated that about 85 % of the alleles have no alterations
detectable by this methodology. In the present study, we genotyped 37 families affected
by the classic form of 21-hydroxylase deficiency, for point mutations that may be
introduced into CYP21B from CYP21A by microconversion events. Eight mutations
were analyzed: Sp2, a frameshift mutation in intron 2 that causes abnormal RNA
splicing; A8, a 8 bp deletion in exon 3; 1172N, a missense mutation at residue 172 in
exon 4; CL6, a cluster of three missense mutations in exon 6; V281L, a missense
mutation in exon 7; F306+, a T insertion in exon 7, Q318X, a base substitution
determining a stop codon in exon 8 and R356W, a missense mutation in exon 8. These
mutations have been reported to occur frequently in affected individuals. Genomic DNA
was amplified in two segments by PCR using selective primers for CYP21B.
Hybridizations were performed with allele-specific normal and mutant oligonucleotide
probes. The A8 mutation was analyzed by allele-specific PCR. At least one mutation was
detected in about 81 % of alleles affected by point mutations. We identified 11 different
disease-causing alleles, by combination of 7 point mutations. The most common
mutations were Sp2, in about 31 % of alleles and I172N, in about 24 % of alleles. CL6
was not found in the tested alleles. In the most number of families, the genotypes were

concordant with the phenotypes, but there were families with discordant patterns.



