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A causa mais freqiiente de hiperplasia congénita da adrenal (HCA) ¢ a deficiéncia da enzima
CYP21A2 responsavel por cerca de 90% dos casos, seguida da deficiéncia de CYP11B1, a qual ¢
responsavel por 5-8%. A deficiéncia de CYP21A2 apresenta diferentes sintomas clinicos, que
podem variar de uma forma leve ndo classica (NC) a uma forma grave classica, dividida em
virilizante simples (VS) e perdedora de sal (PS). Enquanto a deficiéncia de CYP11BI ¢
classificada nas formas cldssica e ndo-classica, dependendo da gravidade do fenotipo. As
diferentes formas destas deficiéncias estdo associadas a mutacdes distintas ou a combinacao de
mutacoes nos genes, sendo estas mutacdes provenientes dos genes homologos ou nao. O primeiro
objetivo desta tese foi identificar novas mutagdes em alelos de 31 pacientes. As variantes protéicas
novas p.G56R, p.L107R e p.L142P e, as raras p.H62L, p.H62L+p.P453S e p.R408C do gene
CYP21A2 foram expressas para comparar as atividades da enzima CYP21A2 nas suas formas
normal e mutantes. Foi objetivo, também, estudar através da técnica de mini-genes as possiveis
alteragdes no processo de splicing para as variantes IVS2+5G>A, IVS2-2A>G, IVS4-
15A>C+IVS4-8C>T+p.D183E do gene CYP2IA2 e para a variante g.1753G>A do gene
CYPIIBI. O estudo da atividade enzimatica do gene CYP2IA2, realizado pela técnica de
mutagénese sitio-dirigida, demonstrou que as mutagdes p.L107R, p.L142P e p.R408C reduziram a
atividade enzimatica para valores praticamente nulos, classificando-as como responsaveis pela
forma PS. A alteragdo p.G56R apresentou uma quantidade minima de conversao de progesterona
em desoxicorticosterona, quantidade suficiente para evitar a perda de sal, sendo considerada
classica associada a forma VS. A mutacdo p.H62L foi encontrada no mesmo alelo que a mutagao
p.P34L, em uma das pacientes da casuistica desse trabalho, ambas inseridas num gene quimérico
portador da delecdo de 30 Kb. A mutagdo p.H62L também foi encontrada em associacdo com a
mutagdo p.P453S, em dois pacientes de origem Escandinava. No estudo funcional a mutagdo
p.-H62L reduziu parcialmente a atividade enzimatica. Os resultados cinéticos classificaram essa
mutacdo como relacionada a forma NC da deficiéncia de CYP21A2. Em combinagao com a
mutagdo p.P453S, observou-se um sinergismo, uma vez que reduziu a atividade da enzima para a
faixa limitrofe entre NC e VS. A investigagdo no processo de splicing utilizando a técnica de mini-
genes para as alteracdes no gene CYP2IA2 indicou que a variagdo IVS2+5G>A causa a perda do
exon 2 na formacdo do mRNA, sendo relacionada a forma PS. Da mesma forma, a variagdo [VS2-
2A>G foi classificada como associada a forma PS, pois inseriu no mRNA 19 bases provenientes
do intron 2 na juncdo exon2-exon3, o que modificou o frame de leitura do mRNA criando um
codon de parada prematura. Por outro lado, ficou demonstrado que as variagdes [VS4-
15A>C+IVS4-8C>T+p.D183E ndo interferem no processamento normal do mRNA do gene
CYP2IA2. No caso da alteragdo g.1753G>A no gene CYPIIBI, que foi classificada como
responsavel pela forma classica da deficiéncia de CYP11BI, o estudo de mini-gene indicou a
perda dos ultimos 45 nucleotideos do exon 4, criando um cdédon de parada prematura. A
elucidacdo do papel funcional e estrutural das mutacdes nos genes estudados permitiu o correto
estabelecimento da correlagdao gendtipo-fendtipo na maioria dos pacientes com HCA estudados.
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Deficiency of CYP21A2 enzyme is responsible for more than 90% of congenital adrenal
hyperplasia (CAH) followed by the deficiency of CYP11B1, which is responsible for 5-8% of the
cases. The deficiency of CYP21A2 is normally classified in clinical forms that vary from a mild
non-classical (NC) to a severe classical form, which can manifest as salt wasting (SW) or as
simple virilizing (SV). Depending on the severity of phenotype, deficiency of CYP11B1 can be
classified in classical or non-classical forms. In both deficiencies the clinical forms are associated
with different mutations or combination of mutations, which may or may not be originated from
the homologous genes. The aim of this study was to identify novel or rare mutations in alleles of
31 patients with CYP21A2 deficiency. Using site-direct mutagenesis strategies, nucleotide
variants were introduced into the cDNA and the novel p.G56R, p.L107R and p.L142P and rare
p-H62L, p.H62L+p.P453S and p.R408C protein variants of CYP21A2 were expressed to
compare the enzymatic activity between the wild-type and mutant proteins. Furthermore, splicing
activities were investigated for IVS2+5G>A, IVS2-2A>G, IVS4-15A>C+IVS4-8C>T+p.D183E
sequence CTP21A2 variations and for g.1753G>A on CYPI1BI gene by minigene constructions.
The analysis of enzymatic conversion of both CYP21A2 substrates, 17-hydroxyprogesterone and
progesterone, into 11-desoxycortisol and corticosterone, respectively, showed low levels of
residual activities for p.L107R, p.L142P and p.R408C, which were classified as SW mutations.
Whereas, the result of enzyme activity for p.G56R indicated that it might be a SV-related
mutation due a residual activity of 1.4% toward progesterone as substrate. The p.H62L was
associated to p.P34L mutation in a chimeric gene present in a 30-kb deletion allele in Brazilian
patients. In Scandinavian patients, the p.H62L mutation was found associated to the p.P453S
which is known as a NC mutation. The p.H62L itself showed an activity within the range of NC
mutations. The apparent kinetic constant confirmed this classification. A synergistic effect was
observed for the allele bearing the p.H62L+p.P453S combination as it had caused a significant
reduction in the enzymatic activity bringing it to the borderline level between SV and NC
mutations. On the minigene analyses for CYP21A2, the IVS2+5G>A variation showed skipping
of exon 2, therefore this alteration was classified as SW mutation. Likely, IVS2-2A>G was
considered as a SW mutation due to the insertion of 19 nucleotides from intron 2 into the
resulting mRNA, which changed the reading frame and created a premature stop codon.
Conversely, the group of variations IVS4-15A>C+IVS4-8C>T+p.D183E did not affect the
normal splicing of CYP2I/A2 mRNA. In the CYPIIBI minigene analysis, the g.1753G>A
nucleotide variation was classified as responsible for the classical form of deficiency. An
alternative splicing due to disruption of the normal donor site was used and the skipping of the
last 45 nucleotides of exon 4 was observed. This alteration modified the mRNA reading frame
and created a premature stop codon. The elucidation of functional and structural characters of the
steroidogenic gene mutations led to the establishment of a correct genotype-phenotype in most
patients studied.
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Introducdo

1- As glandulas adrenais

As glandulas adrenais, ou supra-renais, sdo estruturas bilaterais situadas nos podlos
superiores de cada um dos rins, geralmente envoltas por tecido adiposo. Cada glandula
adrenal ¢ composta de medula ao centro e do cértex na regido periférica. Apesar de unidas,
estas duas camadas possuem origem embriondria distinta (mesoderme e ectoderme,
respectivamente). A medula secreta catecolaminas, epinefrina e norepinefrina em resposta a
estimulacdo simpatica. O cortex adrenal secreta um grupo de hormdnios chamados de
corticosteroides (mineralocorticdides e glicocorticdides) e também hormdnios sexuais
(esteroides androgénicos), € pode ser dividido histologicamente em trés zonas concéntricas
histologicamente distintas: glomerulosa, fasciculada e reticular (New, 1994).

Cada zona do cortex ¢ responsavel pela producdo de diferentes tipos de hormdnios.
A zona glomerulosa, mais externa, produz mineralocorticdides (aldosterona e
desoxicorticosterona), responsaveis pelo equilibrio do sal no organismo. As células da zona
fasciculada, intermedidria, secretam glicocorticdides (cortisol e corticosterona), os quais
estdo envolvidos no metabolismo dos carboidratos. A zona reticular produz hormonios
androgénicos, e também, em menor escala, produz glicocorticéides e outros hormonios
como progesterona e estrogeno (Miller, 1991; New, 1994).

Os principais hormonios secretados pelo cortex adrenal sdo o cortisol
(glicocorticoide) e a aldosterona (mineralocorticoide). O efeito global dos glicocorticoides
no metabolismo ¢ o catabolismo protéico, fornecendo glicose ao organismo através da
transformagao de proteinas. Isto ocorre via indugdo das enzimas da gliconeogénese no
figado. A aldosterona ¢ regulada pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona e pelos
niveis de potassio sérico. Os mineralocorticoides agem nos tibulos renais aumentando a
reabsorcao de ions de sodio pelos rins, saliva e trato digestivo (White, 1994).

O hipotalamo libera o hormédnio liberador de corticotrofina (CRH), também
chamado de fator regulador de corticotrofina, que controla a secrecao pela hipofise anterior
do horménio adrenocorticotréfico (ACTH). A sintese do cortisol na zona fasciculada ¢
controlada pelo ACTH, que se liga a receptores especificos na membrana plasmatica das

células do cortex adrenal e exerce controle sobre a secre¢ao do cortisol, estimulando a
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conversao do colesterol em pregnenolona, a etapa limitante da esteroidogénese adrenal. O
cortisol plasmatico ¢ responsavel pelo controle do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal,
regulando a produg¢do de ACTH e CRH quando a concentracdo deles aumenta no sangue,

mecanismo denominado de retroalimentacdo ou feedback negativo (White e Speiser, 2000).

1.1- A esteroidogénese

A principal substancia que inicia a esteroidogénese ¢ o colesterol, derivado de
alimentos e da sintese enddgena via acetato. O hormoénio ACTH ao se ligar aos receptores

de superficie das células do cortex das adrenais ativa a adenilciclase na dependéncia de

2+
Ca , aumentando os niveis de 3'- 5" monofosfato de adenosina ciclica (cAMP), a qual

ativa as quinases adrenocorticais. A maior parte do colesterol livre usado para a sintese dos
esterdides no cortex ¢ derivada dos ésteres de colesterol das lipoproteinas plasmaticas
estimulados pelas quinases dependentes de cAMP. O resultado ¢ a fosforilagdo de enzimas
que aumentam a taxa de conversdo de colesterol a pregnenolona. A acdo do ACTH nas
glandulas adrenais ¢ rapida, dentro de minutos apos sua liberacio hd um aumento da
concentra¢do de esterdides no sangue venoso das adrenais (New et al., 1989; Miller, 1991).

A diferenga na produgdo dos hormonios adrenocorticais nas zonas ¢ devido a
diferentes sistemas enzimaticos esteroidogénicos (White e Speiser, 2000). Na via dos
glicocorticodides, a pregnelona formada vai da mitocondria ao reticulo endoplasmatico, onde
¢ desidrogenada na posicao 3 pela 3B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (HSD3B2),

originando a progesterona. Nas zonas reticular e fasciculada a enzima CYP17 (17-

hidroxilase), catalisa a 17a-hidroxilagdo da progesterona e da pregnenolona, sendo a 17a-
hidroxiprogesterona (17-OHP) precursora do cortisol. A 17-OHP em seguida ¢ hidroxilada
na posicdo 21 por outra enzima da familia do citocromo P450, a 21-hidroxilase
(CYP21A2), produzindo o esterdide 11-desoxicortisol (S). Este composto ¢ transportado
para a membrana interna da mitocondria, onde ¢ hidroxilado por uma quarta enzima da
familia do citocromo P450, a 11B-hidroxilase (CYP11B1), dando origem ao cortisol
(Figura 1) (White e Speiser, 2000; Nimkarn e New, 2008).
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A CYP11B2, que participa das trés etapas de conversao da desoxicorticosterona em
aldosterona (Figura 1), ¢ encontrada apenas na zona glomerulosa. A zona glomerulosa ¢
deficiente na atividade da 17a-hidroxilase, tornando esta zona incapaz de sintetizar cortisol
ou androgénios. A progesterona ¢ hidroxilada no carbono 21 (pela enzima CYP21A2)
formando 11-desoxicorticosterona (DOC), que ¢ hidroxilada, pela agdo de 11B-hidroxilase
da enzima CYP11B2, produzindo corticosterona. A corticosterona, por sua vez, da origem a
aldosterna através da atividade de aldosterona sintase também exercida pela enzima
CYP11B2. A secrecdo de aldosterona ¢ regulada primariamente pelas concentragdes de
renina, angiotensina e potassio sérico (Nimkarn ¢ New, 2008).

Na via dos andrégenos, a enzima CYP17 atua como 17,20-liase, convertendo a 17-
hidroxipregnenolona e a 17-hidroxiprogesterona nos androgenos dehidroepiandrosterona
(DHEA) e A4-androstenediona, respectivamente (Figura 1). O DHEA pela agdo da
HSD3B2 da origem a A4-androstenediona que ¢ reduzida a testosterona pela enzima 17-

cetoesteroide redutase (New et al., 1989; White e Speiser, 2000).

Colesterol
l20,22 Desmolase
17c—Hidroxilase 17,20-Liase
Pregnenolona <+—>  170H-Pregnenolona ——— DHEA

l 3 [?k}[i;iroxiesteré.idei desli'drogenase " ¢...

Progesterona -+——» 170H-Progesterona ———» A4 A
‘I' 21-Hidroxilase ¢ ¢
DOC 11-Desoxicortisol Testosterona
L1p-Hidroxilase (CYPLLB2)  11p-Hidroxilase § Hormonios Androgénicos
Corticosterona Cortisol
18-Hidroxilase § (CYP11B2) Glicocorticoides

180OH-Corticosterona
18-Desidrogenase | (CYP11B2)

Aldosterona

Mineralocorticoides

Figura 1. Esquema da esteroidogénese baseado em Calliari (1992). Onde: DOC — 11-
desoxicorticosterona, = DHEA-  dehidroepiandrosterona,  4A-A-  A4-

androstenediona.
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1.2- Hiperplasia congénita da adrenal

Hiperplasia congénita da adrenal (HCA) ¢ um erro inato do metabolismo da
esteroidogénese do cortisol, com padrdo de heranca autossdmica recessiva. A hiperplasia
congénita da adrenal (HCA) ¢ provocada por deficiéncia da atividade de qualquer uma das
cinco enzimas necessarias para a sintese de cortisol a partir do colesterol, sdo elas:
colesterol 20,22-desmolase (CYP11A1l), 170-hidroxilase (CYP17), 21-hidroxilase
(CYP21A2), 11B-hidroxilase (CYP11B1) e 3pB-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2
(HSD3B2). Um dos resultados dessas deficiéncias enzimaticas ¢ a diminuicao da produgdo
de cortisol com o aumento da secrecdo de ACTH e, conseqiientemente, o super-estimulo da

glandula levando a hiperplasia (New, 2004).

Dentre as principais formas de HCA, se destaca a deficiéncia da CYP21A2 que
ocorre em cerca de 90-95% dos casos. Em um estudo multicéntrico envolvendo 125
instituigdes da Sociedade Européia de Endocrinologia Pediatrica (ESPE), 6.500 pacientes
com HCA foram analisados, sendo 95% dos casos devido a deficiéncia da CYP21A2
(Riepe et al., 2002). A incidéncia da deficiéncia de CYP21A2 ¢ de cerca de 1:14.000
nascimentos para a forma classica de HCA (Miller e Morel, 1989). Enquanto que a
incidéncia para a forma ndo-classica ¢ se 1:100 (New, 1998). A freqiiéncia de heterozigotos
normais na populacdo, obtidos pela equagdo de Hardy-Weinberg, ¢ calculada em cerca de 1
para 60 portadores heterozigotos (Pang, 1998). Na maioria das populagdes, a deficiéncia da
CYP11BI1 compreende em torno de 5-8% dos casos de hiperplasia congénita da adrenal
(Zachmann et al., 1983), com uma incidéncia de 1:100.000 nascimentos. Esta deficiéncia ¢
mais freqiiente em populacdes que apresentam grande numero de casamentos
consangiiineos (Al-Jurayyan, 1995), como ¢ o caso de judeus Marroquinos onde a
incidéncia estimada ¢ de 1 para 5.000 nascimentos (Rdosler ef al., 1992).

Outros casos de HCA estdo associados as deficiéncias mais raras de CYP11Al,
CYP17 e HSD3B2. A enzima CYPI1Al converte o colesterol em pregnenolona no
primeiro passo da esteroidogénese. Deficiéncia da atividade enzimatica de CYP11A1 causa
a deficiéncia de todos os hormonios esterdides incluindo a progesterona, a qual ¢ essencial

para manter a gravidez até o término, e esta associada a insuficiéncia adrenal e sexo reverso
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em pacientes 46,XY (al Kandari et al., 2006; Kim et al., 2008). A deficiéncia da 17a-
hidroxilase (17-OHD) (Biglieri et al., 1966) ¢ caracterizada por insuficiéncia adrenal,
hipertensdo, amenorréia primdria e infantilismo sexual em pacientes do sexo feminino.
Enquanto que os pacientes do sexo masculino podem apresentar pseudohermafroditismo
masculino, um baixo grau de virilizagdo acompanhado de ginecomastia (Yang et al., 2006;
Won et al., 2007). A deficiéncia classica de HSD3B2 (Bongiovanni et al. 1962) ¢ uma
forma grave de HCA, que afeta toda a esteroidogénese, tanto nas adrenais quanto nas
gonadas (Simard et al, 1993). Pacientes do sexo masculino apresentam
pseudohermafroditismo e masculinizagdo incompleta da genitalia externa, enquanto que no
sexo feminino pode ocorrer uma diferenciacdo normal ou genitdlia externa ambigua
(Simard et al., 2002).

Apesar da virilizagdo dos fetos do sexo feminino, o sexo genético e a diferenciagao
gonadal sdo normais em pacientes com HCA. Dado que a diferenciacdo dos 6rgaos internos
masculinos ¢ determinada pela acdo dos hormonios testosterona e anti-Mulleriano (AMH),
produzidos em quantidades suficientes apenas nos testiculos. A testosterona direciona a
formacao das estruturas genitais masculinas a partir dos ductos de Wolff, enquanto o AMH
suprime o desenvolvimento dos ductos Mullerianos nas estruturas internas femininas
(Huma et al., 1995). Individuos do sexo masculino podem apresentar virilizagao precoce
devido ao hiperandrogenismo, podendo ser acompanhado de surgimento de pelos pubicos,
faciais e axilares (New et al., 1989).

Tanto a deficiéncia da enzima CYP21A2 como a da CYP11B1 bloqueia a via dos
glicocorticoides e causa um excesso da producao de androgenos, levando a virilizacao de
fetos do sexo feminino, devido a um desvio de sintese na esteroidogénese. No entanto, os
efeitos dos diferentes bloqueios enzimaticos na sintese de mineralocorticdides resultam em
sintomas distintos: na forma grave da deficiéncia da CYP21A2, a ndo producdo de
aldosterona leva a perda de sal, a desidratagdo e a hipotensdo arterial, enquanto na
deficiéncia da CYP11B1, o acimulo do metabolito, 11-desoxicortisol na zona fasciculada
causa um desvio de sintese em sentido aos hormoénios androgénicos e aos
mineralocorticoides. Devido a este desvio em sentido aos mineralocorticdides ocorre um

aumento de 11-desoxicorticosterona na zona glomerulosa, o que em alguns individuos com
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deficiéncia de CYP11B1 pode causar retengdo de sodio e hipertensdo (Zachmann et al.,
1983; Rosler et al., 1982).

Desta forma, as enzimas CYP21A2 e CYPI1BI1 sdo produzidas no cortex da
adrenal e participam da via metabdlica de sintese de cortisol, sendo que a CYP21A2
participa também da sintese de aldosterona (White et al., 1989). A CYP21A2 cataliza a
hidroxilagdao da 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) para formacao do 11-desoxicortisol (S)
na via dos glicocorticodides e converte progesterona em 11-desoxicorticosterona (DOC) na
via dos mineralocorticoides. Enquanto a CYP11B1 atua somente na via dos

glicocorticdides onde converte o 11-desoxicortisol (S) em cortisol.

1.2.1- Deficiéncia da CYP21A2

A deficiéncia da CYP21A2 ¢ clinicamente classificada em duas formas: a forma
classica (C), presente ao nascimento, se caracteriza pelo o bloqueio total ou quase total da
atividade enzimaética e, a forma ndo classica (NC), que envolve somente bloqueio parcial
tardio da atividade enzimadtica, sendo geralmente menos grave que a forma cléssica,
podendo se manifestar na fase peri-puberal (Speiser et al., 1985; Lajic e Wedell, 1996).

A forma cléssica, por sua vez, pode ser subdividida em duas variantes, a forma
perdedora de sal (PS), na qual os individuos afetados, além da virilizagdo, apresentam perda
de sal devido a deficiéncia da sintese de aldosterona; e a forma virilizante simples (VS) na
qual apenas a sintese do cortisol ¢ alterada (New e Levine, 1984; New, 1994).

Assim, pacientes portadores da deficiéncia de CYP21A2 nao convertem 17-OHP e
progesterona nos produtos esperados, o que além de estimular o aumento da glandula
devido ao desbloqueio do feedback negativo gera um desvio de sintese no sentido da
produgdo e secrecao dos andrégenos DHEA e A4-androstenediona (androgeno de atividade
moderada) e consequentemente, um aumento na quantidade de testosterona (Miller e
Morel, 1989). A partir do terceiro més de gestagdo o cortex da adrenal estd em plena
atividade, expondo o feto a elevados niveis de androgenos em um periodo critico para o
desenvolvimento sexual intra-utero, originando individuos femininos com ambigiiidade

genital. Desta maneira, no sexo feminino a forma classica da deficiéncia de CYP21A2 esta
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clinicamente presente ao nascimento, podendo manifestar-se em diferentes graus, variando
de uma clitoromegalia até a fusdo completa dos grandes labios formando um escroto (sem

gbnadas), conforme classificagdo de Prader (Figura 2).
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Figura 2. Virilizagdo da genitalia externa segundo Prader (extraido de Miller, 1991). Na

parte superior, corte sagital do espectro continuo desde uma genitalia feminina
normal até uma masculina normal (V). Na parte inferior, visdo perineal dos

varios graus de virilizacdo da genitéalia externa.

O mapeamento genético indicou que o gene da CYP21A2 (CYP21A2) se localiza no
brago curto do cromossomo 6, na regidao do complexo principal de histocompatibilidade
(HLA), adjacente aos loci C4A e C4B, os quais codificam para o quarto componente do
complemento (Dupont et al., 1977; Dupont et al., 1980). Verificou-se que existem duas
copias do gene, CYP2IA2 (forma ativa) e CYP2IPAI, um pseudogene ndo funcional
(White et al., 1985). Os genes CYP2IA2 e C4 sdo alternados entre si e sdo transcritos na
mesma direcdo. O gene CYP21A2 contém 10 exons, cobrindo uma regido cromossomica de
2,7 kb. Embora CYP2IA2 e CYP21PAI tenham aproximadamente 98% de similaridade nos
exons, CYP2IPAI ¢ um pseudogene por apresentar mutagdes deletérias (Higashi et al.,
1986; White ef al., 1986; Hughes, 2003).

Uma conseqiiéncia da organizagdo em tandem dos genes CYP2I e C4 ¢ que esta
favorece eventos de crossing-over desigual nessa regido (White et al., 1985; Strachan e

White, 1991). Portanto, a recombinacao das unidades mal pareadas durante a meiose I pode
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levar a formacao de gametas com um numero variavel de unidades completas (Werkmeister
etal., 1986).

Assim, o primeiro defeito molecular observado no gene CYP2IA2 e relacionado
com HCA foi uma delegdo (Carrol et al., 1985; Rumsby et al., 1986). Em seguida foram
descritos eventos de conversdo (Harada ef al., 1987; Urabe et al., 1990). Nos dois casos ha
a formagdo de genes hibridos (Figura 3), formados por CYP2IAIP/CYP21A2 (White e
New, 1992; L’Allemand et al., 2000).

C4A CYP2IAIP C4B C¥P21A2

3! 3 12 recombinagéo
5! 3

!

!

CdA CY¥P2IAIPCAR CYP2IAIPC4E CY¥P21A2

5, ﬂ-_k 3,
35

22 recombinagio

C4A C¥P2IP C4B

5 -CYsz-AijCY:::’;lAz s .
C¥P21A1P/CYP21A2

alelo portador de delecio de 30 kb
Gene hibrido alelo portador de conversio

Gene hibrido

Figura 3. Formacdo dos alelos com numero alterado de cdpias génicas no ldcus
C4/CYP21. Os varios pontos de recombinagdo estdo indicados por letras
minusculas e os genes hibridos CYP2IAIP/CYP2IA2 formados através de
eventos de delecao e conversao génica em larga escala estio em destaque nos

quadros.

Estes dois tipos de mutagdo explicam 20-30% dos casos de deficiéncia da CYP21A2
em Norte-Americanos, Japoneses ¢ na maioria dos paises europeus (Carrol et al., 1985;
Harada et al., 1987), enquanto em Eslovenos chegam a explicar 36,4% dos casos (Dolzan et

al., 2003). No caso de Mexicanos ¢ Sul-Americanos, incluindo brasileiros, essa
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porcentagem ¢ menor, cerca de 10% (Araujo et al., 1996; Tusié-Luna et al., 1996; Dardis et
al., 1997; Bachega et al., 1999; Paulino et al., 1999). Sendo que, nestas populagdes,
pequenas delegdes, insercdes e trocas pontuais de nucleotideos sdo mais freqiientes e estao
normalmente presentes no pseudogene sendo consideradas microconversdes (Globerman et

al., 1988; Mornet et al., 1991; Higashi et al., 1988) (Figura 4).

5 C4A CYP2IAIP C4B CYP21A2 3
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(N23?6 g.1762_1763insT s pb-normal (236 106 1ormal
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PSEUDOGENE CYP2IAIP GENE CYP21A2

Figura 4. Alteragdes presentes no pseudogene que sao frequentemente transferidas para o
gene ativo CYP2IA2. Em azul as mutacdes causadoras da forma NC, em verde
a causadora da forma VS ¢ em vermelho as mutagdes causadoras da forma PS

da deficiéncia de CYP21A2.

Em geral, estudando-se delegdes, conversdes e microconversdes consegue-se
determinar cerca de 85% dos alelos afetados, ficando em média 15% atribuidos a mutagdes
raras que sdo identificadas somente por seqiienciamento direto do gene CYP2/A2 (Lajic e
Wedell, 1996). O estudo de familias realizado em nosso laboratério ndo fugiu a regra, numa
porcentagem de 13% de alelos ndo foi encontrada nenhuma das alteragdes mais comuns no
gene CYP21A2 (Araujo et al., 1996; Paulino et al., 1999).

Por outro lado, ha algumas mutacdes que, embora ndo tenham sua origem no

pseudogene, t€m sido descritas em baixas freqiiéncias (Wedell et al., 1992; Owerbach et
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al., 1992; Helmberg et al., 1992a). Assim, podem representar um efeito fundador, como
exemplificado pela mutagdo p.G424S descrita na populacao Brasileira (Billerbeck er al.,
1999). A mutagdo p.G424S foi encontrada em sete pacientes de cinco familias ndo
relacionadas, trés das quais de origem ndo-branca, onde todos os alelos portadores desta
mutagdo apresentavam também delecdo de CYP2IAIP e C4A. Esses dados levam a
suposicao de que os alelos que carregam essa mutacdo sdo freqiientes na populagdo
Brasileira, indicando um efeito do fundador para esta mutagao.

Quando transferidas para o CYP2/A2, cada uma das mutacdes encontradas no
CYP2IPAI provoca danos com diferentes graus de efeito na fung¢do enzimatica (Figura 4).
As mutacdes do tipo frameshift, nonsense ¢ que causam splicing alternativo alteram
drasticamente a estrutura e a funcdo da proteina geralmente abolindo a atividade
enzimdtica. Frequentemente estdo associadas com a forma clinica mais grave da doenga,
perdedora de sal. Enquanto mutagdes do tipo missense podem dar origem a diversas formas
fenotipicas da deficiéncia da CYP21A2.

Levando-se em conta a heterozigose com duas mutagdes diferentes no gene CYP2/A2,
o fendtipo deve ser deduzido por aquela que determinar menor dano a atividade enzimatica.
Assim, a forma clinica PS seria apenas determinada pela combinacdo de duas mutagdes
graves, a forma VS por uma grave e uma intermediaria ou por duas intermedidrias e a nao
classica por duas mutagcdes menos graves ou uma menos grave combinada com uma grave
ou com uma intermedidria. H4, entretanto, varios portadores da deficiéncia que ndo se
enquadram neste padrao (Miller, 1991; Mornet et al., 1991, Krone et al., 2000).

O fenotipo VS ¢ resultado de uma mutagao da enzima CYP21A2 que afeta a atividade
frente ao substrato 17-OHP na via dos glicocorticoides e mantém a produgdo da aldosterona
relativamente intacta na via dos mineralocorticoéides. Assim, a causa mais provavel da
diferenca fenotipica entre as formas VS e PS, ¢ a diferenc¢a da atividade de CYP21A2 frente
aos substratos progesterona ¢ 17-OHP. Como a aldosterona ¢ normalmente secretada numa
razdo de 100-1000 vezes menor do que o cortisol torna-se evidente que a atividade da
CYP21A2 terd que diminuir a niveis extremamente baixos para que a falta de aldosterona
se manifeste (Strachan, 1990; Helmberg, 1993). Assim, a sintese de aldosterona ocorre com

uma quantidade minima de atividade normal da CYP21A2 (> 1%), evitando a perda de sal
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e resultando num fendtipo VS (White e New, 1992). A microconversao comumente
associada a esse fenotipo ¢ a mutacao proveniente do pseudogene p.I172N, que mantém
cerca de 2% de atividade da enzima CYP21A2 (Amor et al., 1988; Chiou et al., 1990).

A forma ndo-classica da deficiéncia de CYP21A2 ndo resulta em ambigiiidade genital
ao nascimento, e as caracteristicas clinicas variaveis devido ao excesso de andrégenos
aparecem mais frequentemente na fase peri-puberal e na vida adulta (New, 1994). Dentre as
microconversdes associadas ao fendtipo ndo-classico destacam-se as mutagdes p.V281L e
p.P30L. A mutag¢dao p.V28IL confere uma atividade residual >20% a enzima CYP21A2
(Tusie-Luna et al., 1990). Essa alteracdo ¢ a mais freqiiente causadora da forma NC em
diferentes populagdes (Dolzan, er al., 2005; Pasqualini et al., 2007), esta frequentemente
presente em alelos com 3 unidades de C4/CYP21 (Mornet et al., 1991) e pode se apresentar
combinada com outras mutagdes no mesmo alelo (Concolino et al., 2007). A mutacio
p.P30L ¢ uma das mais freqiientes causadoras da forma NC (Kotaska et al., 2003;
Grigorescu et al., 2005), a qual é frequentemente encontrada em alelos contendo genes
hibridos (Tajima et al., 1997; Menassa et al., 2008). Entretanto esta mutacao confere uma
atividade residual >10% a enzima CYP21A2 (Hu et al., 1996), valor limitrofe entre
VS/NC, o que acarreta em alguns casos a associacdo como causadora da forma VS
(Janjanin et al., 2007). Além destas microconversdes, uma mutagdo ndo proveniente do
pseudogene, a p.P453S, ¢ descrita em alta freqiiéncia como causadora da forma NC em
diferentes populagdes (Stikkelbroeck et al., 2003; Balsamo et al., 2003), conferindo uma
atividade enzimatica > 60% a CYP21A2 (Lajic et al., 2002).

A associagdo entre a forma clinica e a classe da mutacdo patologica discutida na
literatura ¢ geralmente concordante, porém a distingdo entre as formas VS, PS e NC nao ¢
absoluta (Sinnott et al., 1992; Speiser et al., 1992; Wedell et al., 1994; Wilson et al., 1995a;
Koppens et al., 1998; Krone et al., 2000; Balsamo et al., 2003).
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1.2.2- Deficiéncia da CYP11B1

A deficiéncia da CYP11BI1 foi primeiramente relatada por Bongiovanni e Eberlein
em 1955. Glenthoj et al. em 1980 descreveram a deficiéncia da CYP11B1 em trés pacientes
adultos que tinham sido inicialmente diagnosticados como deficiéncia de CYP21A2. Desde
entdo, relativamente poucos casos t€m sido relatados, sendo a maioria em filhos de casais

consangiiineos (Kuribayashi et al., 2003; Cingoz et al., 2007; Nimkarn e New, 2008).

Na HCA devido a deficiéncia da CYP11B1 ocorre diminui¢do da producdo de
cortisol com superprodu¢do de androgenos e mineralocorticoides. A secre¢do intra-utero
excessiva dos androgenos adrenais produz virilizagao de fetos femininos (Nakagawa et al.,
1995; Geley et al.,, 1996; White e Speiser, 2000). Em caso de tratamento inadequado, a
manuten¢do da secrecdo aumentada de androgenos durante a vida poés-natal, causa
agravamento da virilizagdo, além de outros sinais de hiperandrogenismo como pubarca
precoce, crescimento excessivo com avango da idade ossea, aumento da massa muscular,
acne, hiperpigmentacdo de mamilos e genitais (Hochberg et al., 1985).

A HCA devido a deficiéncia de CYP11B1 ¢ resultado de mutacdes no gene
CYPI1IBI que codifica a enzima (Mornet et al., 1989). Além deste, existe um segundo
gene, o CYPIIB2 em 8q21 extremamente similar (Mornet et al., 1989; Kawamoto et al.,
1990; Curnow et al., 1991). No entanto, ao contrario de CYPIIBI, CYPIIB2 nao foi
detectado em tecidos da zona fasciculada por técnica de Northern Blotting. A analise do
padrdo de restrigdo de ambos os genes demonstrou que nao se tratava de variacao alélica,
mas sim de dois genes integros (Mornet et al., 1989).

A semelhanca dos genes para CYP21A2, a presenca de dois genes para CYP11B1
parece ser o resultado da duplicagdo do gene original (CYPI1B) (Strachan, 1989). Porém,
ao contrario de CYP21PAI e CYP21A2, os dois genes em 8q21 sdo ativos, ¢ produzem duas
isoenzimas e citocromos diferenciais na membrana interna mitocondrial (Mitani et al.,
1995). Os genes CYPI1IBI e CYPI1B2 apresentam 9 exons e 8 introns, dispostos em 7 Kb
de extensdo e separados entre si por 40 Kb. Sdo 95% similares na seqiiéncia nucleotidica
dos exons, 97% nos introns ¢ 93% na seqiiéncia de aminoacidos das isoenzimas. As

seqliéncias de menor homologia concentram-se nas regides terminais 5’ (upstream ao
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codon de iniciagdo ATG). A posicao dos introns, incluindo as seqiiéncias sinalizadoras de
splicing, sao homologas, correspondentes entre si (White et al., 1991). Ambos os genes
transcrevem mRNAs para enzimas com 503 aminoacidos, apresentando 24 residuos
excisaveis no momento da internalizagdo na membrana mitocondrial (peptidio sinal).

Aparentemente, a duplicagdo de CYPIIB iniciou um processo de especializacao
das fungdes metabolicas das enzimas que culminou na separagdo espacial de sua expressao
na glandula (White et al., 1994). O transcrito de CYP11BI codifica para uma enzima com
atividade pura de 11B-hidroxilase, na zona fasciculada, comprometida com a sintese de
cortisol (Erdmann et al., 1995). O CYPI1B2, por sua vez codifica uma segunda enzima
intrinsecamente capaz de agir como 11f-hidroxilase, 18-hidroxilase e 18-oxidase, na zona
glomerulosa (Curnow et al., 1991; White et al., 1994). Como os genes CYPIIBI e
CYPI11B2 sao ativos ¢ expressam mRNAs distintos, a probabilidade de perpetuacdo de
mutacoes deletérias, devido a recombinacdo em emparelhamento desigual com o gene
homologo, ¢ pouco significativa (White e Slutsker, 1995). Assim, genes hibridos CYPI11B1/
CYPI1IB2 resultantes de processos de duplicacdes por recombinagdo intergénica,
justapondo o promotor do CYPIIBI com seqiiéncias codificadoras do CYPIIB2,
acontecem ¢ estdo associados aos casos de hiperaldosteronismo controlavel por
glicocorticoides (Helmberg, 1993; MacConnachie ef al., 1998). Neste processo o gameta
gerado apresenta o gene hibrido intercalado aos genes CYPI/IB2 e CYPI1BI. Enquanto o
gene quimérico reciproco (CY11B2/ CYPI11BI), resultante de um evento de delecdo, esta
associado a deficiéncia de 11B-OH (Hampf et al., 2001; Portrat et al., 2001).

Mutagdes deletérias no gene CYPIIBI estdo presentes nas andlises de DNA de
pacientes com deficiéncia de CYP11B1 e sdo correlacionadas com alteragcdes em sitios
importantes da enzima (mutagdes missense) ou com interrupcdes da transcrigdo normal do
gene gerando mRNA alterados (mutagdes nonsense ou frameshift) (White et al., 1991;
Helmberg et al., 1992b; Naiki et al., 1993; Curnow et al., 1993; Skinner ¢ Rumsby, 1994;
Nakagawa et al., 1995; Geley et al., 1996). Alteracdes em sitios de splicing também estao
presentes no gene (Hampf ez al., 2001; Nicod et al., 2004), podendo ou ndo ser deletérias.

A maioria das mutacdes deletérias para a hidroxilagdo em c11 de CYP11B1 estdao

situadas no exon 2 e entre os exons 6-8 (Curnow et al. ;1993), formando um cluster de
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mutacoes. Duas hipoteses basicas t€ém sido levantadas para explicar essa concentragao:
mutacoes nessas regides aconteceriam com a mesma freqiiéncia que no resto dos exons,
porém teriam maior probabilidade de serem deletérias na atividade enzimatica ou a regido
do cluster representaria uma area hot-spot no gene de CYP11BI1, estando por alguma razdo
mais susceptivel a mutagdes (Cooper ¢ Youssoufian, 1988).

Hipertensdo arterial com alcalose hipercalémica devido ao excesso de produgdo de
DOC ¢ uma das caracteristicas que distingue a deficiéncia de CYP11B1 da deficiéncia de
CYP21A2. Entretanto a hipertensdo arterial pode ou ndo estar presente (Zachmann et al.,
1983; Rosler et al., 1982), sendo observada em 30-60% dos casos (Al-Jurayyan, 1995;
Huma et al., 1995; Rosler, 1992). A hipertensao, muitas vezes, sO se manifesta nas fases
mais tardias da infancia ou adolescéncia (Mimouni et al., 1985) e ¢ atribuida ao excesso de

DOC.

1.2.3- Mutacoes pontuais: missense, nonsense e frameshift

Diversas mutagdes relacionadas ao fendtipo de HCA tém sido descritas tanto no gene
CYP2IA2 quanto no gene CYPIIBI. Segundo o The Human Gene Mutation Database
(HGMD, www.hgmd.cf.ac.uk), foram descritas 106 mutagdes no gene CYP21A2, destas 55
sdo mutagdes missense, 12 nonsense, 7 de splicing, 11 de pequenas delegdes e 8 pequenas
inser¢des. Enquanto para o gene CYPIIBI foram descritas 56 mutagdes, destas 30 sdo
mutagdes missense, 7 nonsense, S de splicing, 4 de pequenas delecdes ¢ 3 pequenas
insergoes.

Substitui¢des nucleotidicas podem apresentar variados graus de expressdo na
atividade da proteina, quando a troca nucleotidica modifica o aminodcido para um cddon de
parada (nonsense), gera um mRNA alterado, que se for traduzido produzird uma proteina
truncada com a atividade prejudicada. Por outro lado, a troca de aminoacidos (missense),
pode causar diferentes graus de influéncia na atividade da enzima. Devido a esta grande
heterogeneidade, mutacdes missense sdo freqiientemente estudadas em relagdo a alteracdo na
atividade enzimatica ¢, também em relacdo a interferéncia na estrutura tridimensional da

proteina e, consequentemente em suas interagcdes com outras proteinas (Krone et al., 2006;
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Robins et al., 2006; Dhir et al., 2007; Riepe et al., 2008). Ja as delecdes e insercdes sao
alteragdes responsaveis por mudancas no quadro (frame) de leitura do mRNA, gerando
proteinas gravemente alteradas, normalmente produzindo um cdédon de parada distinto do
esperado para a proteina normal.

Para estudar a atividade enzimatica das proteinas mutantes diferentes estratégias
sao adotadas, como observado no estudo de mutagdes no gene CYP21A2. Para as mutacdes
provenientes do pseudogene e mais freqlientes no gene, o efeito funcional de cada
microconversdo foi investigado in vitro introduzindo-as por mutagénese sitio dirigida no
cDNA do gene CYP21A2 clonado num vetor apropriado e avaliando sua expressdo. Varios
sistemas de expressao foram usados tais como, transfeccao com plasmidios em células de
mamiferos, infec¢do de células de mamiferos com virus da vaccinia ou mesmo expressao
em bactérias ou leveduras (Higashi er al., 1988; Chiou et al., 1990; Hu e Chung, 1990;
Tusie-Luna et al., 1990; Higashi e Fujii-Kuriyama, 1991; Tusie-Luna et al., 1991; Wu e
Chung, 1991; Wu et al., 1991; Helmberg et al., 1992a; Kohn et al., 1995; Hu et al., 1996;
Hsu et al., 1996; Lajic et al., 1997; Nikoshkov et al., 1997; Nikoshkov et al., 1998; Barbaro
et al., 2004). Da mesma forma, mutacdes missense no gene CYPIIBI sao estudadas por
mutagénese sitio-dirigida. Entretanto, quando transfectadas em células onde ndo sdo
expressas naturalmente precisam ser co-transfectadas com vetores portadores dos genes de
adrenodoxina e adrenodoxina redutase (Krone et al., 2005), proteinas acessorias que sao
utilizadas sequencialmente, como transportadoras de elétrons, uma vez que CYP11B1 ndo
recebe elétrons diretamente do NADPH (Lambeth ef al., 1979). Em geral, os resultados
relativos aos efeitos de uma mutagdo particular sobre a atividade enzimatica ndo dependem
do método usado para a expressao.

Constantemente mutagdes novas ou raras nao derivadas do CYP2IAIP sao
identificadas em pacientes brasileiros (Bachega et al., 1999; Lau et al., 2001; Billerbeck et
al., 2002). Apesar de considerarmos tais alteragdes como as causas de HCA nessas familias,
para as mutacdes missense, € necessario saber se as proteinas mutantes tém atividade de 21-
hidroxilase frente aos substratos in vitro, e como essa atividade se compara a da proteina

normal.
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1.2.4- Mutacoes em sitio de processamento do pré-mRNA (splicing alternativo)

Mutagdes associadas a sitios de splicing sdo descritas em ambos os genes, CYP21A2
e CYPIIBI, porém nem sempre sdo estudadas in vitro quanto a seus efeitos no
processamento do mRNA. Dentre as 7 mutagdes de sitio de splice descritas no HGMD para
o gene CYP2IA2, apenas 3 foram avaliadas quanto aos efeitos no processamento do
mRNA, dentre as mutagcdes estudadas encontra-se a mutagdo PS proveniente do
pseudogene IVS2-13A/C>G (Higashi et al., 1988). Da mesma forma, 3 das 5 alteragdes
descritas como de splicing alternativos no gene CYP11BI foram estudadas in vitro.

A transcri¢do da maioria dos genes eucariotos resulta em pré-mRNAs constituidos
da regido codificante do gene, os exons. Durante o processamento do pré-mRNA, os
introns, regido ndo codificante do gene, sdo removidos enquanto os exons sdo unidos para
produzir um mRNA maduro (Nicholls ef al., 2004). Freqiientemente inimeros mRNAs sdo
formados a partir de um mesmo pré-mRNA, o que ocorre devido ao processo de splicing
alternativo (Cartegni et al., 2002; Buratti et al., 2007).

Durante muito tempo o splicing alternativo foi descrito como evento raro, entretanto
com o recente advento da gendémica e da protedmica, uma grande variedade de
transcriptomas foi observada em diferentes organismos (Johnson et al., 2003). Segundo a
revisdo de Lee e Wang (2005), cerca de 80% dos genes humanos apresentam splicings
alternativos. Essa alta prevaléncia parece ser similar a outros mamiferos, sendo utilizada
para justificar a complexidade dos mamiferos quando comparados a moscas e vermes (Brett
et al., 2002). Entretanto, a alta freqliéncia de splicings alternativos observada ndo significa
que todos sejam funcionais.

O processamento normal para produgdo do mRNA maduro envolve o
reconhecimento de regides de juncdo exon-intron; em mamiferos, introns que passam por
splicing nuclear sao quase que em sua totalidade flanqueados por 5’- GT...AG -3’ (Sheth et
al., 2006). Além disso, a regido 3’ do intron geralmente apresenta um trato degenerado rico
em pirimidinas (Y) que se estende por até 20 nucleotideos em dire¢ao a regiao 5’. O sitio de
ponto de ramificacdo, ou seja, a adenina responsavel pelo ataque nucleofilico a borda intron

5’ -exon 3’, apesar de bastante degenerado e com disposicao variavel em relagdo aos sitios
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de splice 5’ ¢ 3° em mamiferos, também ¢ reconhecido pela maquinaria responsavel pelo
splicing. Na maioria dos eucariotos a seqiiéncia consenso do sitio de splice 5° (5’°ss)
envolve nove nucleotideos parcialmente conservados, presentes na juncdo exon-intron,
(C/A)AGGT(G/A)AGT os quais sdo reconhecidos por pequenas ribonucleoproteinas
nucleares (snRNPs), envolvidas no processo de splicing.

ApoOs o reconhecimento da regido a ser excisada do pré-mRNA, o spliceossomo ¢
montado em seqiiéncia sobre o fragmento do pré-mRNA a ser processado. O spliceossomo
¢ complexamente constituido de 5 snRNPs (U1, U2, U4, U5 e U6) em seu centro, as quais
sdo constituidas de snRNAs e proteinas associadas (Zhou et al., 2002). As snRNPs se ligam
a fatores auxiliares importantes (ndo-snRNPs), como por exemplo proteinas ricas em
serinas e argininas (SR), para assim formarem o spliceossomo completo (Zhou et al., 2002).
Além disso, todos os genes humanos contém elementos de agdo cis e fatores trans dentro
dos introns e dos exons que sdo requeridos para um correto e eficiente splicing do precursor
do mRNA, o pré-mRNA (Singh e Cooper, 2006).

Diferentes tipos alternativos de processamento de um pré-mRNA transcrito podem
ser observados, indo desde pequenas variagdes ao utilizar sitios de splice alternativos
localizados a alguns nucleotideos de distdncia do sitio original até a exclusdo de varios
exons (Xing e Lee, 2005 ). Nao existe uma nomenclatura oficial utilizada para definir os
tipos de splicing existentes, mas a maioria dos autores (Modrek e Lee, 2003; Matlin et al.,
2005; Xing e Lee, 2005) considera basicamente trés tipos de splicing (Figura 5). O sitio de
splice alternativo (doador ou aceptor), onde a jun¢do exon-exon ¢ diferente da jungdo
esperada, resulta em um encurtamento ou alongamento de um dos exons, ou seja, um dos
exons pode perder alguns nucleotideos ou receber algumas bases nucleotidicas provenientes
do intron durante o processamento do pré-mRNA transcrito (Figura 5a). A perda de um ou
mais exons (exon skipping) juntamente com os introns flanqueadores, resulta na formagao
de transcritos mais curtos com inclusdo alternativa de exons (Figura 5b). A retencdo de
intron define casos onde o intron ¢ mantido no transcrito final, podendo permanecer no
mRNA maduro flanqueado por exons ou podendo ser excisado nesta etapa, mantendo desta

forma a jung@o exon-exon no momento da tradugdo em proteina (Figura 5c).
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Splice normal: TR
a) Sitio de splice alternativo :

b) Exon skipping:

¢) Retengao de Intron: v |:U:|

Sitio 5’doador de splice (5’ss)  Sitio 3 aceptor de splice (37ss)
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Figura 5.

Esquema dos tipos de splicing descritos, tanto associados ao sitio doador (5")
quanto ao sitio aceptor (3"). Onde, a) sitio de splice alternativo doador ou
aceptor onde nucleotideos provenientes do intron podem ser inseridos ou
nucleotideos do exon podem ser excluidos; b) inclusdo alternativa de exon ou

exon skipping; ¢) retencao de intron ou uso alternativo de intron.

Devido as diferentes alteragcdes possiveis no mRNA e consequentemente, na

proteina, mutagdes em sitio de splicing ou na regido envolvendo o sitio sdo frequentemente

estudadas. Analise direta do mRNA de interesse ¢ realizada sempre que possivel por meio

de bidpsia ou extracdo do 6rgdo onde a proteina ¢ expressa (Michael et al., 2005). Quando

o mRNA de interesse ndo pode ser coletado, pode ser produzido, ou seja, mini-genes sao

construidos contendo a regido a ser estudada, sdo ligados a um vetor de expressdo e em

seqliéncia, expresso em cultura de células. O estudo por construgdo de mini-genes provem

uma forma direta de determinar se uma mutacdo causadora de doenga ou um polimorfismo

de Unico nucleotideo (SNP) afetam a eficiéncia do processo de splicing (Singh e Cooper,

2006). Analise de mini-genes em CYP2]A2 para a alteragdo IVS2+1G>A, demonstrou a

formagao de dois diferentes transcritos; um com a perda do exon 2 e o outro, menos
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freqiiente, com a utilizagdo de um sitio de splicing alternativo na posi¢ao -19 do intron 2
(Lee e Chang, 2001).

Alteragdes em sitio de splicing sdo frequentemente observados em pacientes com
HCA, principalmente em pacientes com deficiéncia de CYP21A2 onde a mutagdo de
splicing alternativo IVS2-13A/C>G ¢ uma das mais freqiientes associada a forma PS em
diferentes populagdes (Wilson et al., 2007; Ramazani et al., 2008). Chabre etr al. (2000)
descreveu a mutacao silenciosa p.T318T no gene CYPIIBI, onde a troca de um G>C no
ultimo nucleotideo do exon 5 criou alteragdo no sitio doador de splicing e
consequentemente, alterou a proteina formada. No mesmo estudo a variacdo intrOnica
IVS8+4G>A foi identificada como responsavel pela perda do exon 8 (exon skipping).

Apesar das suposicoes envolvendo as alteragdes encontradas em regides de splicing
como responsaveis por HCA, o papel destas alteragdes no quadro clinico dos pacientes
somente serd compreendido com o estudo por mini-genes do tipo de processamento

realizado.

1.2.5- Polimorfismos nos genes CYP2IA2 e CYP11B1

Além de mutagdes, a presenga de polimorfismos nos genes CYP2IA2 ¢ CYPIIBI
vem sendo descrita por varios autores (Higashi ef al., 1986, White et al., 1986, Rodrigues et
al., 1987, De Carvalho et al., 1999), bem como a relacdo entre alguns polimorfismos com
mutagdes especificas de cada gene (Koppens et al., 1992; Skinner et al., 1996, Skinner et
al., 1998; De Carvalho et al., 1999; Levo et al., 1999, Paulino et al., 1999).

Entende-se por polimorfismos de tnico nucleotideo (SNPs) alteragcdes no DNA que
nao apresentam efeito fenotipico, seja porque a alteragao nao modifica a seqiiéncia primaria
de aminoacidos de um polipeptideo ou porque a alteragdo resultante da seqiiéncia de
aminoacidos codificada ocorre em uma regido nao critica da proteina. Apesar disso, em
conjunto com mutagdes a presenga de polimorfismos pode agravar o fendtipo, interferindo
na atividade enzimatica (Asanuma et al., 1999). Por outro lado, pode nao interferir na

atividade, mas auxiliar na definicdo de haplotipos relacionados a cada mutagdo (Ordonez-

Sanches et al., 1998).
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Os SNPs tém sido relatados tanto no gene ativo como no pseudogene da enzima
CYP21A2, bem como nas copias génicas C4 (Chung et al., 1986; Higashi et al., 1986;
Rodrigues et al., 1987). Como os genes CYP2IA2 e CYP21PAI encontram-se intercalados
com genes que codificam para o quarto componente do sistema Complemento (C4A e
C4B), o alto grau de homologia entre as unidades C4B/CYP21A2 e C4A/CYP2IAIP tem
como conseqiiéncia o favorecimento de pareamento desigual entre cromatides irmas
durante a metdfase meidtica, sendo importante sua determina¢do para definicdo de
haplétipos. Analisando o locus C4/CYP21 por digestao seguida por Southern blot é possivel
detectar duplicagdes, delegdes e conversdes génicas observando o tamanho dos fragmentos
hibridizados e suas intensidades. Por exemplo, a digestdo com a enzima Taq I gera
fragmentos de 3,2 e 2,4 Kb no CYP2/AIP enquanto que no gene CYP21A2 os fragmentos
sdo de 3,7 e 2,5 Kb; o gene C4A ¢ reconhecido em um fragmento de 7,0 kb enquanto o C4B
por um fragmento de 6,0 ou 5,4 Kb, devido a um polimorfismo em um intron de C4B
(Paldostir et al., 1987).

A presenga dos SNPs no gene CYP2/A2 ¢ de grande interesse e podem ser
utilizados para andlise da segregacdo dos alelos em estudos genéticos das familias com
HCA, permitem também a identificacdo de delecdes génicas em familias informativas e,
podem oferecer novos insights nas taxas relativas de mutagdes nesses genes (Jiddou et al.,
1999).

Para a deficiéncia de CYP21A2, de uma forma geral, existe uma boa correlagdo
genotipo-fendtipo quanto as formas perdedoras de sal, virilizantes simples e tardia, porém
dentro de uma mesma forma clinica, individuos afetados podem apresentar diferentes graus
de gravidade (Koyama et al., 2002), inclusive individuos com genotipo idéntico, isto &,
mesmas mutacgdes. O estudo de SNPs para composicao de haplotipos pode colaborar para o
entendimento dessa variacao fenotipica (Koppens er al., 2002), uma vez que para certas
doengas algumas seqiliéncias intragénicas variantes que constituem variagdes comuns
podem se relacionar com manifestacdes clinicas mais ou menos graves (Hegele er al.,
2001).

A presengca de um cédon CTG (leucina) extra, foi verificada em CYP2IA2

(Rodrigues et al., 1987), numa regido descrita previamente com 4 cédons para leucina nas
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posigdes p.L6-p.L10 do exon 1 (Higashi et al., 1986; White et al., 1986). Comparagdes
entre espécies revelaram a presenca de leucinas nessas mesmas posicoes, indicando
possivelmente um polimorfismo de tamanho na enzima 21-hidroxilase, variando entre 494
e 495 aminoécidos (Rodrigues et al., 1987). Posteriormente foi confirmado que a insercao
de leucina ndo acarretava alteragdo da atividade enzimadtica e que pode ser normalmente
encontrada no CYP21PAI (New, 1994). Entretanto, sabe-se que em procariotos a eficiéncia
da tradugdo ¢ determinada pelo estagio de iniciagdo (Gualerzi e Pon, 1990). Um dos fatores
principais que regem a eficiéncia do inicio da traducdo ¢ a estrutura secundaria do terminal
5> do mRNA (Dreyfus, 1988; de Smit e van Duin, 1990; Chen e Inouye, 1990; Stenstrom et
al., 2001), assim a presenga de polimorfismos que alterem a estrutura secundaria do
mRNA, como por exemplo o polimorfismo das leucinas e o g.115T>C no exon 1 do gene
CYP21A2 podem provocar um baixo nivel de produ¢do da proteina. Outros polimorfismos
na seqliéncia codificante podem ser encontrados como as trocas p.K102R e p.S268T
(Rodrigues et al., 1987). Além das variagdes em exons, pode-se encontrar SNPs em introns,
especialmente dentro do intron 2. Este intron contém um grande nimero de seqiiéncias
polimorficas, entre elas, as encontradas nas posi¢des nucleotidicas g.395 e g.453 (T>C) e
2.601 (A>C) (Higashi et al., 1986; Rodrigues et al., 1987; Wedell et al., 1992; Bobba et al.,
1997).

A andlise de polimorfismos nos loci CYPIIBI e CYPIIB2 ¢ importante ndo
somente para os diagndsticos, mas também para estudos de ligagdo ou estudos de
associa¢do para determinar se o gene desempenha um papel importante, por exemplo, na
hipertensao (Skinner et al., 1998). Analise do loci CYPIIBI ¢ CYPI1B2 em pacientes com
diminuicdo na producdo de 18-hidroxicortisol apresentou trés variantes em CYPIIBI e
nove no CYP11B2 (Nicod et al., 2004).

Viérios polimorfismos sdo encontrados no gene CYPIIBI, alguns provenientes do
gene homodlogo CYPI1B2, como a troca nucleotidica CGG>CAG na posi¢do genOmica
2.128 responsavel pela substituicdo de um aminodcido arginina para glutamina no exon 1
(p-R43Q), e a transi¢do GAT>GAC no exon 2, qual ndo altera o aminoacido p.D82. Outros
ndo tiveram a sua origem no CYPIIB2, como: p.L75L no exon 1 e p.A291A no exon 5.

Skinner et al. (1996) descreveram o polimorfismo p.L75L, no exon 1 em associagdo com
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uma mudanca na seqii€éncia do intron 3 (IVS3+12A/G). A freqiiéncia destes polimorfismos
os faz uteis como marcadores intragénicos para o diagnostico pré-natal ou estudo de

familias.

Portanto, utilizando informagdes dos polimorfismos associados as mutagdes
encontradas nos alelos torna-se possivel definir os haplétipos associados ao fenotipo de
HCA. Entretanto, para uma correta defini¢ao do efeito da mutacao no fenotipo do paciente
faz-se necessario descobrir se tal mutacao afeta de fato a atividade da enzima ou a sua
formagdo a partir do mRNA, o que poderd explicar o fenotipo caracteristico das

deficiéncias de 21-hidroxilase e de 113-hidroxilase desses individuos.

24



OBJETIVOS

25



Objetivos

Objetivos Gerais

e Identificar, por seqiienciamento do gene CYP21A2, mutacdes novas ou raras.

e Investigar a atividade enzimdtica - determinar a atividade das enzimas alteradas

com mutacgdes missenses novas ou raras no gene CYP21A2.

e Investigar alteracdes em sitios de splicing:
- no gene CYP2]A2: avaliar as alteragdes intronicas ou de regido de
splice.
- no gene CYPIIBI: avaliar possiveis alteracdes do sitio de splicing

causadas pela mutagdo g.1753G>A (p.G267S).

e Verificar a correlacdo genétipo-fendtipo: relacionar a atividade encontrada para
cada mutacdo com o fendtipo caracteristico de deficiéncia da CYP21A2 e

CYP11B1 dos individuos.
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Casuistica e Métodos

1- Casuistica

Foram incluidos na casuistica desta tese 28 individuos (Tabela 1) com deficiéncia de
CYP21A2: 4 pacientes com mutagdes novas encontradas previamente por seqiienciamento
(Tabela 2), 22 pacientes (dois primos) com fenotipo de deficiéncia de CYP21A2 e genotipo
nao definido (Tabela 3), 2 pacientes com a correlagdo genotipo-fendtipo nao esclarecida
(Tabela 4). Os quais foram encaminhados pelo Servico de Endocrinologia Pediatrica,
Departamento de Pediatria, da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP.

Estes pacientes foram incluidos na casuistica desta tese apos a triagem de delecdes ¢
conversoes em larga escala (por Southern Blot), e da triagem por PCR alelo-especifica das
mutagdes provenientes do pseudogene mais freqiientes no gene CYP2IA2: p.P30L, IVS2-
13A/C>G, A8 (g.707_714delGAGACTAC), p.I172N, p.I1236N+p.V237E+p.M239K
(Cluster 6), p.V281L, p.Q318X e p.R356W.

Dois pacientes (Tabela 1), de origem Escandinava (Tabela 5), com deficiéncia da
CYP21A2 e de familias ndo relacionadas foram também inseridos nesta casuistica.

Fechando a casuistica, uma paciente com deficiéncia da CYP11B1 (Tabela 1 e
Tabela 2), encaminhada pela Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento Hospital das
Clinicas - FMUSP.

Este trabalho foi conduzido sob aprovagio do Comité de Ftica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP (CAAE: 1618.0.146.000-05).

Tabela 1. Descricao clinica dos pacientes incluidos na casuistica desta tese (n=31).

Pacientes’ Idade do Dados Clinicos 170HP basal Na'/K*
diagnéstico’ (nmol/Litro) (nmol/Litro)

8Ya;/ 3m/ Desnutricado e desidratagdo/ na’ / na/

8Xa, 3d choque séptico, pois a >20 113/7,3

genitalia era normal (havia
feito tratamento pré-natal).

10Ya,/ 3alm/ Puberdade Precoce/ Genitalia > 6mnd*/ na/

10Xa, 3m ambigua ao nascimento > 6mnd 136/5,5
(Prader III).

11Xa,/ 9d/ Genitalia ambigua ao 49/ 135/7.2/

nascimento (Prader III)/
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Pacientes’ Idade do Dados Clinicos 170HP basal Na'/K*
diagnésticoz (nmol/Litro) (nmol/Litro)
11Xa,/ 1m/ Genitalia ambigua ao > 6mnd/ 127/7.1/
11Ya; 5d nascimento (Prader IV)/ Baixo > 6mnd 130/6.6
ganho de peso.
24Xa, 8d Baixo ganho de peso, > 6mnd 126/5.5
clitoromegalia ao nascimento
(Prader I-II).
27Xa, la5m Clitoromegalia e fusdo labio- > 6mnd 143/4.7
escrotal parcial ao nascimento
(Prader II).
31Xa, Im Genitalia ambigua ao > 20 113/7,4
nascimento  (Prader  III),
desnutri¢ao.
31primoYa, 5a3m Antecedente familiar 15,5 na
39Xag 23d Genitalia ambigua ao na na
nascimento (Prader III/IV),
desnutrigao.
44Xa, 25d Genitalia ambigua ao na na
nascimento (Prader 1),
desnutricdo e desidratacdo.
53Xa, 50d Genitalia ambigua ao > 25 134/8,5
nascimento (Prader III-1V),
desnutrigao.
79Y a3 7 a2m Pubarca, aumento de pénis na na
desde 6 a 8m; alta estatura.
95Ya, 14 a Puberdade adiantada, acne, 17 sendo >25 na
baixa estatura, 170HP  apos estimulo
levemente aumentados, sem com ACTH
confirmacdo de diagnostico
clinico.
101Xa, 1m25d Genitalia ambigua ao > 25 121/6
nascimento  (Prader  III),
desnutri¢ao.
104Xa, 2m Niveis de 170HP elevados na 50 na
triagem neonatal, genitalia
ambigua ao  nascimento
(Prader V).
114Xa, 5d Genitalia ambigua ao > 6mnd 119/5.3
nascimento (Prader IV).
129Ya, 5a7m Pubarca e aumento de pénis 15,5 na
desde 5 a ; ata estatura.
131Xa;, 7d Genitalia ambigua ao >20 136/6,4
nascimento (Prader I1II/IV).
136Ya, 44d Desnutricao e desidratacao. > 20 120/5,5
139Ya, 2m7d Desnutricao e desidratacgao. > 200 121/6,8
164Ya, na Desnutricdo e desidratacio. na na
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Pacientes’ Idade do Dados Clinicos 170HP basal Na'/K*
diagnésticoz (nmol/Litro) (nmol/Litro)
175Ya, 5d Dosagem de 170HP 30,1 127/4,5
levemente elevada, detectada
na triagem neonatal.
179Ya, Im Desnutricao e desidratagao. 14,4 127/7
181Ya, 29d Desidratagdo e desnutrigio; na na
genitalia ambigua ao
nascimento (Prader II).
182Xa, 27d Diagnostico  pré-natal  de 35 127/7.1
genitdlia ambigua por ultra-
som de rotina (na 16* semana)
(Prader IV).
11XaE 6a Puberdade pseudo-precoce na na
com avangada idade dssea.
12YaE l1a Puberdade precoce aos 4 anos 151 na
de 1dade, com acentuado
desenvolvimento puberal até
os 10 anos de idade resultando
em baixa estatura (1,60m).
3Xa;(CYPI1IBI) 5abm Micropénis e criptorquidia na 137/4.6
bilateral ao  nascimento.

Pubarca precoce aos 12 meses

e incontinéncia  urinaria
primdria.  Pressdo  arterial
100/60 mmHg.

'Os pacientes foram identificados com codigos, onde: N°= numero de registro da familia, X=
paciente do sexo feminino, Y= paciente do sexo masculino, a= afetado, n® subescrito= identificagdo
dentro de uma irmandade, E= origem Escandinava. ’Idade do diagnostico, onde: d=dias, m=meses,

a=anos. 3

*mnd=medida nio diluida.

Tabela 2.

na=nao avaliado ou iniciou o acompanhamento clinico apds inicio do tratamento.

Descricao dos genotipos dos pacientes (n=5) com mutagdes novas ou raras

encontradas previamente nos genes CYP2IA2 e CYP1IBI.

Pacientes ' Gene Mutacdo Paterna  Mutacdao Materna  Fendtipo  Referéncia
10Xa,/10Xa, CYP21A2 pJ172N° p.L107R VS Lau, 2000.
24Xa, CYP2]A2 p.I172N p.L142P PS Lau, 2000.
39Xa, CYP21A2 1IVS2-2A>G p.I172N PS Lau, 2000.
3Xa, CYPIIBI g1753G>A’ 2.1753G>A VS Penachioni, 2001.

'Os pacientes foram identificados com codigos, onde: N°= numero de registro da familia, X=

paciente do sexo feminino, Y= paciente do sexo masculino, a= afetado, n° subescrito= identificacdo
. 2 o~ . , . p c o~ P

dentro de uma irmandade. *p.= posi¢io do aminoacido na proteina; ’g.= posi¢do génica do

nucleotideo.
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Tabela 3. Descri¢ao dos pacientes com fenotipo de deficiéncia de CYP21A2 (n=22), e

genotipo indefinido.

Pacientes Mutacao Paterna’ Mutacao Materna’ Fendotipo
8Ya,/8Xa, ? p.-R356W PS
11Xa;/11Xay/11Ya; ? IVS2-13A/C>G PS
27Xa, ? IVS2-13A/C>G VS
31Xa, ? ? PS
31primoYa, ? p.V281L NC
44Xa, ? ? PS
79Y a3 p1172N ? VS
95Ya,’ ? ? ?
101Xa, ? ? PS
104Xa, ? p.1172N VS
114Xa, g.1762_1763insT ? PS
129Ya, p.-V281L 2 NC
131Xa, p.-R356W ? PS
136Ya, ? Delecdo de 30 Kb PS
139Ya, Delecgdo de 30 Kb ? PS
164Ya, IVS2-13A/C>G ? PS
175Ya,’ p.V28IL ? ?
179Ya, ? IVS2-13A/C>G PS
182Xa, ? p.R356W PS

'p.= posi¢cdo do aminoacido na proteina; g.= posi¢do génica do nucleotideo. *Paciente encaminhado por
aumento moderado de 17-OHP sem confirmacdo de diagnostico clinico, o DNA dos pais nio estava
disponivel para analise. *Paciente encaminhado por dosagem de 17-OHP levemente elevada, detectada na
triagem neo-natal.

Tabela 4. Pacientes com deficiéncia de CYP21A2 e correlagdo gendtipo-fenotipo

discordante (n=2).

Pacientes Mutacao Paterna’ Mutagcao Materna’ Fendtipo predito pelo

gendtipo/ Fendtipo clinico

53Xa, p.I172N+2
181Ya, p.V281L+?

p.V281L+? NC/PS
p.R356W+? NC/PS

'p.= posi¢do do aminoacido na proteina; g.= posi¢do génica do nucleotideo.
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Tabela 5. Gendtipo dos pacientes de origem Escandinava.

Paciente Alelo I Alelo 2’ Fenétipo  Nacionalidade
11Xa p.H62L+p.P453S IVS2-13A/C>G VS Norueguesa
12Ya p.H62L+p.P453S ¢.920 921insT+p.Q318X VS Sueca

'DNA parental ndo foi obtido para analise de segregacdo, mas as mutagdes encontradas em
heterozigose composta estdo aqui descritas.

2- Obtencao das amostras de DNA

Foram utilizadas amostras de DNA gendmico extraidas a partir de sangue total
periférico dos pacientes e de seus familiares, coletadas no Ambulatério de Endocrinologia
Pediatrica do HC - UNICAMP. Foram colhidos de 10 a 20 mL de sangue periférico em
tubos conicos, contendo 10% do anti-coagulante etilenediaminotetracetato dissodico.2H,0

(EDTA) 0,5M pH 8,0.

2.1- Extracao de DNA genomico a partir de sangue total periférico

Para a extracdo de DNA foi empregada metodologia de lise com Proteinase K
(Boehringer Mannhein, Germany) padronizada no laboratorio de Genética Molecular
Humana - CBMEG (Aratjo et al.,1996):

- Para lise das hemacias foi adicionada solucdo A ao sangue coletado até completar o
volume de 50 mL (adiciona-se de 30 a 40 mL da solugdo A), permanecendo o
homogeneizado em gelo por 30 minutos;

- Centrifugou-se a 2000 rpm por 10 minutos a 4°C;

- O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) ressuspendido em 20 mL de solugao
A. Esta operag¢ao foi repetida até o pellet ficar livre de hemacias lisadas;

- O pellet entdo foi ressuspendido em solugdo B diluida para 1x;

- Acrescentou-se 250 pL de solugdo C recém-preparada, contendo proteinase K;

- O pellet com as solu¢des permaneceu em incubacdo a 37°C por aproximadamente 18

horas;
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- Para extragdo de DNA dos leucécitos foram adicionados 1,25 mL de TE 1x (Tris-HCI 10
mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0) e igual volume de fenol saturado com Tris-HCI 10 mM
pH 8,0;

- Homogeneizou-se a mistura por inversao lenta do tubo durante 5 minutos;

- Para separagdo e recuperagdo da fase aquosa (superior) o tubo foi centrifugado a 3000
rpm por 15 minutos a temperatura ambiente;

- Acrescentou-se a fase aquosa igual volume de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM pH
8,0, apds leve agitacdo por 5 minutos foi novamente centrifugado;

- O procedimento foi repetido com solugdo fenol:cloroféormio:alcool isoamilico (25:24:1,
v:v:v) e por ultimo com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v:v).

- Para precipitagdo do DNA, acrescentou-se 0,1 volume de acetato de s6dio 3 M pH 5,5 e
2,5 volumes de etanol absoluto gelado.

- O DNA precipitado foi entdo recuperado com auxilio de uma haste plastica esterilizada e
lavado com etanol 70%, para retirada do excesso de sal, antes de ser ressuspendido em TE
1x (200 a 500 pL).

A concentragao de DNA foi obtida através de leitura de absorbancia optica a 260 nm em

espectrofotometro e a integridade do DNA foi verificada em gel de agarose.

Soluciao A Solucio B (estoque 2x) Soluc¢ao C

[ ] final [ ] final [ ] final

MgCla...ooviviiiiennne. 5mM Na,EDTA.......ccenne.e. 20mM Solugdo B............ 0,5x

Sacarose............ .. 0,32 M NaCl.....oooovvvvennnnnn, 20mM SDS..cooiiviiiiieen, 5%

Tris-HCI pH 8,0...10mM Tris-HCI pH 8,0.......20mM Proteinase K....1mg/mL
TritonX100................. 1%

2.2- Quantificacdo do DNA genomico extraido

A quantificacdo do DNA extraido foi obtida por leitura de absorbancia optica a 260

nm em espectrofotdmetro DU-65 Spectrophotometer (Beckman, Estados Unidos). Agua
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destilada foi utilizada como amostra referéncia (branco) para calibrar o aparelho, 10 pL da
amostra de DNA foi diluida 490 puL de agua destilada (fator de diluicdo = 50), para analise.

A concentrag@o das amostras foi obtida por:

[DNA (pg/ mL)] = 50 x Absorbancia 260 x fator de dilui¢ao

2.3- Verificacao da integridade do DNA genomico extraido

A verificagdo da integridade do DNA gendmico extraido foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE 1x, preparado segundo protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989).

A amostra foi aplicada no gel juntamente com tampao de corrida (0,25% de azul de
bromofenol; 50% glicose) na razdo de 6:1. As condi¢des de eletroforese variaram entre 90 a
110 V. Os marcadores de peso molecular utilizados foram DNA ladder de 1 Kb, 1 Kb plus
ou 100 pb (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), em concentragdao de 0,15 pg/uL. O
gel foi imerso em solugdo diluida de brometo de etidio (0,5uL/mL de agua destilada)
durante 15 minutos, sendo visualizado em transluminador de luz ultravioleta e fotografado
utilizando uma camera digital acoplada a um computador (Kodak Electrophoresis

Documentation and Analysis System-EDAS, Kodak Digital Science, Estados Unidos).

2.4 Amplificaciao de fragmentos de DNA por reaciao de polimerase em cadeia - PCR

A reagdo de polimeriza¢ao em cadeia (PCR) foi utilizada para amplificacdao de todos

os fragmentos moldes tanto para o seqiienciamento como para as clonagens e esta

exemplificada na Tabela 6.
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Tabela 6. Reagentes utilizados para reacdo geral de PCR com enzima Tag DNA
polymerase recombinant (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), e ciclo

utilizado para amplificacao.

Reagentes [ ] final Ciclo Geral
DNA genomico 1,0-2,0 pg

Tampao Invitrogen (10x) 1x

MgCL, 50 mM (Invitrogen) 1,5 mM 94°C - 5 minutos
dNTP 2 mM (Invitrogen) 0,1 mM 30 ciclos de:
Primer direto 20 pmoles 20 pmoles 94 °C - 1 minuto
Primer reverso 20 pmoles 20 pmoles Tinedia do par de primers — 1 minuto
Enzima Tag DNA  polymerase 2,0U 72°C - 2 minutos

recombinant (5 U/ul, Invitrogen)

H,0 deionizada q.s.p. 50 pl

2.5 Amplificacido do gene CYP21A2

O gene CYP2IA2 e o pseudogene CYP2IAIP tém aproximadamente 3,0 Kb e
apresentam cerca de 98% de homologia entre si (Higashi et al., 1986; White et al., 1986).
Tal homologia faz com que o seqiienciamento para identificagdo de mutagdes exclusivas do
gene CYP2IA2 seja precedido de um procedimento de distingdo entre o gene e o
pseudogene. Este procedimento pode se basear tanto no método descrito por Owerbach et
al. (1990), que se vale da presenca de uma delecdo de 8 pares de bases no exon 3 (mutagdo
2.707 _714delGAGACTAC), como no método de Wilson et al. (1995b), que usa a troca de
3  nucleotideos no exon 6 entre gene e  pseudogene  (mutacdes
p.1236N+p.V237E+p.M239K), geralmente presentes apenas no pseudogene. Assim,
primers especificos, desenhados para estas regides, sao capazes de amplificar seletivamente
o gene CYP21A2, sendo tais primers designados como “ancoras”.

Neste trabalho foram utilizados tanto os primers descritos por Owerbach et al.

(1990) como os de Wilson et al. (1995b) para selecdo especifica de CYP21A2 (Tabela 7).
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Inicialmente o gene foi amplificado em duas partes, ora eram amplificados os fragmentos
ProEx1s-Ex3Nas e Ex3Ns-Intronl0as, ora eram amplificados os fragmentos ProExls-
Ex6Ns e Ex6Ns-Intronl0as mostrados na Tabela 7. Nos casos de exclusdo alé¢lica da
variante C656, que ocorre comprovadamente nos casos de heterozigose A/C ou G/C na
posicdo 656 nas amplificagdes ProEx1s-Ex3Nas e ProEx1s-Ex6Nas, o primer utilizado
para selecao especifica do alelo foi o Int2Cas. Os ciclos dependeram do fragmento a ser
amplificado e dos pares de primers utilizados (tempo de extensdo e a ligagdo dos primers

ao fragmento variaram segundo a temperatura média de melting cada par de primers).

Tabela 7. Seqiiéncia e localizacdo dos primers utilizados para selecao do gene CYP21A2.

Primer Seqiiéncia do primer (5’—3°) T,'(€C)  Localizagdo
ProEx1s GGA TGG CTG GGG CTC TTG AG 66,0 5" do exon 1
Ex3Ns’ CGG ACC TGT CCT TGG GAG ACT AC 66,0 exon 3
Ex3Nas’ TCC AGA GCA GGG AGT AGT CTC 66,0 exon 3
Ex6Ns’ AG GGA TCA CAT CGT GGA GAT G 64,0 exon 6
Ex6Nas® GC TGC ATC TCC ACG ATG TGA 62,0 exon 6
Int2Cas AGC TTG TCT GCA GGA GGA GG 63,0 intron 2
Int10as GAA ACT GAG GTA CCC GGC 58,0 3" do exon 10

's = sense ou direto; as = antisense ou reverso. 2Primers descritos por Owerbach et al. (1990).
*Primers descritos por Wilson ez al. (1995b). *T,,= temperatura de melting do primer.

2.6 Digestao com enzima de restricao

Digestdes com enzimas de restricdo foram realizadas para triagem das mutagdes em
individuos com deficiéncia de CYP21A2. Apos a amplificagdo do gene CYP21A2 (descrita
no item 3.2.5), os fragmentos foram digeridos com as enzimas apropriadas para cada
alteracdo. A reagdo ocorreu a temperatura 6tima de cada enzima, em um volume final de 30
pL:

Tampao da enzima 10X (fornecido pelo fabricante)........ 1X

Enzima de restricdo (10 U/uL).....coviviiiiiiiiins 5U

39



Casuistica e Métodos

Produto de PCR .......c.cooviiiiiiiiiiiceeeeeee e 9 uL

H,0 ultra-pura .......coeeeveeiieiiieiiieieeieeeeeeen g.s.p- 30 uL
Incubada a 37°C por 2 horas.

2.7 Amplificacao do gene CYPIIBI

Semelhante ao o gene CYP2IA2 o gene CYPI1IBI apresenta um gene homologo o
CYPI11B2, porém neste caso a homologia ¢ de 93% na seqiiéncia de aminoécidos e, o gene
CYPI1B2 ¢ funcional e expresso em regido diferente da glandula supra-renal. Tal
homologia dificulta o estudo de mutag¢des no gene CYPIIBIpela simples amplificagdo dos
exons, assim, da mesma forma que para o gene CYP21A2 ¢ necessaria a distingao entre o
gene CYPIIBI e CYPIIB2. Trés fragmentos do gene CYPIIBI (A, B e C) foram
amplificados por PCR usando primers especificos para englobar os seus 9 exons (Tabela 8)
(White et al., 1991). Tais primers se ligam complementarmente as regides intronicas
especificas para o gene CYPI1BI prevenindo assim a amplificacdo do gene CYPIIB2.

As condicdes da PCR e os ciclos utilizados variaram de acordo com o fragmento a

ser amplificado e o par de primers utilizado para a reagao.

Tabela 8. Seqiiéncia dos pares de primers utilizados para amplificar o gene CYPIIBI.

Fragmento Segiiéncia do primer' (5> —3’) T,’(C) Fragmento(pb)

A’ 11B1.2s- TCGAAGGCAAGGCACCAG 61,1 968
11B1.2as- CCTGCTCCCAGCTCTCAG 56,8

B* 11B3.5s- AGAAAATCCCTCCCCCCT 58,7 1406
11B3.5as- GGCATGGGACACGTGGGC 65,7

C’ 11B6.9s- TGACCCTGCAGCTGTGTCT 57,4 1542

11B6.9as- GAGACGTGATTAGTTGATG 56,2

1 . . 2 . .
s = sense ou direto; as = antisense ou reverso. “T,, = temperatura de melting do primer.
Sexons 1 e 2; *exons 3,4 ¢5; exons 6,7,8 ¢ 9.
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2.8 Reacao de seqiienciamento

Os produtos das PCRs alelo-especificas, tanto do gene CYP21/A2 e CYP11BI, foram
purificados utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega
Corporation, Estados Unidos). Ap6s a purificagdo as amostras foram quantificadas usando
o marcador de peso molecular Low mass DNA ladder (Gibco®Invitrogen Corporation,
Estados Unidos) para, entdo, serem seqiienciadas.

Os fragmentos, que para o gene CYP2IA2, incluem a seqiiéncia completa do gene
da regido 5’UTR ao exon 6 e do exon 6 a 3’UTR, foram em seguida utilizados como molde
para a realizagdo do seqiienciamento direto utilizando primers nao especificos para o gene
em relacdo ao pseudogene. A Tabela 9, abaixo, demonstra as seqiiéncias dos primers

utilizados para o seqiienciamento.

Tabela 9. Seqiliéncias dos primers utilizados para amplificagdo e seqlienciamento do gene

CYP2]A2.
Fragmento molde Primer! Segiiéncia do primer (5°—3°) T, (C)
ProExls GGA TGG CTG GGG CTC TTG AG 66,0
Intlas  CAG CCA AAG CAG CGT CAG CG 66,0
Intls TAG GAG GGG GCG GAG GTGA 62,0
ProExls — Ex6nas Int2as ~ CAC ACT TGA GGC TGA GGT GG 64,0
Int2s CCT TCA TCA GTT CCC ACC CTC 60,0
Int2alt TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAC 62,0

Ex3Ns  CGG ACC TGT CCT TGG GAG ACT AC 66,0
Int4as CAG TTC AGG ACA AGG AGA GGG 62,0
Int4s GTG CCT CACAGCCCCTCAG 64,0
Ex6Nas AGC TGC ATC TCC ACG ATG TGA 64,0
Ex6Ns  AGA GGG ATC ACA TCG TGG AGA 72,0

Int7as CAG AGC TGA GTG AGG GTG 60,0
Ex6ns — 3’UTR Ex8.1as TTC GTG GTC TAG CTC CTC CTG 67,0
Ex9s TTG GGG ATG AGT GAG GAA AG 60,0
Ex9as GGC GGG TGG ACA GGT GGG T 60,0
Intl0as  GAA ACT GAG GTA CCC GGC 58,0

's = sense ou direto; as = antisense ou reverso. “T,,= temperatura de melting do primer.
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Os fragmentos A, B e C do gene CYPI11BI1, serviram como molde para a realizacao
do seqlienciamento direto. O seqiienciamento foi realizado com os proprios primers
empregados para selecdo do gene e, para os fragmentos B e C, primers internos foram
também utilizados, devido ao tamanho dos fragmentos gerados na amplifica¢do. Na Tabela
10, encontram-se demonstradas as seqiiéncias dos primers utilizados para o

seqlienciamento.

Tabela 10. Seqiiéncia dos primers internos utilizados para seqiienciamento do gene

CYPIIBI.

Fragmento molde  Primer! Segqiiéncia do primer (5’ —>3’)

B? Int2s ACA AGG AGGATG GGATA
Int3s GGA CTG AAG GGA GTG TG
Int4s GGA TGA GAG CAG GGA GAC
Int4as AGCCTCACACCAATCTCCCC

3

C Int6s GGT GCA GAG AGC ACA GG

Int7s TCG AGC TGA GAA CCT CC

's = sense ou direto; as = antisense ou reverso.2exons 3, 4 e 5; *exons 6,7,8 ¢ 9.

As reagdes de seqlienciamento foram realizadas utilizando o kit ABI PRISM Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem- Applera Corporation, Estados

Unidos), conforme descrito a seguir:

DNA (produto de PCR purificado).........cccceeevveerurennnnnns 40 - 80 ng
Tampao Big Dye 5x (fornecido pelo fabricante).................... 2ul
Big Dye (fornecido pelo fabricante)...........cccceecveeviienirennennne. 2 ul
Primer direto ou reverso (5 mM/pl)......oocieviiniiienieniienne, Il
HoO ultra-pura........ooeeeeeienieniiiiniceccceceecee g.s.p. 10 pl
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Ciclo geral da reagdo de seqiienciamento:
96 °C — 1 minuto
96 °C — 10 segundos
57 °C — 5 segundos 30 ciclos

60°C — 4 minutos

Apds a reacdo de seqiienciamento as amostras foram precipitadas com 80 ul de
etanol gelado a 80% e incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Foi realizada,
entdo, uma centrifugacdo de 45 minutos a 3700 rpm, apds a qual o sobrenadante foi
descartado, sendo adicionado 150 ul de etanol gelado a 70%. Uma nova centrifugacao foi
realizada com as amostras, desta vez por 10 minutos a 3700 rpm. Para finalizar, o
sobrenadante foi descartado e as amostras armazenadas a -20°C. O produto da reagdo de
seqiienciamento purificado foi ressuspendido em 10 pl de Hi-Di Formamide (Applied
Biosystem- Applera Corporation, Estados Unidos), sendo em seguida vigorosamente
agitado e posteriormente desnaturado a 94 °C por 5 minutos. As seqiiéncias em bases
nitrogenadas dos fragmentos foram obtidas em um seqiienciador automatico ABI PRISM
3700 DNA Analyzer ou ABI PRISM 310 DNA Analyzer (Applied Biosystem-Applera
Corporation, Estados Unidos).

As seqiiéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as seqii€éncias normais
dos genes com 0 auxilio dos programas Chromas Lite®
(http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html, versdo reduzida de livre acesso) para
visualizacdo do eletroferograma e Gene Runner® v3.01 (http://www.generunner.net/,
software livre) para comparagdo das seqiiéncias obtidas com a seqiiéncia padrdo de cada
gene CYP2IA2 (National Center for Biotechnology Information, no. M12792) e de
CYPI1IBI (National Center for Biotechnology Information, no. M32863, M32878 e
M32879). As numeragdes de nucleotideos e de aminodcidos seguiram a seqiiéncia
publicada por Higashi et al., (1986). Enquanto a nomeclatura utilizada para os genes e
mutagdes seguiriam as nomenclaturas estabelecidas para o Citocromo P450 humano

(http://www.cypalleles ki.se/).
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3- Investigacao da atividade enzimatica

O primeiro passo para este estudo foi a inser¢do das mutagdes p.G56R, p.H62L,
p.L107R, p.L142P e p.R408C no cDNA do gene CYP2IA2 pela técnica de mutagénesis
sitio-dirigida.

O experimento foi realizado utilizando o vetor pALTER (Promega Corporation,
Estados Unidos) com o inserto alvo, cDNA completo do gene CYP2IA2, e dois
oligonucleotideos sintéticos complementares, contendo a mutagdo desejada (Tabela 11),
através da amplificacdo de copias mutantes. Esta amplificagdo foi realizada por PCR com o
kit QuikChange® Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, Agilent Technologies Company,
Estados Unidos), o qual permite a inser¢ao de mutagdo sitio-especifica em plasmidios dupla

fita, conforme a reacdo descrita a seguir:

Tabela 11.  Primers para mutagénesis sitio-dirigida.

Primer Seqiiéncia do primer (5°—3’) Sentido
mG56R _F CCTGACTCAGAAATTCAGGCCCATCTACAGGC sense
mG56R R GCCTGTAGATGGGCCTGAATTTCTGAGTCAGG antisense
mHO62L F CCATCTACAGGCTCCTCCTTGGGCTGCAAG sense
mH62L R CTTGCAGCCCAAGGAGGAGCCTGTAGATGG antisense
mL107R_F GGAACTACCGGACCGGTCCTTGGGAGACTAC sense
mLI07R R GTAGTCTCCCAAGGACCGGTCCGGGTAGTTCC antisense
mL142P F CAGTGGTGGAGCAGCCGACCCAGGAGTTCTG sense
mL142P R CAGAACTCCTGGGTCGGCTGCTCCACCACTG antisense
mR408C F  GAGTTCTGGCCTGATTGCTTCCTGGAGCCAG sense
mR408C R CTGGCTCCAGGAAGCAATCAGGCCAGAACTC antisense
mP453S F CCTTCACGCTGCTGTCCTCCGGGGACGC sense
mP453S R GCGTCCCCGGAGGACAGCAGCGTGAAGG antisense
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-Reacao:

Tampao de reacdo 10X (Kit).....coceevueerieriiiennne 1X
Primer Sense.........cccuevcveeiienciienieniieieeieeeeene. 125ng
Primer antisense..........ccceevveeevieencieencieeeniieenen. 125ng
PALTER-CYP2IA2.........ccccoiiiiiiiiiiiieennen. 200g
ANTP mix (Kit)......ooveeiiiiiiii e, lug
Pfu Turbo DNA polimerase (kit)................... 2U
H,O ultra-pura ......ccooooviviiiiiiinininn.n, q.s.p- S0ul

Para estender e amplificar todo o vetor e o inserto por técnicas convencionais de
PCR foi utilizada a enzima com atividade exonucledsica Pfu Turbo DNA polimerase
(fornecida no kit). Apos o término dos ciclos de amplificacdo, foi acrescentada a reacdao 1 U
da enzima Dpn I (fornecida no kit acima), a qual reconhece o DNA parental proveniente da
bactéria, vetor selvagem, pelo fato deste se encontrar metilado. Esta digestao foi realizada a
37°C por 1 hora, sendo em seguida estocada a temperatura de -20°C.

Assim, os vetores resultantes contendo as alteracdes correspondentes a cada
mutacao, foram utilizados na transformagado das células supercompetentes E.coli XLI-Blue
MRF® (Stratagene, Agilent Technologies Company, Estados Unidos), no intuito de se
aumentar o numero de copias do plasmidio e, assim, termos disponivel quantidade
suficiente para se realizar o seqiienciamento e, confirmar a introducdo correta da alteracao
no cDNA.

A transformacdo foi realizada conforme o protocolo sugerido pelo fornecedor das
células supercompetentes. Apods a transformacao todo o volume foi colocado em placas de
Petri de 100 mm contendo meio LB agar com tetraciclina para sele¢do das colonias
recombinantes, pois o vetor pALTER confere resisténcia a tal antibiotico. As placas foram
incubadas a 37°C durante 16 horas. Para cada mutacdo e para o controle, foram selecionadas
aleatoriamente seis colonias recombinantes, ou seja, quarenta e duas coldnias no total. Estas
foram colocadas isoladamente em 40 mL de meio LB liquido com tetraciclina e incubadas a
37°C durante 16 horas. Em seguida, foram coletados: 2 mL para estoque por congelamento

em glicerol 10% e manutengdo de cultura permanente de cada constru¢do; 2 mL para a mini-
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preparagao e isolamento do plasmidio e, assim confirmar as seqiiéncias por seqiienciamento;
os outros 36 mL foram centrifugados e o precipitado formado (pellet) foi estocado a -20°C
até obter os resultados dos seqiienciamentos que foram realizados com primers especificos

para o cDNA do gene CYP21A2 (Tabela 12).

Tabela 12.  Primers especificos para o cDNA do gene CYP2IA2.

Primers Segqiiéncia do primer (5°—3’) Localizacdo Sentido
CYP21cDNA100 TTGCTGCAGCCCGACCTCCCA Exon 1 sense
CYP21cDNA101 GACGTGATTCCCTTTCTCAGG Exon 7 sense
CYP21cDNA102 ATCGCCGAGGTGCTGCGCCTG Exon 10 sense
CYP21cDNA13 AAGTGGCTCAGGTCTGCCAGC Exon 2 antisense

Confirmadas as seqiiéncias corretas para cada construgdo, os plasmidios de cada
pellet estocado (uma coldnia por mutagdo) foram purificados com o kit Qiagen plasmid
purification® (Qiagen, Alemanha) e, posteriormente quantificados utilizando o aparelho de
quantifica¢do Genequant Il ® (Pharmacia Biotech, GE Healthcare, Reino Unido).

Cada plasmidio isolado foi digerido com as enzimas de restri¢do Bgl Il ¢ Kpn I, para
liberar o inserto do vetor pALTER e permitir seu encaixe correto no vetor pPCMV4, vetor de
expressdo em células de mamiferos que possui um promotor forte de citomegalovirus e que
tem origem de replicacdo normal do virus SV40, o qual também foi previamente digerido

com as mesmas enzimas. Seguiu-se o seguinte protocolo:

PALTER-CYP2IA2 mutado.......ccceeeveeviieniieiienieeieeeeeene l pg
Bl IT (10 U/ L)t 5U
Kpn T (10 U/ PL) o 5U
Tampao One Phor All 10X (Amersham)...........ccceeeeennennee 1 X
BSA 10X (Promega)......ccceeevveeenieeenieeeiiieniieeeieee e 1 X
H0 ultra-pura ........coeeeiveeniieeiieeeeeeecee e g.s.p. 40 uL

Incubada a 37°C por 2 horas.
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Tanto o inserto quanto o vetor de expressaio pCMV4 foram purificados com o kit
Qiaquick® (Qiagen, Alemanha) de extragdao em gel e, em seguida quantificados.
A ligacdo cDNA mutado ao vetor de expressdo teve éxito com o kit de ligacio DNA

insert ligation into vector DNA® (Fermentas, Canadd), seguindo as instru¢des do fabricante:

pCMV4 digerido e purificado.......ccceeeveevveeiienienneennen. 40 ng
Inserto digerido e purificado.........cccoeeevvverciieeeiieeieee 80 ng
Tampao de 1igacdo 10X ......ccoviiriiiiiiiiiieie e 1X
Enzima T4 DNA ligase......ccccooeviieniieniieiieeieeiieeie e 2U
H0 ultra-pura ........c.oeeevieeiiieeiieeiecee e g.s.p. 20uL

Incubada a 22°C por 1 hora.

Apo6s o periodo de incubacgdo, a ligagdo foi purificada utilizando o kit Qiagen PCR
purification®, sendo ressuspendida em 30 uL de H,0 ultra-pura (Sigma-Aldrich Company,
Estados Unidos). Deste total, 5 uL foram utilizados para realizar a transformagdo por
eletroporagdo das células competentes E. coli Electro Ten-Blue® (Stratagene, Agilent
Technologies Company, Estados Unidos).

Para cada construgdo, a transformacdo foi realizada conforme o protocolo
recomendado. Todo o volume foi inoculado em 2 placas de Petri 100 mm contendo LBagar
e ampicilina como antibidtico. As placas foram incubadas a 37°C durante a noite. No dia
seguinte foram selecionadas seis colonias por construcdo. Estas foram inoculadas
isoladamente em 40 mL de meio LB liquido com ampicilina durante 16 horas. Da mesma
forma que para as constru¢des de pALTER, foram coletados: 2 mL para cultura permanente
da construcdo que foram congelados em glicerol 10%; 2 mL para a mini-preparagdo dos
plasmidios para seqiienciar; os outros 36 mL foram centrifugados e o pellet formado foi
estocadoa -20°C até o resultado do seqiienciamento.

Confirmada a insercdo correta dos cDNAs contendo as mutagoes, a partir do pellet
estocado de cada construgdo, foi selecionada uma colonia para a extragdo do plasmidio
através da purificacdo com o kit Qiagen plasmid purification® (Qiagen, Alemanha). Estes
plasmidios foram posteriormente quantificado utilizando o Genequant II ® (Amersham

Pharmacia, GE Healthcare, Reino Unido) e estocados a -20°C até o inicio das transfecgdes.
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3.1- Manutencio e preparo das células COS-1

A linhagem de células utilizadas para transfec¢do foi a COS-1, que como a variante
COS-7 expressa o antigeno T constitutivamente e, quando transfectada com um vetor
contendo uma origem de replicagdo normal para SV40, tém todos os outros genes virais
necessarios para gerar multiplas copias do vetor, proporcionando altos niveis de expressao
(Gluzman et al., 1981).

Foi descongelada uma aliquota de 1 mL de células em 10 mL de meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino estéril e gentamicina (DMEM+/+) em frasco de
cultura T25 (Corning Incorporating, Estados Unidos). A primeira passagem foi realizada 72
horas ap6s o descongelamento: o meio foi descartado e as células aderidas foram lavadas
gentilmente com 2 mL de PBS (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), que foi descartado
e, em seguida, 1 mL de tripsina foi adicionado. Apds desprenderem-se do frasco, as células
foram colhidas e homogeneizadas com 1 mL de meio em seguida repassadas para um frasco
T50 (Corning Incorporating, Estados Unidos), onde 10 mL de DMEM+/+ foram
adicionados . Seguiu-se uma incubagao de 48 horas até o primeiro repique, onde metade das
células foi eliminada e a outra metade foi plaqueada novamente com 10 mL de meio. Apds
dois repiques no frasco T50 as células foram tripsinizadas e todo o volume foi passado para
um frasco T75 (Corning Incorporating, Estados Unidos) com 15 mL de DMEM+/+. As
células foram mantidas em frasco T75 até o momento da preparagdo para transfec¢do. Foi
considerado o periodo vidvel para realizar a transfeccdo entre a 15* e 30* passagem das
células, antes e depois deste periodo a linhagem demonstrou-se muito instavel. Quando o
repique atingia a 25" passagem outra aliquota de COS-1 era descongelada, para que desta

forma, a instabilidade celular ndo interferisse na realiza¢do dos experimentos.

3.2- Preparacao das células para transfeccao

Apo6s descartar o meio do frasco de cultura T75, as células foram gentilmente

adicionados 4 mL de PBS, a fim de eliminar qualquer traco de meio com soro fetal bovino,

esse PBS foi descartado e, em seguida, foram adicionados 5 mL de tripsina, seguiu-se uma
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incubagao de cerca de 10 minutos a 37°C. Durante o periodo de incubagao, placas de cultura
de 12 pogos foram preparadas adicionando-se a cada poco 1 mL de meio DMEM
suplementado com soro fetal bovino e antibidtico gentamicina. As células entdo foram
retiradas do frasco de cultura e colocada em tubo Falcon® de 50 mL; foram adicionados ao
frasco de cultura 10 mL de PBS para retirar as células ainda aderidas, esse volume foi
repassado também para o tubo de 50 mL. Em seguida, o tubo foi submetido a centrifugacao
por 7 minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi lentamente descartado e, ao precipitado
foram adicionados 20 mL de PBS. O pellet foi ressuspendido apdés uma leve agitacao
manual, sendo em seguida centrifugado novamente. O sobrenadante foi descartado
novamente ¢ o pellet foi ressuspendido em 4 mL de meio com o auxilio de uma pipeta,
desses, 25 pL foram colocados em cada pogo da placa preparada anteriormente e
homogeneizados manualmente. Apo6s 24 horas, a confluéncia celular observada era em torno

de 50% a 70%, ideal para a realiza¢do do processo de transfeccao.

3.3- Transfeccao das células COS-1 com as construcdes plasmidiais

Cerca de 30 minutos antes de realizar a transfec¢do, o meio sobre as células foi
descartado e adicionado o mesmo volume de meio DMEM+/+ (temperatura ambiente). A
transfeccdo foi realizada utilizando o reagente FuGene 6® (Roche, Suica), que ¢ um
combinado de lipossomos que forma um complexo com o DNA, transportando-o para o
interior de células. A transfeccdo foi realizada em conjunto (co-transfec¢do) para os
plasmidios (pCMV4) contendo os cDNAs CYP2/A2 normal e mutantes e para o plasmidio
(pH110) com o gene reporter LacZ (Pharmacia, GE Healthcare, Reino Unido). Foram
colocados no mesmo tubo de 1,5 mL: 0,5 pg de pCMV4-CYP2IA2 e 0,1 pg de pH110-
Bgalactosidase. Em um segundo tubo de 1,5 mL foram colocados 650 pL. de meio DMEM
sem soro fetal bovino e sem gentamicina (DMEM-/-) e, a este, foram adicionados
lentamente 20 pL do reagente FuGene 6®. Esta mistura foi incubada durante 5 minutos em
temperatura ambiente. Apos o periodo de incubagdo, 56 puL foram adicionados em cada tubo

contendo os vetores. Os tubos permaneceram em incubacdo por 15 minutos, e foram em
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seguida distribuidos nos pogos de forma a abranger todo o espago. A placa foi incubada a

37°C por 24 horas.

3.4- Ensaio de 17-Hidroxiprogesterona (17-OHP)/ Progesterona (PROG)

A atividade enzimatica de cada constru¢do de CYP21A2 frente aos seus dois
substratos, a 17-OHP na via dos glicocorticoides produzindo 11-desoxicortisol e, a PROG
na via dos mineralocorticoides produzindo 11-desoxicorticosterona, foi verificada através de
ensaio realizado apo6s 24 horas de co-transfeccao das células COS-1 com o vetores contendo
o cDNAs mutados e normal e o gene reporter.

O meio DMEM+/+ foi totalmente removido, em seguida foi colocada a mistura com
os respectivos substratos. Foram utilizadas as seguintes concentragdes e volumes de

reagentes por poco (placa de 12 pogos):

17-OHP/PROG 50 uM em KH,PO4 200 mM pH7,2 (gelado)......c.coeveeveenieeiiennnnnne 10 pul
4 MM NADPH ..ottt sttt s 21 ul
*17-OHP*/*PROG*radioativo CH)............. 0,5 pl (ressuspendido em 100 pl de KH,POy)
Meio DMEM suplementado..........ccceeeiieniiiiienieiiiesieeeee e q.s.p 250 pl

Incubado a 37°C (estufa) por 20 minutos.

Apbs o periodo de incubagdo o meio foi retirado e colocado em tubos de 1,5 mL, 2
tubos por pogo (125 uL por tubo). Os tubos foram mantidos a -20°C até o momento do
ensaio de atividade enzimadtica.

As células aderidas foram adicionados 250 uL de tripsina apos lavagem com PBS
gelado. Quando descoladas, as células foram coletadas em tubos de 1,5 mL. Apds
centrifugacao a 1.000 rpm por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
lavado com 250 uL de PBS e centrifugado novamente nas mesmas condi¢des. Ao término
da centrifugagdo, apos descartar o sobrenadante, foram adicionados 100 pL de PBS. Os
tubos foram mantidos a -20°C até o momento da sonicagao.

As células foram sonicadas por 7 segundos, em seguida centrifugadas por 10

minutos, 14.000 rpm a 4°C. Os sobrenadantes foram retirados com cuidado e colocados em
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tubos de 1,5 mL novos, estes foram mantidos a -20°C até o momento dos ensaios de

concentragdo de proteina e de atividade de [-galactosidase.

3.5- Ensaio de atividade enzimatica

Aos meios retirados em duplicata (125 pL/tubo), foram adicionados 250 pL de
cloreto de metanol por tubo, permanecendo sob agitacdo por 15 minutos em temperatura
ambiente seguindo-se uma centrifugacao por 5 minutos a 14.000 rpm, onde os esterdides em
metanol (fase incolor) foram separados do meio DMEM (fase rosa). A fase contendo os
esteroides foi colocada em um novo tubo de 1,5 mL. Todos os tubos foram centrifugados a
vacuo, com a tampa aberta até completa evaporacdo do solvente e somente o pellet
concentrado permanecer no tubo. O precipitado foi ressuspendido em 15 pL da mistura de
marcadores dissolvidos em etanol (tanto marcador para o substrato quanto para o produto),
na concentragdo de 0,5 pg/ul. (para 17-OHP: 17-hidroxiprogesterona ¢ 11-DOL , para
PROG: Progesterona e 11-DOC), permanecendo em agitagdo por 15 minutos. Todos os 15
uL foram aplicados em placas de cromatografia de camada delgada de gel de silica sobre
aluminio com distdncia de 1,5 cm de uma amostra para a outra, e a cromatografia foi
realizada em Cloroférmio-Acetato de Etila (80:20, v/v) por 45 minutos em uma cuba de
cromatografia. Em seguida o gel foi secado em temperatura ambiente. As manchas
correspondentes aos substratos e aos produtos foram visualizadas sob luz ultra-violeta (UV)
e delimitadas individualmente. Apos recortadas, foram colocadas em frascos individuais de
4 mL, aos quais foram adicionados 3,5 mL de solu¢do Ultima Gold (Kodak Digital Science,
Estados Unidos) para a andlise em contador de cintilagdo liquida. Apds a leitura, a

porcentagem de conversao foi calculada pela formula:

Produto x 100
(Produto + Substrato)

Foram considerados como valores de conversdo para cada mutacdo os

correspondentes a média de cada duplicata. Os ensaios foram realizados sempre em paralelo
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com um controle para a proteina normal (pCMV4-CYP2IA2 wild type) e um controle
negativo, que consistia de um plasmidio vazio, portanto ndo formava a proteina CYP21A2
(pCMV4-CYP21A2 mock). Os ensaios incluidos na média geral foram os que apresentaram
valor de conversdo para o controle normal (wf) de no minimo 45% frente aos dois

substratos.

3.6- Ensaio de concentracao da proteina total

Para quantificar o extrato protéico de alto peso molecular obtido das células COS-1
foi utilizado o método de Bradford (1976). A proteina soluvel contida no sobrenadante,
obtido da sonicagdo das células desprendidas com tripsina, foi quantificada com o reagente
Bradford (Bio-Rad, Estados Unidos) usando albumina sérica bovina (BSA) como padrao. Os
padroes de BSA foram preparados nas concentragdes de: 0,2 pg/uL; 0,4 pg/uL; 0,6 pg/uL;
0,8 pg/ul; 1,0 pg/uL. De cada padrao, 20 uL (10 uL do padrao +10 pL de tampao de
Fosfato de Sodio concentragdao 1 M) foram colocados em 980 pL do tampdo de ensaio de
proteina (Bio-Rad® Protein assay buffer) diretamente na cubeta de leitura de 1 mL. Da
mesma forma, para a proteina (20 pL da proteina foram adicionados em 980 pL do tampao
de ensaio de proteina).

As solucdes foram homogeneizadas e mantidas por 20 minutos em temperatura
ambiente protegida de luz. Em seguida foram lidas em 590 nm em um espectrofotometro.

Os ensaios de concentracdo de proteina somente foram considerados quando o fator
de correlacio (R?) obtido era maior ou igual 0,95. Considerando que R? indica qudo bom é o
ajuste da curva em relacdo aos pontos experimentais. Este fator varia de 0 a 1, sendo que

quanto mais proximo da unidade melhor ¢ o ajuste.
3.7- Ensaio de B-galactosidase
Para referéncia interna nos estudos de transfeccdo foi utilizado o ensaio de B-

galactosidase com ONPG (2-Nitrofenil-B—D-galactopiranosideo). A B-galactosidase (-gal)

além de agir na clivagem de lactose, pode agir em simples galactosideos como o ONPG. A
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hidrolise de ONPG pela B-gal resulta na liberagdo de galactose ¢ do o-nitrofenol, um
componente cromogénico amarelo cujo maximo de absor¢ao de luz é em 420 nm. O gene
LacZ, que codifica a B-galactosidase, quando ligado a certos promotores ¢ utilizado como
repoérter quando a intencdo € observar a interagdo proteina-proteina ou a ativacdo da
transcricdo em condi¢cdes experimentais, uma vez que a maioria dos tipos celulares de
cultura de mamiferos contém baixos niveis de atividade de -gal enddgena. Assim, o ensaio
de B-gal foi utilizado como controle de transfec¢ao. O ensaio seguiu o protocolo abaixo

detalhado:

PrOtEING. ... .ottt ettt et et 30 pl
100x Tampao de Magnésio (100 mM MgCl, e 2-Mercaptoetanol SM)......... 3ul
ONPG em tampao NaH;PO4 0,2M .......oooiiviiiiiiiiieiieeeeeece e 66 ul
Tampao de Fosfato de S6dio 0,1 M, pH 7,3....cccoeoviiiiiiiie e, g.s.p 300 pl

Incubado a 37°C por 30 minutos, ou até a solugdo ficar amarelada. Acrescentando
em seguida 0,5 ml de Na,CO3 1M para inativar a B—galactosidase e maximizar a absorbancia
do ONPG em 420 nm.

Para verificar a quantidade de proteina todas as amostras foram medidas em

espectrofotometro a 420 nm, utilizando como branco a solu¢cao com PBS.

3.8- Analise dos resultados dos ensaios

As analises dos dados obtidos foram realizadas em planilhas do programa Microsoft

Excel®, onde a atividade especifica da proteina normal (wf), das variantes e do controle

negativo (mock) foi encontrada considerando:

([pCMV4-CYP21A?2 inicial] x Valor de Conversao encontrado/100)/Total de proteina em mg

Tempo de incubagdo com o substrato marcado radioativamente em minutos

Onde total de proteina em mg ¢ dado por: Concentragdo de proteina em pg/puL x 0,1.
Como a atividade especifica do controle negativo esperada era nula (Vmock = 0),

para normalizacao dos resultados a atividade basal encontrada foi retirada por subtracao da
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atividade das variantes e da proteina normal (Vproteina-Vmock). Para o célculo da atividade
relativa, o valor da atividade especifica da proteina normal menos a atividade especifica
encontrada no controle negativo foi arbitrariamente considerada 100%, assim a atividade

relativa em porcentagem para as variantes foi dada por:

(Vproteina mutada — Vmock)  x 100
(Vproteina normal— Vmock)

Foram realizados 12 experimentos independentes para cada substrato (17-OHP e
PROG), desses, os que apresentaram valores de concentragao de proteina semelhantes e
bons resultados de conversdo (conversdo da proteina normal acima de 45%), foram
considerados. Os cinco melhores experimentos foram utilizados para calcular a média tanto

para as atividades especificas quanto relativas de cada variante da proteina e controles.

3.9- Cinética da proteina

O estudo cinético da atividade protéica foi empregado para os casos onde a
conversao observada ndo sugeria valores nulos, ou muito baixos. A analise foi baseada na
equacdo de Michaelis-Menten, a qual ¢ definida com a equacdo da velocidade para reagdes

catalisadas por enzimas que tém apenas um substrato:

Vo= _Vmax[S]_
K t[S]

Esta equacdo relaciona a velocidade inicial (vp), a velocidade méaxima (Vi) € a
concentracdo inicial do substrato ([S]), por intermédio da constante de Michaelis-Menten
(Km). Sendo K, igual a [S] na qual vo € a metade da V. A constante de Michaelis de uma
proteina ¢ caracteristica importante ndo somente para a descrigdo matematica da cinética

enzimatica, mas também para o ensaio quantitativo da atividade enzimatica.
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O valor de K, para uma determinada proteina pode ser obtido pela aproximacao de
uma série de experimentos Unicos em que a vy da reacdo ¢ medida em diferentes
concentragdes iniciais do substrato, em uma concentracao fixa da proteina. Para CYP21A2
foram utilizadas as seguintes concentragdes iniciais de substrato: 0,5 uM; 1 uM; 2 uM; 3
uM; 4 uM e 7 uM.

Para obtengao de graficos dos dados experimentais a equacdo de Michaelis-Menten
foi transformada algebricamente na equac¢do de Lineweaver-Burk, através da substituicao

dos valores inversos em ambos os lados da equagdo:

1 = Kn+[SL
Vo Vméx [S]

Quando 1/vy € colocado em um grafico contra 1/[S] obtém-se uma linha reta, com
inclinacao de K;/Vax € intercepcao no eixo 1/v(Y) de 1/Viax € no eixo 1/[S] (X) de -1/Ky,.
Esse grafico duplo-reciproco permite uma determinacdo mais exata de Vi € fornece
valores importantes com relacdo a inibigdo enzimatica.

A analise dos gréficos foi realizada considerando os coeficientes angular (a) e linear
(b). Foram aceitos os experimentos que apresentavam todos os graficos (proteina normal e

proteina mutante) com fator de correlagdao (R?) maior ou igual a 0,95.

3.10- Western blotting

A técnica de Western blotting foi utilizada para verificar se a proteina CYP21A2 foi
ou ndo expressa nas células transfectadas através da observacdo do tamanho correto
revelado pelo anticorpo especifico e estimar sua concentracdo. A andlise por Western
blotting foi realizada de duas formas, para as proteinas extraidas das células coletadas por
desprendimento com tripsina e para proteinas de células coletadas diretamente do pogo com
tampao de lise.

Para as proteinas de células coletadas por tripsina:
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Em 30 pg da proteina foram colocados 20 pL. do mix para corrida previamente
preparado (11uL de H,O miliQ; 5 uL de tampao de amostra NUPAGE® LDS 4X (Invitrogen
Corporation, Estados Unidos); 4 uL. de B-mercaptoetanol). Em seguida desnaturado a 80°C
por 4 minutos. Todo o volume foi aplicado no gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE
(Nupage Novex® Invitrogen Corporation, Estados Unidos), 12 pogos juntamente com um
padrdo (rainbow ladder), na cuba previamente preparada com o tampao de corrida
NUPAGE®. O gel correu por 1 hora a 200 V. Durante este periodo o material para a
transferéncia foi preparado, a membrana foi recortada do tamanho do gel bem como 2 papéis
filtros, as esponjas ficaram embebidas no tampao de transferéncia NUPAGE® com 10% de
metanol. Apods a corrida o gel foi retirado da placa aderindo diretamente na membrana de
nitrocelulose (Hybond™-C, Amersham Biosciences, GE Healthcare, Reino Unido), um
papel filtro foi posto de cada lado do gel na membrana, foram postas duas esponjas na cuba
de transferéncia, o gel aderido a membrana entre os papéis filtros e mais duas esponjas,
fechando o aparato logo em seguida. A tranferéncia ocorreu durante 1 hora a 30 V. Apoés a
transferéncia a membrana foi lavada rapidamente com tampao TBS-T (8 g de NaCl, 20 mL
de Tris-HC1 IM pH 7,6 em 1 litro de H,O destilada com 1% de Tween 20). Para verificar a
eficiéncia da transferéncia a membrana foi corada com Ponceau por 5 minutos sob leve
agitacao e, fotografada. A membrana em seguida ficou sob agitacdo durante 2 horas em
TBS-T com 5% de leite desnatado, em temperatura ambiente. Descartado o tampao, foi
adicionado anticorpo primario policlonal contra CYP21A2 humana produzido em coelho
(Santa Cruz Biotechnology, Estados Unidos) na proporc¢do de 1:2.000 em TBS-T 5% leite,
permanecendo em leve agitacdo overnight em baixa temperatura (Lajic et al., 2002). No dia
seguinte o tampao com o anticorpo primario foi retirado e estocado a -20° em tubo Falcon®
de 50 mL. A membrana foi novamente lavada com TBS-T e em seguida permaneceu sob
agitagdo por 2 horas em TBS-T 5% leite, boqueando a primeira reagdo. A membrana foi
exposta ao anticorpo secundario anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Estados
Unidos) em TBS-T 5% leite na propor¢do de 1:1.500. Apds incubagdo a membrana foi
novamente lavada com TBS-T, em seguida foram adicionados os reagentes ECL® 1 e 2
(Amersham Biosciences, GE Healthcare, Reino Unido), reagentes de imunodeteccao

quimiluminescente. A quimiluminescéncia foi detectada por um analisador de imagens

56



Casuistica e Métodos

(Image Reader LAS-1000, Fujifilm Corporation, Japao) e avaliada pelo programa Image
Gauge® (Fujifilm Corporation, Japao).

Para as proteinas das células coletadas diretamente da placa com tampao de lise:

As proteinas foram coletadas diretamente das células plaqueadas 48 horas apds a
transfec¢do com tampao de lise. Apos retirar o meio DMEM+/+ da placa, cada pogo foi
lavado com PBS, o qual foi em seguida descartado. Adicionou-se ao poco 200 uL de tampao
de lise, composto por:

- 4 mL de tampdo para ressuspender células (NaCl 100 mM, Tris-HCl 100 mM pH
7.6, EDTA 1 mM);

-5 mL SDS 2X (100 mM Tris pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 50 mM DTT e azul de
bromofenol suficiente para dar colorag¢do azul escuro);

-1 mL DTT IM.

Todo o volume do pogo (+/-300uL) foi repassado para um novo tubo de 1,5 mL e
desnaturado a 80°C por 5 minutos. Em seguida 10 uL desse lisado foram aplicados no gel
10% SDS-PAGE (NUPAGE®, Invitrogen Corporation, Estados Unidos), juntamente com
um padrio (rainbow ladder). A partir desta etapa procedeu-se seguindo o protocolo descrito

acima para as proteinas extraidas das células coletadas por tripsina.

3.11- Estudo in silico

Para verificar quao conservada a posi¢ao protéica onde houve a troca de aminoacido
¢ na proteina, as seqiiéncias da CYP21A2 humana normal e mutantes foram comparadas as
seqiiéncias correspondentes de varias espécies de mamiferos (Bairoch et al., 2005), tais
como: camundongo, rato, cachorro, boi, ovelha e porco, utilizando o programa de multiplo
alinhamento de seqiiéncias ClustalW (http://align.genome.jp/, acesso livre) (Thompson et
al., 1994).

Para a avaliacdo estrutural de cada alteracdo, o modelo hipotético PDB-ID 2GEG

previamente descrito, e validado da proteina CYP21A2 humana (Figura 6), obtido com
base na estrutura cristalizada da proteina CYP2CS5 de coelho foi utilizado. O modelamento

molecular foi realizado através do software MODELLER 8v2® (http://salilab.org/modeller/,
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acesso livre) (Sali e Blundell, 1993). Foram construidos 20 modelos para cada mutagao, os
quais foram avaliados pelos métodos computacionais Procheck® (Laskowski et al., 1993) e
grafico Ramachandran® (Branden e Tooze, 1999), onde cada modelo foi comparado com a
estrutura padrdo e o melhor modelo para cada mutacdo foi selecionado para a andlise. A
visualizacdo e a manipulagdo das estruturas foram realizadas através da interface grafica
gerada pelo programa de acesso livre STING Millennium (suite BlueStar STING,

www.cnptia.embrapa.br) (Neshich ez al., 2003).
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Figura 6. Seqliéncia da proteina modelo PDB-ID 2GEG, iniciando no aminoacido 27 (os
26 primeiros aminoacidos foram retirados devido sua hidrofobicidade, para
facilitar o modelamento) e terminando no aminoacido 494. Sublinhado em preto
as alfa-hélices, sublinhado em cinza as folhas 3, em destaque as mutagdes alvo
deste estudo e os aminoacidos p.E351 e p.R354, importantes estabilizadores da

estrutura da proteina.
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4- Construc¢ao dos mini-genes

4.1- Amplificacao dos fragmentos

A partir do DNA gendmico dos pacientes portadores das variantes IVS2 +5G>A,
IVS2-2A>G, 1VS4-Exon5 (g.1104A>C  (IVS4-15C>A)+g.1111C>T  (IVS4-8T>C)
+g.1121C>G (p.D183E)) no gene CYP2IA2 e da alteragdo g.1753G>A no gene CYPIIBI,
foi realizada a amplifica¢do da seqiiéncia exon-intron-exon pela técnica de PCR utilizando-
se os primers descritos na Tabela 13. Esses primers foram desenhados com base nas
seqliéncias originais dos genes, porém foram introduzidas algumas altera¢des nucleotidicas
para a criacdo de sitios de restricdo para as enzimas Xba 1 (primers sense) e BamH 1
(primers antisense) flanqueando os fragmentos amplificados, de forma a se garantir a
ligacdo direcionada ao vetor pSVL (Pharmacia, GE Healthcare, Reino Unido). Assim, a
estratégia de estudo das alteragdes envolveu a constru¢do de mini-genes com exons

flanqueadores ao intron que apresentava a alteragao (Figura 7).

Tabela 13. Seqiiéncias dos primers usados para os genes CYP2IA2 e CYPI1IBI, para a

constru¢do de mini-genes.

Gene Exon-intron-exon’ Segqiiéncia do primerz (5°>3’) Fragmento

CYP2IA2 Ex 1-IVSI-ex 2-IVS2-ex 3 EX1s-Xba I- ATG CTG CTC TAG AGC 822 pb
CTGCTGC
EX3as-BamH 1- CTC ACA GAT CCC
CTG GGT CAG CTG C

CYP2IA2 Ex 2- IVS2- ex 3- IVS3- ex 4- EX2s- Xba I- CCA GAT GTC TAG ATG 1110 pb

IVS4- ex 5-IVS5-ex 6 ATG AAC TCC AAG

EX6as-BamH 1 — GTG GAT CCG AGG
GGA GGC CGT

CYPIIBI Ex 3-1VS3-ex4-IVS4-ex 5 EX3s- Xba 1- TGG CCT CTC TAG AAA 1095 pb
TGG G
EXS5as-BamH 1 - ATA GCC TGG GAT
CCGGACA

'ex =exon e IVS= intron. “As bases em negrito foram alteradas para a criagdo do sitio da enzima de
restri¢do Xba I (TCTAGA) ou BamH 1 (GGATCC). s= sense ou direto ¢ as= antisense ou reverso.
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Figura 7. Seqiiéncias dos genes CYP2IA2 e¢ CYPIIBI, destacando os fragmentos

utilizados para constru¢cao dos mini-genes.

Para a reagdo de PCR foi utilizada a enzima Platinum Pfx Tag DNA polymerase
(Invitrogen Corporation, Estados Unidos) por possuir maior processividade e fidelidade,
além de apresentar atividade exonucleasica 3’—5’, evitando desta forma a inser¢do de
falsas variagdes nucleotidicas.

Todos os primers utilizados para a amplificacdo dos genes CYP2IA2 e CYPI1IBI
foram desenhados com base nas seqiiéncias dos genes (item 3.2.8), com o auxilio do

programa Gene Runner versdo 3.01.
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4.2- Preparacao das células competentes para transformacao por tampao quimico

Optamos pelo protocolo para preparacdo de células competentes E. coli DH5a
conforme Nishimura et al. (1990):
- Uma unica coldnia de E.coli DH5a foi inoculada em 5 mL de meio TYM durante toda a

noite a 37°C e sob agitagao de 250 rpm;

- 100 pL da cultura foram adicionados a 10 mL de meio TYM (1:100) ;
- 10 mL de cultura foram incubados a 37°C e sob agitacdo de 250 rpm até atingir ODggp
entre 0,2 — 0,6;
- Os 10 mL foram transferidos para um Erlenmeyer contendo 40 mL de meio TYM,;
- 50 mL de cultura foram incubados novamente a 37°C e sob agitacdo de 250 rpm até
atingir ODgg entre 0,2 — 0,9;
- Os 50 mL de cultura foram adicionados a um Erlenmeyer contendo 200 mL de meio
TYM;
- Os 250 mL de cultura foram incubados a 37°C e sob agitacdo de 250 rpm até atingirem
ODgoo = 0,6;
- Atingindo a densidade optica desejada a cultura foi mantida em gelo por 5 minutos;
- O volume total da cultura foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C;
- O sobrenadante foi descartado e o pellet de bactérias foi ressuspendido em 100 mL de
TBF1 gelado;
- As células foram centrifugadas por 8 minutos a 4°C e 3000 rpm.
- O sobrenadante foi novamente descartado e as células foram ressuspendidas em 10 mL de
TBF2 gelado;
- Foram distribuidas aliquotas de 100 pL de células em tubos de 1,5 mL e armazenadas em

freezer —70°C.

Meio TYM Meio TBF1

Peptona............c.ooooiiii. 6g CH3OK oo 0,44¢
Extrato de Levedura............. 1,5g MnCL5.4H50....ceeeeeeeeeeeen. 1,48¢g
NaCluoooieeeeeeeeeeeee 1,74g KClLiieeeeeee, 1,11g
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MgSO4.TH0...cccieiieeee 0,75g CaCly.2H0....uoeieieeeeee 0,22g

H,O destilada qg.s.p............. 300 mL Glicerol......ccocoviiiiiniiiiie, 15%
H,O destilada q.s.p............. 150 mL

Meio TBF2

MOPS pH 7 0,01M............ 0,03g

CaCly. 2H20....ooiiiieee 0,16g

KClLioieeeeeeeee 0,01g

Glicerol.......cccoeviiviiiniieenen, 15%

H,O destilada g.s.p............... 15 mL

4.3- Clonagem em pGEM-T easy

O Kit pGEM- T Easy Vector System (Promega Corporation, Estados Unidos), que
usa como vetor o plasmidio pGEM, permite a clonagem direta de produtos de PCR sem a
necessidade de digestdo e purificacdo usando a propriedade da enzima Tag DNA
Polimerase de adicionar um nucleotideo A (adenina) nas extremidades 3’ dos fragmentos
amplificados, estes vetores ficaram conhecidos como de clonagem do tipo T-A. A
clonagem inicial em pGEM-T foi realizada para selecionar o fragmento de interesse,
possibilitando assim obter uma maior quantidade do fragmento clonado com menor

manuseio.

A mistura de reacdo para a ligacdo dos fragmentos utilizando o vetor pPGEM-T, foi

incubada em geladeira durante 16 horas (~15°C) e foi preparada da seguinte forma:

Tampao 2x Rapid Ligation (fornecido pelo fabricante).................. 5uL
Enzima 74 DNA ligase (3 U/UL).cc.uiieiiieeiieeiieeieeeie e 1 uL
Vetor pPGEM (50 NE/UL)...eiiuiiiiieeieeiiecieeieeete et 1 pL
Produto de PCR (=100 N@).....ccvieiiiiiiieiieiieeieeiie et 3uL
HyO Ultra-pura q.8.Peeeeeeeeeeeeeieeniie ettt 10 pL
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O processo de transformacdo ocorreu por método de transformagdo quimica,
segundo Levy et al. (1991):
- Foram adicionados os 10 pL da ligacdo a 40 uL de tampao de transformagdo (descrito a
seguir), permanecendo por 5 minutos em gelo;
- Concomitantemente, uma aliquota de 100 uL de células competentes foi descongelada
lentamente (mantidas em gelo);
- Adicionou-se a ligacdo com tampao as células competentes, permanecendo em seguida 30
minutos no gelo;
- Apds a incubagao em gelo, permaneceu por 10 minutos a temperatura ambiente;
- Adicionou-se 500 pL. de meio LB e incubou-se a 37°C por 50 minutos;
- 200 pL de meio liquido com as bactérias transformadas foi plaqueado em placas de LB
agar com ampicilina (25 mg/mL) e X-gal/IPTG (20 mg/mL);

As placas permaneceram em 37°C de 16 a 20 horas.

Tampao de Transformacao

KCM 10x (KCI 1M; CaCl; 0,3M; MgCl, 0,5M).........ccce...... I mL
PEG 10% (polietilenoglicol 6000).........c.ccocervuerienernuennns ... ,5mL
H20 ultra-pura ........c.occeeeiieiieieeeee e 7,5 mL

O vetor pGEM-T possui, além do gene de resisténcia a ampicilina, o gene da [3-
galactosidase, que permite selecionar as colonias transformadas utilizando um andlogo da
lactose, X-gal/IPTG como substrato, que produz um composto de cor azul com o vetor
selvagem. Assim, as colOnias recombinantes foram selecionadas, por apresentarem a cor
branca.

As colonias recombinantes foram selecionadas e inoculadas em 5 mL de meio LB
liquido contendo 10 puL de amplicilina (25 mg/mL), seguida de incubagdo durante 12 horas
a 37°C e 200 rpm. As coldnias que cresceram foram isoladas para as mini-prepara¢des para

extracdo dos plasmidios e, em seguida, a presenca do inserto foi confirmada por reagao de

63



Casuistica e Métodos

PCR com primers especificos para o vetor pPGEM-T (Tabela 14), proximos ao polylinker de

clonagem do vetor.

Tabela 14.  Seqiiéncias dos primers especificos para o vetor pPGEM-T.

Seqiiéncia do primer (5°—3’) Sentido Fragmento (pb)
pGEM T7- TAA TAC GAC TCA CTA CTATAG GG sense 126 s/inserto
pGEM SP6- TAT TTA GGT GAC ACT ATA G antisense

4.4- Extracao de plasmidio em pequena escala (Mini-preparacio)

A mini-preparagdo foi realizada de acordo com as seguintes etapas:

- 1,5 mL da cultura de bactérias foram adicionados a tubos de 1,5 mL;

- A suspensao foi centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos;

- O sobrenadante foi descartado;

- Foram adicionados outros 1,5 mL de cultura que foram também centrifugados, e o
sobrenadante descartado;

- Ao pellet de bactéria foram adicionados 300 uL de solugdo P1 seguido de agitagdo em

vortex;

- Ao pellet homogeneizado com P1 foram adicionados 300 pL de solugdo de lise (P2) e
invertido lentamente;

- O lisado foi incubado a temperatura ambiente por 5 minutos;

- Foram adicionados 300 pL de solugao P3;

- Centrifugou-se a 13.000 rpm por 10 minutos;

- Um volume de 600 — 800 pL do sobrenadante foram colhidos, aos quais foram
adicionados 400 puL de isopropanol;

- A mistura foi centrifugada por 10 minutos a 13.000 rpm;

- O sobrenadante foi descartado e 600 uL de etanol 70% foram adicionados;

- A mistura foi homogeneizada por inversdo lenta do tubo e, centrifugada por 5 minutos a

13.000 rpm;
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- O sobrenadante foi descartado e apods o etanol evaporar foram adicionados 60 uL. de TE

1x para ressuspender os plasmidios aderidos a parede do tubo.

Solucdo P 1 Solucao P 2

Glicose 1 M......ouveeveeeinnnnnne, 2,5mL SDS 20%....euueiiiiiiinnnnes 1 mL
EDTA 0,5 M..cooiiiiieiene. 1 mL NaOH 10 N....cceovveeenne 400 uL
Tris-HCI pH 8,0 2 M..... 0,625 mL H,O destilada g.s.p.......... 20 mL
H,O destilada g.s.p.............. 50 mL

Solucao P 3

CH;3;COOH.........ccceeeeneee. 11,5 mL

CoH30K SM...oieiie 60 mL

H,O destilada g.s.p............. 100 mL

A partir dos plasmidios que continham os insertos foram realizadas reacdes de
seqiienciamento para a confirmagdo da insercdo correta dos sitios de restricdo de Xba | e
BamH 1 incluidos nos terminais 5° dos primers e, para verificar a acuidade das seqiiéncias
amplificadas. O seqilienciamento foi realizado utilizando-se primers T7 e SP6 do vetor

pGEM-T.

4.5- Clonagem em pSVL

A quantificacdo do plasmidio pSVL foi realizada utilizando um marcador de peso
molecular quantitativo, o 1 Kb High DNA Mass Ladder (Invitrogen Corporation, Estados
Unidos). A partir da quantificacdo do plasmidio foi possivel calcular a quantidade de

inserto a ser utilizada na reagdo de ligagdo, usando a seguinte formula:

ng vetor x tamanho (Kb) inserto x 3 = quantidade do inserto em ng
Tamanho (Kb) vetor

65



Casuistica e Métodos

Tanto o vetor pSVL (Pharmacia, GE Healthcare, Reino Unido) quanto o inserto
(produto da PCR ou fragmento clonado em pGEM) foram previamente digeridos com as
enzimas de restricdo Xba I e BamH 1. A digestdo do vetor e do inserto ocorreram de acordo

com o seguinte protocolo:

Inserto (fragmento amplificado)

produto de PCR........cccovviiiiiiiiiieieeeiee, S5uL
Tampao One Phor All 10X (Pharmacia)..... 1 pL
Enzima de restricdo Xba I (10 U/uL)....... 0,4 uL

Enzima de restricdo BamH I (10 U/uL).... 1,5 uL

H,0 ultra-pura.........ccoeevevveeieennnnnne. g.s.p- 10 pL
Plasmidio pSVL
PSVL (500 pg/mL)....cccovveriiniiiiniienne. 1,5 uL

Tampao One Phor All 10X (Pharmacia)..... 1 puL
Enzima de restri¢gdo Xba I (10 U/uL)....... 0,4 uL
Enzima de restrigdo BamH 1 (10 U/uL).... 1,5 uL
H,0 ultra-pura........ccoeevveeveereennnnnne. g.s.p. 10 uL.

Incubados simultaneamente a 37°C por 2 horas em banho-Maria.

Apos as digestdes, fez-se as reagdes de ligagao do plasmidio pSVL aos insertos. As
quantidades do vetor pSVL e do inserto a serem colocadas na reagdo foram diferentes de
acordo com a concentragdo e tamanho dos ultimos. As reagdes de ligagdo foram realizadas
utilizando os reagentes do kit do vetor pPGEM-T (Promega Corporation, Estados Unidos),

conforme especificado abaixo:

Tampao 2x Rapid Ligation (kit pGEM-T easy).................... S5uL

Enzima T4 DNA ligase 3U/uL (kit pGEM-T easy)................. 1 pL
Vetor pPSVL (50 NE/UL)ccnevieeiieeeeeeeeee e 1 uL
INSEITO. ... 3 uL
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HyO ultra-pura........ccceeveeeieeeiieniieeieeeeeeeeiee e q.s.p. 10 puL.

A reagdo foi incubada em geladeira a ~15°C durante 16 horas.

Os plasmidios resultantes contendo os fragmentos de interesse foram introduzidos
em células competentes E. coli DH5a, por transformagdo quimica seguindo o protocolo
descrito anteriormente (item 3.4.3).

No caso do vetor pSVL, a resisténcia a ampicilina ¢ a Unica forma de selecdo das

coldnias que obtiveram éxito na transformacao e que contém plasmidios.

4.6- Identificacao do inserto por PCR das colonias

Apbs o crescimento das colonias, foram feitas placas réplicas apoiadas sobre papel
quadriculado, para facilitar a identificacdo ap6s o reconhecimento de quais colonias
possuiam o inserto de interesse. As colonias foram triadas por PCR utilizando primers

flanqueadores do polylinker de clonagem do vetor (Tabela 15).

Tabela 15.  Seqiiéncias dos primers especificos para o vetor pSVL.

Segqiiéncia do primer (5°—3°) Sentido Fragmento (pb)

pSVL F- TCA CTG CAT TCA AGT TGT GGT sense 86 s/inserto
pSVL R- CTT CTG CTC TAA ACC GGA TC antisense

A reagdo de PCR para identificacdo das colonias foi realizada como descrito a

seguir:
Tampao Invitrogen 10X........cccceeveiiiiiiieeniieeeieens SuL
MgCly 50 MM....ociiiiiiiiieiceieeeece e 1,5 puL
ANTPS 2 MM..eiiiiiiiiiiiicee e 5 uL
Primer (sense e antisense) 20 pmoles ..................... 1 uL (de cada)
Taq DNA polymerase 5U/ uL (Invitrogen)........... 25U
H,O ultra-pura........cccceeeecenieninicniiiccicnene q.s.p. 50 puL
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Confirmados os plasmidios com os insertos apresentando tamanhos correspondentes

aos fragmentos esperados, os mesmos foram seqiienciados para verificacao das seqiiéncias.

4.7- Descongelamento e cultura das células COS-7

As células COS-7 utilizadas neste experimento foram gentilmente cedidas pelo Prof.
Dr. Carlos Menck, do Departamento de Microbiologia, ICB-USP. Foram descongeladas
conforme protocolo estabelecido no laboratdrio de origem:
- A assepsia na capela do fluxo laminar foi realizada com élcool 70% e, antes do uso, a
lampada de UV e o exaustor permaneceram ligados durante 2 horas;
- O meio DMEM (Invitrogen Corporation, Estados Unidos) foi inicialmente suplementado
com 10% soro fetal bovino estéril (Nutricell, Brasil), e neste foi acrescentada a solugao de
100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Nutricell, Brasil);
- As células foram descongeladas em banho-maria a 37° C, evitando que a temperatura das
mesmas atingisse 37°C e, evitando a presenca de cristais;
- Sob a capela de fluxo laminar o conteudo do tubo foi homogeneizado lentamente com o
auxilio de uma pipeta Pasteur e todo o volume foi repassado para o fundo de um frasco de
cultura T25;
- Gotejou-se lentamente 10 mL de meio DMEM suplementado (+/+) com uma pipeta
automatica, agitando suavemente o frasco;
- Para verificar a viabilidade das células foi separada uma aliquota de 50 uL do contetdo
total do frasco de cultura, a qual foi diluida em solugdo de azul de Tripan 1% e, em seguida

o numero de células viaveis foi contado em camara de Neubauer.

4.8- Manutencao das células COS-7

Apbs 24 horas de incubagdo a 37°C em estufa com 5% de CO,, o0 meio DMEM
suplementado (+/+) foi retirado e substituido pelo mesmo volume de meio DMEM-+/+ novo.
A primeira passagem foi realizada 72 horas apds o descongelamento, o meio foi descartado

e as células foram gentilmente lavadas com 2 mL de PBS (Invitrogen Corporation, Estados
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Unidos) em temperatura ambiente, o qual foi descartado e, em seguida foi adicionado 1 mL
de tripsina. Ap6s descolamento, as células foram coletadas e homogeneizadas com 1 mL de
meio em seguida repassadas para um frasco T50, ao qual foram adicionados 10 mL de
DMEM-+/+. Seguiu-se uma incubagdo de 48 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,, até o
primeiro repique, quando metade das células foi desscartada e a outra metade foi inoculada
novamente em 10 mL de meio. Apds dois repiques em frascos TS50 as células foram
tripsinizadas e todo o volume foi colocado em um frasco T75 contendo 15 mL de
DMEM+/+. No frasco T75 as células foram mantidas at¢ o momento da preparagdo para

transfeccao.

4.9- Preparacao das células para transfeccao

Quando as células no frasco T75 apresentaram cerca de 80% de confluéncia o meio
DMEM foi descartado e, a elas foram gentilmente adicionados 4 mL de PBS; ap6s descarte
do sobrenadante foram adicionados 5 mL de tripsina, seguido de incubagdo por cerca de 10
minutos. Durante o periodo de incubacdo as placas de Petri de 100 mm foram preparadas
com 8 mL de meio DMEM+/+. As células entdo foram colocadas em um tubo Falcon® de
50 mL. Foram adicionados ao frasco de cultura 10 mL de PBS para retirar as células ainda
aderidas, esse volume foi repassado para o tubo de 50 mL. Em seguida o material foi
centrifugado por 7 minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi lentamente descartado e ao tubo
foram adicionados 20 mL de PBS, o pellet foi ressuspendido apdés uma leve agitacao
manual, sendo centrifugado em seguida. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi ressuspendido com o auxilio de uma pipeta em 3,5 mL de meio DMEM+/+, dos
quais uma aliquota de 0,5 mL foi colocada em cada placa de Petri de 100 mm preparada
anteriormente e homogeneizados manualmente, aproximadamente 1x10° células/ placa.
Ap6s 24 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,, a confluéncia observada foi de 60-75%,

ideal para prosseguir com o procedimento da transfeccao.
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4.10- Transfeccao com as construcoes dos mini-genes

Cerca de 2 horas antes da transfeccdo o meio das células foi descartado e colocado
igual volume de meio DMEM com soro fetal bovino, sem antibioticos (+/-). A transfeccao
das células COS-7 foi realizada utilizando o reagente Lipofectamine 2000® (Invitrogen
Corporation, Estados Unidos). Para cada amostra foram preparados: 36 pL do reagente
Lipofectamine 2000® em 600 pL de meio DMEM puro (-/-) em um tubo de 1,5 mL (mistura
1). Em um segundo tubo (mistura 2), 16 pg dos plasmidios (pSVL) contendo os fragmentos
de interesse foram diluidos lentamente em 600 pL de meio DMEM-/-. Cuidadosamente,
com o auxilio de uma pipeta adicionou-se toda a mistura 2 ao tubo contendo a mistura 1. O
volume total (mistura 1 + mistura 2) permaneceu incubado por 15 minutos em temperatura
ambiente antes de ser adicionado a placa de Petri contendo as células COS-7. A placa foi

incubada a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, por 24 horas.

4.11- Extracao do RNA total

Esta etapa foi realizada inicialmente seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante para extragdo de RNA de cultura de células animais do kit RNeasy® (Qiagen,
Alemanha), no entanto ndo apresentou a eficiéncia esperada por problemas de degradagao.
Assim optou-se por coletar as células diretamente no tampao de lise, reduzindo assim etapas
de manuseio do material.

Passadas 24 horas da transfec¢do, o meio foi descartado e foram feitas duas lavagens
com 2 mL de PBS cada. Apds descartar o PBS, 350 pL do tampao RLT (RNeasy® Kkit,
Qiagen, Alemanha) contendo 1% de B-mercaptoetanol foram adicionados diretamente sobre
as células, a placa de Petri foi agitada manualmente de forma a cobrir toda superficie com o
tampao. Com o auxilio de um rubber policeman as células foram descoladas da placa, e em
seguida coletadas em tubos de 1,5 mL. As células foram homogeneizadas com o auxilio de
uma seringa de 1 mL com agulha de 21G, o tubo permaneceu em gelo seco até posterior
estocagem a -80°C. A extragdo do RNA total prosseguiu de acordo com o seguinte

protocolo:
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- O volume total de células contidas no tampao de lise RLT (RNeasy® kit, Qiagen,
Alemanha) descrito acima foi transferido para uma coluna de separacdo com filtro
(fornecida no kit) a qual foi acoplado a um tubo de 2 mL (fornecido no kit) e o sistema foi
centrifugado por 2 minutos a 13.000 rpm;
- Ao filtrado adicionou-se 350 puL de etanol 70% gelado, homogeneizando com o auxilio de
pipeta;
- O homogeneizado anterior foi transferido para uma segunda coluna com filtro (fornecida
no kit) a qual foi também acoplada a um tubo de 2 mL (fornecido no kit), o sistema foi
centrifugado por 1 minuto a 10.000 rpm;
- Descartou-se o filtrado e a coluna foram adicionados 700 uL de tampao RW1 (fornecido
no kit), centrifugando por 1 minuto a 10.000 rpm,;
- A coluna foi transferida para um novo tubo de 2 mL, & coluna foram adicionados 500 pL
de tampao RPE (fornecido no kit), seguido de centrifugag¢do por 1 minuto a 10.000 rpm,;
- Descartou-se o eluato e, a etapa anterior foi repetida;
- Centrifugou-se por mais 1 minuto a 10.000 rpm, para retirar o excesso de etanol da coluna;
- A coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, adicionou-se 30 pL de dgua livre de
RNAse (tratada com DEPC);
- Centrifugou-se por 1 minuto a 10.000 rpm, a coluna foi descartada e o tubo foi armazenado
a-80°C.

Quando observada a contamina¢do do RNA total por DNA, o mesmo foi tratado com
DNase 1 (Invitrogen Corporation, Estados Unidos) conforme protocolo do fabricante, para

digerir qualquer DNA presente.

4.12- Sintese do cDNA

A concentracao do RNA extraido foi verificada através da quantificacao por leitura
de absorbancia oOptica a 260 mm em espectrofotometro DU-65 Spectrophotometer
(Beckman). Agua tratada com DEPC foi utilizada como amostra referéncia (branco) para
calibrar o aparelho, 1 pL da amostra de RNA foi diluida em 49uL de 4gua tratada com
DEPC (fator de dilui¢ao= 50). A concentragdo das amostras foi obtida por:
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[RNA (pg/ mL)] =40 x Absorbancia 260 x fator de diluicao

A sintese do cDNA foi entdo realizada utilizando o First-Strand cDNA Synthesis kit
(Amersham Biosciences, GE Healthcare, Reino Unido). Em um tubo de 1,5 mL foi colocado
1 ng de RNA total, o volume foi completado para 12 pLL com H,O livre de RNase (tratada
com DEPC). Essa solucdo de RNA foi aquecida a 65°C por 10 minutos e, em seguida
mantida em gelo. Durante a incubagdo do RNA foram colocados em outros tubos de 1,5 mL,
7 uL da mistura de reagdo (fornecido no kit), 1 uL de solugdo de DTT (fornecido no kit) e 1
uL do primer randomico Not I-d(T)18 (fornecido no kit). Ao tubo contendo a mistura foi
adicionado o RNA desnaturado, homogeneizando a reacdo com o auxilio de uma pipeta.
Incubou-se a reagdo por 1 hora a 37°C. Apos a incubacdo o cDNA sintetizado pode ser

utilizado para a amplificagdo por PCR.

4.13- Amplificacao dos fragmentos de cDNA

A amplificacdo dos fragmentos de cDNA foi realizada por PCR com os primers

descritos a seguir (Tabela 16).

Tabela 16.  Primers para amplificacdo dos cDNAs.

Primer Seqiiéncia do primer (5’ —3’) Localizagdo

cDNA21 1s ATCTACAGGCTCCACCTTGG exon 1

cDNA21 2as GGTAAGTGGCTCAGGTCTGC exon 2

cDNA21 3as AAGGACAGGTCCGGGTAGTT exon 3

cDNA21 S5eb6as TTGGCGAAGAACCTGAGAAAG  jungdo exon 5-exon 6
cDNAI11 3s AAGTGCTGTCGCCCAACGCT exon 3

cDNAI11 3e4s CACCATAGAAGCCAGCAACT juncao exon 3-exon 4
cDNAI11 S5as CCTTGGCATCTGGCGACA exon 5
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A reagao de PCR foi realizada de acordo com o que foi previamente descrito,

distinguindo apenas o ciclo utilizado para as amplificagdes:

96 °C — 30 segundos
Tmedia do par de primers °C — 30 segundos 30 ciclos

72°C — 1-2 minutos
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1- Triagem de mutacoes novas ou raras

A triagem de mutacOes novas ou raras foi realizada para os pacientes relacionados
nas Tabelas 3 e 4 (Casuistica e Métodos, item 3.1). Os fragmentos seletivamente
amplificados do gene CYP2/A2 foram inteiramente seqiilenciados com o intuito de se
esclarecer o gendtipo de cada paciente. Nestes experimentos foram amplificados
separadamente os alelos portadores da variante C na posi¢cdo nucleotidica g.656 nos
individuos heterozigotos A/C ou C/G, para os quais hd sabidamente o efeito de dropout do
alelo contendo g.656C nas amplificacdes ProEx1s-Ex3nas e ProEx1s-Ex6nas (Day et al.,
1996; Lau et al., 2001; Lee, 2004). As alteragdes novas, as raras ndo origindrias do
CYP2IAIP e as raras provenientes do pseudogene que foram identificadas encontram-se na

Tabela 17.

Tabela 17.  Alteracdes encontradas por seqiienciamento no gene CYP21A2 dos pacientes
com deficiéncia de CYP21A2.
Troca . Nucleotidica
Exon/Intron Posicdo Génica Posicdo no cDNA Posigdo CYP2IAIP Tipo de mutagdo
Ex 1 g.101C>T c.101C>T p-P34L nao missense
Ex 1 g..185A>T c.185A>T p-H62L nao missense
Ex 1 g.166G>A c.166G>A p-G56R nao missense
1VS2 2.391G>A - IVS2+5G>A nio sitio de splicing
Ex 4 2.992_993insA ¢.508_509insA  S170Frameshift nao frameshift
1VS4 g.1104C>A - IVS4-15C>A sim sitio de splicing
1VS4 g.1111T>C - IVS4-8T>C sim sitio de splicing
Ex 5 g.1121C>G c.549C>G p.-D183E sim sitio de splicing
/missense
Ex 7 g.1762_1763insT  ¢.920_921insT  F306Frameshift sim [frameshift
Ex 10 2.2443C>T c.1222C>T p-R408C nio missense
Ex 10 g.2551C>T c.1330C>T p-R444X nio nonsense
Ex 10 2.2657G>T c.1436C>T p-R479L nio missense
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A mutagdo p.G56R, que surge em decorréncia da troca nucleotidica g.166G>A, foi
identificada no alelo paterno de uma paciente (Figura 8A), na qual se verificou a
heterozigose composta com a mutagdo IVS2-13A/C>G (g.656) (Tabela 3). O alelo paterno
na posic¢ao nucleotidica g.656 apresenta o nucleotideo C, que configura um polimorfismo
nesta posi¢cdo. Este polimorfismo (IVS2-13C) sofre exclusdo alélica (Lau et al., 2001),
portanto a mutacao p.G56R foi identificada somente quando primers especificos para essa
regido foram utilizados na amplificacdo do fragmento a ser seqiienciado (Figura 8B). Por
este motivo a alteracao ndo foi observada quando seqiienciado o fragmento exon 1- exon 6
(Figura 8C), por outro lado, quando utilizado o fragmento exon 1- Intron 2Cas (IVS2-13C)

a troca g.166G> A foi observada em hemizigose (Figura 8D).

H L_ C:\I Exls . A +Exﬁt¢as
- -
O @ N :
afc  bid e Bels e T2t

Figura 8. A) Heredrograma, onde: a- alelo normal; b- alelo com a mutacdo p.G56R; c-

alelo normal; d- alelo com a mutagdo IVS2-13A/C>G. B) Esquema do gene
CYP21A2, ilustrando os fragmentos amplificados (A e B) para posterior
seqiienciamento. C) Seqiienciamento do gene CYP2/A2 da paciente a partir do
fragmento exon 1- exon 6. D) Seqiienciamento do gene CYP2]A2 da paciente
a partir do fragmento exon 1- intron 2C, onde a mutacdo aparece em

hemizigose devido a amplificacdo de um tnico alelo.

78



Resultados

Normalmente quando se estuda as mutacdes do gene CYP2IA2 deve-se avaliar a
combinacdo dos efeitos das mutacdes presentes em cada alelo do gendtipo, para assim
verificar se este apresenta uma boa correlagdo com o fendtipo clinico estabelecido ao
diagnéstico. Desta forma, com os resultados dos seqiienciamentos, foi feita primeiramente a
avaliacdo dos pais e irmaos dos pacientes para definir a correta segregacdo das mutacgdes,
que esta detalhada na Tabela 18.

Com relagdo a definicdo do fendtipo baseada no genétipo, deve-se lembrar que a
combinacdo de dois alelos com mutacdes PS no genétipo deverd produzir um fendtipo
também PS. Desta forma, cinco genétipos foram considerados esclarecidos (Tabela 18).

Na paciente 114Xa,, para a qual ja se havia caracterizado o alelo materno como
portador de delecdo, foram identificadas por seqiienciamento duas trocas nucleotidicas no
exon 1 que geram as mutagdes p.P34L e p.H62L e, a insercio de T no exon 7
(g.1762_1763insT), esta ultima sendo uma microconversao rara que ¢ somente detectada
por seqiienciamento. O estudo de segregacdo destas mutacdes na familia indicou que as
p.P34L e p.H62L foram herdadas no alelo materno inseridas no gene hibrido
CYP21AI1P/CYP21A2 formado pela delecdo de 30 Kb no 16cus C4/CYP21. Como este gene
hibrido  carrega na sua  formagdo as  mutagdes IVS2-13A/C>G e
g.707_714delGAGACTAC, ambas provenientes do CYP2IAIP e associadas ao fendtipo
PS, o alelo materno da paciente foi considerado como sendo PS na composicdo do
gendtipo, € no alelo paterno carrega a mutagdo g.1762_1763insT também relacionada a
forma PS (Tabela 18). Como a paciente tinha diagndstico de deficiéncia de CYP21A2 da
forma PS, ndo houve necessidade de se investigar o efeito funcional destes alelos.

Pela anélise as familias, verificou-se também que a mutagdo IVS2+5G>A segrega
juntamente com a mutacdo ndo-classica p.V281L nos trés pacientes portadores desta
alteracdo, sugerindo um efeito funcional diferente do esperado para alelos portadores
somente da mutacdo p.V281L.

As alteracoes do tipo frameshift (2.992_993insA e g.1762_1763insT) e nonsense
(p-R444X), provenientes ou ndo do pseudogene, foram consideradas como associadas ao
fendtipo PS por serem mutagdes graves que putativamente gerardo proteinas alteradas com

atividade enzimatica nula, ndo sendo necessarios estudos funcionais.
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Outra alteracao que dispensa estudo adicional é a mutacdo missense p.R479L, pois a

mesma foi recentemente descrita como nao-cldssica, devido a alta porcentagem de

atividade retida na conversao dos substratos: 75,5% frente a 17-OHP e 79,6% frente a

progesterona (Robins ef al., 2007). Como o portador desta mutacdo havia sido

encaminhado para a andlise por apresentar um pequeno aumento na dosagem de 17-OHP,

porém nao apresentava quadro clinico de deficiéncia de CYP21A2, encerrou-se a

investigagao considerando-o nao afetado, apenas portador da mutacio p.R479L.

Tabela 18. Gendtipo de pacientes com deficiéncia de CYP21A2 com mutagdes novas ou

raras.
Pacientes Mutacao Paterna Mutagdao Materna Gendtipo'  Fendétipo
8Ya,/8Xa, g2.992_993insA p-R356W PS/PS PS
11Xa;/11Xay/11Ya; p-R408C IVS2-13A/C>G ?/PS PS
27Xa,; p-G56R IVS2-13A/C>G ?2/PS VS
31Xa, 1VS2-2A>G 1VS2-2A>G 2/? PS
31primoYa, 1VS2-2A>G p-V28IL ?/NC NC
44Xa, p.-R444X 1VS2-2A>G PS/? PS
53Xa, p.I172N IVS24+5G>A+V281L VS/? PS
79Y a; p.I172N 1VS2-2A>G VS/? VS
95Ya,’ p.R479L ou ? 2 ou p.R479L N/NC N°
101Xa, 1VS2-2A>G 1VS2-2A>G 2/? PS
104Xa, p-R408C p.I1172N ?/VS VS
114Xa,; p-P34L+p.H62L g.1762_1763insT PS/PS PS
(Delecao de 30 Kb)
129Ya, p.V281L IVS2+5G>A+p.V281L NC/? NC
131Xa, p-R356W 1VS2-2A>G PS/? PS
136Ya,; 1VS2-2A>G Delegéo de 30 Kb ?/PS PS
139Ya,; Delecao de 30 Kb g8.1762_1763insT PS/PS PS
164Ya,; IVS2-13A/C>G p-R444X PS/PS PS
175Ya,; p-V28IL 1VS4-Exon5 NC/? N?
179Ya, g2.992_993insA IVS2-13A/C>G PS/PS PS
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Pacientes Mutagdo Paterna Mutacao Materna Gendtipo'  Fenétipo
181Ya, IVS245G>A+p.V281L p-R356W 2?2/ PS PS
182Xa,; p-R408C p-R356W 2/ PS PS

Em negrito e itdlico, as alteracdes encontradas por seqiienciamento. Linhas ressaltadas com fundo
cinza denotam genétipos esclarecidos pelo seqiienciamento.

'Efeito de cada mutagdo presente no gendtipo sobre a atividade enzimdtica ou no processo de
transcricdo: paterna/materna. >0 DNA dos pais nio estava disponivel para anlise. “N=normal.

Para estimar a freqiiéncia das alteracOes aqui identificadas, foi realizada uma
triagem em alelos normais de portadores obrigatérios (pais dos pacientes) e de individuos
controles (ndo associados a HCA), os resultados estdo descritos na Tabela 19. Além dos
alelos normais, os alelos afetados foram incluidos neste rastreamento para verificar a
recorréncia das mutacdes. Das onze mutacdes avaliadas neste procedimento apenas trés
foram encontradas em apenas um individuo, as outras oito foram identificadas em mais de

um alelo no grupo de individuos afetados (Tabela 19).

Tabela 19. Triagem das mutagdes novas ou raras encontradas por seqiienciamento.

Mutagdo Método de andlise’ N? alelos em individuos N° alelos em individuos
afetados com 21-OHD? normais’
(encontrados/triados) (encontrados/triados)

p-G56R Apa l/seq 1/268 0/ 270

p.P34L seq 4/257 0/182

p-H62L seq 8/253 0/185

p.L107R Pin Al/seq 1/112 0/96

p.L142P Pvu Il/seq 1/117 0/98

p-R408C seq 3/107 0/17

p-R444X ASO-PCR/seq 2/201 0/42

p-R479L seq 1/107 0/15
IVS2+5G>A ASO-PCR/seq 3/354 0/171
IVS2-2A>G Pst 1/seq 7/364 17215
2.992_993insA Pst Iseq 2/274 0/86

'Método de andlise: digestio com enzima de restricio/seq (seqiienciamento) ou ASO-PCR (PCR
alelo-especifica). Alelos onde a mutacdo foi encontrada/alelos triados. Em negrito: mutacdes
recorrentes em alelos associados a deficiéncia de CYP21A2.
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2- Investigacao da atividade enzimatica

As primeiras alteragdes incluidas no estudo funcional foram as mutacdes novas
p-L107R e p.L142P (Casuistica e Métodos, Tabela 2), que haviam sido identificadas em um
trabalho anterior (Lau, 2000). Apds a triagem por seqiienciamento acima descrita, foram
também incluidas no estudo da atividade enzimatica trés outras mutacdes missense, uma
nova (p.G56R,) e duas raras (p.H62L e p.R408C).

Para se avaliar o grau de gravidade das substituicdes de aminodcidos resultantes de
cada uma das mutacdes, a conservacao desses aminodcidos, foi verificada pelo alinhamento
das seqiiéncias da proteina CYP21 de vérias espécies de mamiferos (Figura 9). Observa-se
que os aminodcidos p.G56, p.L142 e p.R408 sdo altamente conservados. Porém,
comparando-se as seqiiéncias de CYP21 de vérias espécies, verifica-se que o aminodcido
leucina ndo é muito conservado na posi¢do 107, mas o caréter hidrofébico ¢ mantido nessa
posicdo para todas as CYP21 analisadas (Figura 9). Da mesma forma, para o aminoécido

p-H62, embora pouco conservado, o carater hidrofilico da posi¢do.€ conservado.

36 G2 107
Homem « « LLGLTORFEPIYRLHLGLODVVVL. . . « « LVSENYPDLSLGDYSLLWE. . .
Boi « « LLSLTORLGPVYRLRLGLOEVVVL. . . « « LVSORCODISLGDYSLLWE. . .
Ovelha « « LLSLTORLGPVYRLRLGLOEVVVL. . . « « LVSORCODISLGDYSLLWE. . .
Porco « « LLGLTQRLGPIYRLELGLODVVVL. . . . « LASQHCPDISLGDYSLEWE. . .
Cachorro « « LLGLTORLGPIYRLELGLODVVVL. . . . - LWSLHHQDLSLGDYSLLWE. . .
Camundongo « « LLGLTORLGPIYRTRLGMODVVVL. . . « « LNGEMDLDLSLGDY SLMWE. . .
ERato  LFGLAQKLGPIYRIRLGLODVVVL. . . « LDGEMNFDLSMGDYSLTWE. . .
dow dewdkow wdrdeon dedea owoddon oo ke L . dow e oo dedededed ek
142 403
Homem . . SMEPVVEQLTOQEFCERMEAQ. . . . . ERPHEFWPDRFLEPGENSE. . .
Boi « « SMEPWVDOLTQEFCERMEVQ. . . . .EQPHEFRFDRFLEPGANFES. . .
Ovelha . . SMEPWVEQLTOQEFCERMEVOQ. . . . .EQPHEFRPDRFLEPGANTS. . .
Porco . . SMEPEVEQLTQEFCERMERRAQ. . . . .EQPHEFRPDRFLAPGANES. ..
Cachorro . « SMEPLVEQLTQEFCERMBELAQ. . . . .ERPOEFRPDRFLVPGASFER. . .
Camundongo . . SMEPLIEQLTQEFCERMBAQ. . . .ELPSKFWPDRFLEPGENPER. . .
Rato . SMEPLVEQLTOEFCERMRRQ. .. .ELPSEFWPDRFLESGESFER. . .
HEEE o aREREEEEEERE R HE o R RREEE &

Figura 9. Alinhamento das seqiiéncias de varios genes CYP2] de mamiferos com o gene
CYP21A2 humano (ClustalW). O nimero de acesso UniProt das seqiiéncias
sdo: Homem (P08686), boi (P00191), ovelha (Q7M366), porco (P15540),
cachorro (QEWNWO0), camundongo (P03940) e rato (Q64562).
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Os dados e conservagdo deram suporte a questdo do efeito deletério das mutagdes.
Assim investigou-se quantitativamente este efeito através da medida da atividade
enzimadtica de proteinas nas quais cada mutagdo foi inserida.

Para as medidas pudessem ser compardveis entre si, havia necessidade de se estimar
a eficiéncia da expressdao de cada proteina mutante. O Western blot (Figura 10) confirmou
que a expressio de cada uma das proteinas CYP21A2 normal e mutantes foram
equivalentes, indicando uma homogeneidade de quantidade de proteinas nos experimentos

de medida da atividade enzimdtica que se seguiram.
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Figura 10. Western blot das proteinas CYP21A2 expressas em células COS-1. As
proteinas foram coletadas diretamente dos pogos da placa de cultura com
tampao de lise, em seguida foram separadas em gel SDS-PAGE. As proteinas,
normal e mutantes, foram detectadas em quantidades equivalentes nos

immunoblottings utilizando anticorpo policlonal de coelho.

As atividades das variantes mutantes foram comparadas com a atividade da proteina
normal, a qual foi arbitrariamente definida como 100% (Figura 11).

Como pode ser observado na Figura 11, as mutacdes p.L107R, p.L142P e p.R408C
causaram a reducdo da atividade enzimdtica para valores abaixo de 1% frente ao substrato
progesterona, portanto atividade residual <1% na via dos mineralocorticéides. Este resultado
sugere que, se estas alteragdes ocorrerem em homozigose serdo responsaveis pela forma
classica PS de deficiéncia de CYP21A2. J4 frente a 17-OHP como substrato da via dos
glicocorticéides as mutacdes p.L107R e p.L142P apresentaram atividade residual inferior a

1% ao passo que a p.R408C apresentou um valor de 1,3%.
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A variante p.G56R reduziu a atividade enzimdtica da CYP21A2 para 0,7% quanto a
conversio de 17-OHP, mas manteve uma atividade minima de 1.4% frente a conversio da
progesterona, atividade residual que sugere a associagdo desta mutacdo com a forma VS da

deficiéncia.

17-OHP PROGESTERONA

100 4 100 100

07 04 04 134 14 03 04 06

Atividade Enzimatica (% da atividade de wt)
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Figura 11. As atividades relativas das proteinas CYP21A2 mutantes em células COS-1,
onde os valores de conversdo apresentados de 17-OHP para 11-desoxicortisol
e de progesterona para 11-desoxicorticosterona, em 2uM/L de concentragdo
do substrato. As barras correspondem a média +1DP (desvio padrio) para n=5

(nimero de experimentos).

A mutagdo p.H62L, quando introduzida como tnica mutacdo na proteina, reduziu a
atividade enzimadtica para 44% e 21%, frente 17-OHP e progesterona, respectivamente. Por

ter sido a Uinica mutacao que conservou uma alta taxa de conversao, os parametros cinéticos
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para esta mutacdo foram investigados (Tabela 20), uma vez que a cinética enzimatica
estuda as velocidades de consumo de substrato e de produc¢do de produto. Os valores
encontrados indicaram uma redugdo significativa da velocidade maxima (Vpnsx) da proteina
mutante quando comparada a normal (7-test, P<0.05), enquanto que os valores da constante
de Michaelis-Menten (K;,) apresentaram a mesma variacdo de magnitude para ambos 0s
substratos. O valor de V4 para a proteina mutante em relacdo a proteina normal indicou
que ocorreu uma reducdo da velocidade de utilizacdo do substrato pela enzima. Entretanto o
valor de K,, manteve-se constante, o que indica que mesmo alterada a proteina mutante

manteve a afinidade pelo substrato.

Tabela 20. Constantes cinéticas aparentes para a proteina normal (wf) e para a mutante
p.-H62L, demonstrando uma diferencga significativa entre o Vs da proteina
wt e o da mutante (T-test, P<0.05). Os valores apresentados correspondem a

média +1DP (desvio padrdo) para n=3 (nimero de experimentos).

Ky, (uM) Vinax (pmol'mg' min™) Vi Ky
17-OHP
WT 5,8+1,4 (n=3) 386,7+118,4 (n=3) 67,2
H62L 1,1£0,4 (n=3) 50,349 (n=3) 479
Progesterona
WT 2,8+1,4 (n=3) 216+78.,9 (n=3) 77,1
H62L 0,3£0,1 (n=3) 18,7+1,5 (n=3) 74,7

Para ter um valor de referéncia da atividade enzimética de mutacdes ndo-cléssicas, a
mutacdo p.P453S foi avaliada sob as mesmas condi¢des experimentais usadas para a
mutacio p.H62L e, apresentou atividade residual dentro da mesma faixa (20-45%). Assim,
a mutacdo p.H62L foi individualmente classificada como responsavel pela forma NC da
deficiéncia de CYP21A2.

No entanto, a mutacdo p.H62L havia sido identificada em pacientes Escandinavos

em um alelo que continha também a mutacdo p.P453S (Tabela 5). Assim, foi investigada a
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acdo conjunta das mutagdes numa mesma construcdo. A atividade enzimatica residual foi
reduzida para 4.1% e 2.3% frente a 17-OHP e a progesterona, respectivamente, indicando
um efeito sinérgico para esta combinacdo de mutacoes (Figura 11). Esta faixa de atividade

esta situada em valores limitrofes entre a forma NC e VS.

3- Estudo estrutural das proteinas mutantes

O estudo estrutural das variantes p.G56R, p.H62L, p.L107R, p.L142P e p.R408C foi
realizado com a inten¢do de compreender os efeitos da troca de aminodcidos na proteina
CYP21A2, usando como modelo uma estrutura hipotética CYP21A2 humana previamente
publicada (PDB-ID 2GEG), a qual foi modelada sobre a estrutura cristalizada da proteina de
coelho CYP2C5 (PDB-1N6B), uma progesterona hidroxilase.

A andlise dos modelos foi realizada para verificar o posicionamento dos residuos
(Figura 12) e, assim, a relevancia das alteracdes na proteina ficou ressaltada, uma vez que
interacoes internas entre os residuos foram perdidas ou novas interagdes foram estabelecidas
com as trocas dos aminodcidos (Figura 13).

Na andlise estrutural a mutacdo p.G56R aparentemente ndo afeta diretamente a
estrutura da proteina. No entanto, por estabelecer uma nova interacdo com o aminoacido
p.Y376 (Figura 13), a flexibilidade da regido envolvida com a interacao entre a a-hélice A e
a folha B1-1 com a membrana do reticulo endoplasmético fica comprometida. Da mesma
forma o residuo p.L62, também localizado na regido de interagdo com a membrana, parece
favorecer um melhor ancoramento da proteina a membrana. Assim, um aminoacido
hidrofébico nesta posicdo aumenta o tamanho da segunda regido de ancoramento da proteina
a membrana. Observando os contatos internos para esta mutacao (Figura 13), verifica-se que
interacdes intra-moleculares foram perdidas, o que possibilitaria uma maior flexibilidade a
este residuo.

Na andlise estrutural das mutagdes p.L107R, p.L142P e p.R408C foram observadas
graves alteracdes na estrutura da proteina. A variante hidrofilica p.R107 perde a funcdo de
ligante do aminodcido, estabelecendo varias interacdes novas (Figura 13), o que sugere uma

grave interferéncia na atividade de hidroxilagdo da proteina. A variante p.P142 rompe a
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estrutura da a-hélice D onde o aminodcido se localiza (Figura 12), estabelecendo interagdes
com outros aminodcidos (Figura 13). O aminoécido p.R408 ¢ um importante estabilizador
da estrutura 3D da proteina, como observado no grafico dos contatos internos (Figura 13),

quando mutado perde sua func¢ao.

R408C

Figura 12. Modelo de CYP21A2 normal (PDB-ID 2GEG), com o grupamento heme em
seu centro (PyMol, programa livre na internet, http://pymol.sourceforge.net/).

Em destaque, na estrutura da proteina os aminodcidos que sofreram alteracoes
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e foram alvos deste estudo (em vermelho). A sobreposi¢do do modelo normal
(PDB-ID 2GEG) ao modelo contendo a base mutante (em azul),
demonstrando a conformagdo estrutural discrepante entre os residuos,

encontra-se evidenciado nos quadros.

L142 . P142

=1

145 I171

14
F 146 ¥ 139
F 146 L 167
H

FGPIY LHLGJLLGLTQG F PIY LHLG SHEPYYEQLTQEFC MISMHEPYYEQPTQEFC

FGPIY LHLGLZQ FGPIY LLLGLQDVYY PHEFWP FLEPG HS PHEFYPDODCFLEPG HNS

LY5S HYPDLSLGDYSLLJLYS HNYP SLGDYSLL

Figura 13. Gréfico de contatos internos perdidos ou estabelecidos pelas trocas de
aminodcidos (fornecido pelo programa STING Report). A troca de uma
glicina por uma arginina no aminodcido 56 cria mais uma interacdo, além das
pontes de hidrogénio na cadeia principal (em rosa) e lateral (em laranja) com
o aminodcido p.T52 um empilhamento aromatico foi estabelecido com o
p.-Y376 (em cinza). O aminodcido mutante p.LL62 perde as interacdes
estabelecidas pelo aminodcido normal, e estabelece interagdes hidrofébicas

(de baixa energia) com os aminodcidos p.Q66 e p.D67. O aminodcido p.LL.107
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apresenta apenas uma interacao hidrofébica com o aminoédcido p.H119 (em
roxo), entretanto, quando alterado para uma arginina novas interacdes sao
estabelecidas: duas interagdes hidrofébicas com os aminodcidos p.L288 e
p-L429 (em roxo), duas interacdes por pontes de hidrogénio na cadeia lateral
(em laranja) com os aminodcidos p.R426 e p.D287, este ultimo, também
interage por atracdo de carga com o aminodcido p.R107 (em verde). O
aminodcido mutante p.R142 apresenta novas interagdoes hidrofébicas com os
aminoécidos p.L167 e p.L171 (em roxo), e perde a interacdo por ponte de
hidrogénio da cadeia principal com o aminodcido p.V139 (em rosa no grafico
do aminodcido p.LL.142). O aminoacido p.R408 apresenta contatos por atragao
de cargas (em verde: p.E351, p.E399, p.E403), por repulsdo de cargas (em
vermelho: p.R354, p.R400), por ponte de hidrogénio na cadeia principal (em
rosa: p.W405, p.P406), por ponte de hidrogénio na cadeia lateral (em laranja:
p-E399, p.R400) e por empilhamento aromdtico (em cinza: p.H402). O
aminodcido mutante p.C408 perde praticamente todas as interacdes em
relagdo ao aminodcido p.R408, permanecendo destas apenas o contato por
ponte de hidrogénio de cadeia principal com o aminodcido p.P406. A cisteina

cria um novo contato por interacao hidrofébica com o p.W398.

4- Investigacao de sitios de splicing

Foram estudadas, por expressdao de mini-genes in vitro, quatro alteracdes quanto ao

papel desempenhado em regides de splicing para formacdo do pré-mRNA. No gene

CYP2]A2 foram investigadas trés variacOes alélicas: IVS2+5G>A, localizada no intron 2

proxima ao sitio doador de splicing; IVS2-2A>G, localizada no sitio aceptor de splicing

também do intron 2; e, um alelo apresentando as variacdes IVS4-15C>A + IVS4-8T>C,

localizadas no intron 4 proximas ao sitio aceptor de splicing, combinadas a troca ¢.549C>G

no exon 5 que se traduzida levaria a troca p.D183E. No gene CYPIIBI foi investigada a

alteracdo g.1753G>A, que se localiza no ultimo nucleotideo do exon 4 que se traduzido

levaria a mutacdo missense p.G2678S.
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4.1- Alteracio IVS2+5G>A no gene CYP21A2

Numa andlise in silico para a predicilo de sitios de  splice
(http://www fruitfly.org/seq_tools/splice.html), verificou-se a supressio do sitio doador
normal do processo de splicing causada pela alteracdo IVS2+5G>A.

Assim iniciou-se a investigacdo in vitro do efeito desta alteracdo. No entanto, apds
inimeras tentativas de se amplificar o cDNA produzido pelo mini-gene contendo o
fragmento exon 1 — exon 3, o resultado do seqiienciamento do produto desta amplificagdo
pela andlise dos eletroferogramas ndo foi esclarecedor. O exon 3 estava inteiro presente na

seqiiéncia, mas ndo era possivel a leitura da seqiiéncia antes do inicio deste exon (Figura
14).

790
C AGICTCCACCTIGRG TC TAC AGGC TC CACCTTGGGCTGC AAGAC AAGC TGGTGTC TAGGAACTACC Cagac

LI 1

éxon 3

fragmento éxon 1 fragmento éxon 1 repetido

Figura 14. Seqiienciamento da amplificacdo exon 1- exon 3 do cDNA com alteracdo

IVS2+5G>A com o primer exon 3Nas.

A seqiiéncia parecia apresentar um artefato, onde se observava a repeticio de uma
pequena regido do exon 1, porém a qualidade do seqiienciamento ndo nos permitiu afirmar a
perda do exon 2 com este experimento (Figura 14).

Devido as dificuldades encontradas para andlise do mini-gene exonl- exon 3, a
estratégia de estudo foi modificada para a construcao de um mini-gene contendo do exon 1
ao exon 5 do gene CYP21A2.

Ap6s a transcrigdo do mini-gene formado pelo fragmento exon 1 — exon 5 portador

da alteracao IVS2+5G>A pelas células COS-7, o transcrito foi transformado em cDNA e
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seqiienciado. Observou-se a perda do exon 2 (Figura 15), causando o uso alternativo de
exon 3 (Figura 5).

Para a alteracdo IVS2+5G>A, o ¢cDNA produzido a partir do fragmento exon 1-
exon 5 do gene CYP2IA2 foi amplificado e em seguida seqiienciado, o produto do
seqilienciamento evidenciou que o mini-gene com a altera¢do havia perdido todo o exon 2
(exon skipping) durante o processamento do RNA (Figura 15). Assim, devido a troca G>A
na posicdo +5 do sitio doador de splicing, ocorreu uma alteragdo na regido doadora
consenso de reconhecimento pelo spliceossomo, permitindo a jun¢do da regido doadora do
exon 1 com a regido aceptora do exon 3, causando a excisao do exon 2 juntamente com O

intron 1 e intron 2.

10 20
G C TGC &G 4T G TG GTG 6TGCT G & GEEAETTAEETAEAAGETGGTGTET

WHWW

Exon 1 ._T_. Exon 2 Exon 2 ._T_. Exon 3 Controle

Exon 1 Exon 3

AT,

Figura 15. Seqiienciamentos dos fragmentos exonl — exon5, onde estdo evidenciadas as

Mutante

jungdes exon-exon. No seqiienciamento do cDNA do mini-gene normal
(controle) estdo evidenciadas as juncdes exonl- exon2 e exon2- exon3; no
cDNA do mini-gene mutante a juncdo exonl- exon 3 devido ao nao
reconhecimento do exon 2 como regido codificante pelo spliceossomo fica

evidenciada.
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4.2- Alteracio IVS2-2A>G no gene CYP21A2

A segunda alteracdo investigada quanto ao processo de splicing foi a IVS2-2A>G
no gene CYP21A2.

Neste caso, da mesma forma que no anterior, na predi¢cdo in silico o sitio aceptor
normal g.647-g.687 foi suprimido pela alteragdo, no entanto com a troca de A>G na
posicdo g.667 ha um aumento na possibilidade de ser reconhecido um sitio alternativo de

splicing na regido g.628_g.668 (Figura 16).

Seqiiéncia consenso de sitio aceptor de splice
Inicio Final Score Intron Exon
647 _ 687 0.93 ctcctgcAGacaagct Seqiiéncia Normal
628 _ 668 0.11 accctccAGcececccacctectectgecaga  Seqiiéncia Normal

628 _ 668  0.20 accctccAGececcecacctectectgegga — Seqiiéncia IVS2-2A>G

Figura 16. Andlise das alteracdes na fungdo de splicing da alteracdo IVS2-2A>G através
do programa de predicio de sitio de splice (Splice site prediction,

http://www fruitfly.org/seq_tools/splice.html).
O cDNA proveniente do mini-gene com a altera¢io apresentou tamanho aumentado

quando comparado ao controle em gel de agarose 2% (Figura 17), indicando uma possivel

inser¢do de nucleotideos no cDNA mutante.
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8

— Sle— 17

Figura 17. Amplificacdo do fragmento interno exonl- exon3, onde: L1-marcador de 50
pb (Fermentas); 1- amplificacio do cDNA do mini-gene controle, utilizando
4 uL de cDNA para a reacao da PCR; 2- amplificagcdo do cDNA do mini-gene
controle, utilizando 2 puLL de cDNA para a reacdo da PCR; 3- amplificacido do
c¢DNA do mini-gene da paciente 39Xa;, utilizando 4 pL. de cDNA para a
reacdo da PCR.

Para verificar a seqiiéncia inserida no fragmento, o mesmo foi sequenciado
utilizando os primers da amplificacdo. A alteracdo na posi¢do -2 do intron 2 estd localizada
no sitio aceptor AG do processamento do transcrito, o resultado observado no
seqlienciamento indicou que a troca para GG impediu a atuacio do sitio normal de splicing
e, a0 mesmo tempo evidencia a ativacdo de um novo sitio AG upstream na posicao -19
dentro do intron 2, onde houve a juncdo do exon 2, indicando que este sitio critico foi capaz

de acionar o sinal de splicing, oferecendo um splice alternativo a seqii€éncia (Figura 18).
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Controle Exon 2 Exon 3

&0 n
GACCTGAGCCACTTRCCTAEARGCTGGTGTETA G 4 4L C T

; [T

g0 an 100 110 120 130
GCACCTOG AGCCACTTACC TCCCCCAALACT CCT CCTGCOG FACAAGCTOGGTGTCTAGTI G ALCT

]
Mutante Exon 2 19 bases Exon 3

Figura 18. Seqiienciamentos dos fragmentos exon 1 — exon 3. O eletroferograma do
cDNA do mini-gene normal (controle), evidenciando a jun¢@o exon 2- exon3.
E o eletroferograma do cDNA do mini-gene mutante, onde destaca-se a

insercdo de 19 bases provenientes do intron 2 entre os exons 2 € 3.

4.3- Variacoes nucleotidicas g.1104A>C (IVS4-15A>C) + g.1111C>T (IVS4-8C>T) +
2.1121C>G (p.D183E) no gene CYP21A2

As variagdes nucleotidicas na regido aceptora de splice no intron 4 e no inicio do
exon 5, foram encontradas por seqiienciamento (Figura 19), todas no mesmo alelo e, em
relagdo ao sitio aceptor de splicing do intron 4 estdo posicionadas da seguinte forma: IVS4-
15A>C, IVS4-8C>T e Ex5+3C>G, esta ultima provoca a troca aminoacidica p.D183E. Este

conjunto de trocas nucleotidicas serd chamado agora de IVS4-ExS5.
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380 330 400 410 420
AACTGAAAGTACTCCHTCOCTTTHCTGGCAGG AHGACAACTTAATGCC ]

il

Figura 19. Fragmento do eletroferograma do fragmento ProExIls-Ex6nas do paciente

175Yal evidenciando as trocas nucleotidicas g.1104A>C e g.1111C>T no
intron 4 e a 2.1121C>G no exon 5, todas em heterozigose, esta dltima levando
a alteracdo p.D183E. Pela proximidade entre si e por serem provenientes do
pseudogene, supde-se uma microconversiao. Os nucleotideos AG sublinhados
correspondem ao sitio aceptor do splicing do intron 4, sendo o G seguinte o

inicio do exon 5.

Neste caso, a predi¢do in silico do sitio de splicing demonstrou uma pequena
alteracdo no score provocada pelas alteracdes, no entanto este se manteve acima de 0.9

(Figura 20), alteracao esta que niao € suficiente para interferir na atividade do mesmo.

Seqiiéncia consenso de sitio aceptor de splice
Inicio Final Score Intron Exon
1098 _ 1138 0.97 ccctecttttctggcAGgacgacaacttaatg ~ Seqiiéncia Normal
1098 _ 1138 0.93 ccatcctttectggcAGgaggacaacttaatg  Seqiiéncia IV4+ExonS

Figura 20. Andlise das alteracdes na funcdo de splicing da alteracdo IVS4-Exon5
(g.1104+g.1111+g.1121), através do programa de predicdo de sitio de splice
(Splice site prediction, http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).
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Os testes quanto ao processamento de splicing foram realizados amplificado o cDNA
do mini-gene construido com o fragmento do exon 2 ao exon 6. Nao foram observadas
diferencas em gel de agarose quanto ao tamanho dos fragmentos. O seqiienciamento
demonstrou que apesar das variagdes estarem presentes na regido de processamento do pré-
mRNA, estas ndo interferiram no processamento normal do mesmo (Figura 21). Desta
forma, essas alteragdes intronicas e exdnica juntas ndo produzem splicing alternativo do

gene CYP2IA2.

180 190 200 210 220 A
accTcCcACCT  TCG @3 206 AaCA A0 AT CAAGG A8 0CG ACAACTTAATGCCT

A

170 180 190 200 210
pACc CcTCACCT TCGE G A0 ACA A0Q ATCAAGG AB G ACAACTTAAT GCCTOG

AR ‘AJ )

Exon 4 ._1‘_, Exon 5

Figura 21. Seqiienciamento da amplificagdo exon 2- exon 6, com o primer exon3Ns,
onde: A- seqiiéncia do mini-gene do controle normal, B- seqiiéncia do mini-
gene do paciente 175Yal, marcado em cinza a alteracio do cédon 183

(GAC>GAG). A juncgido exon 4- exon 5 estd indicada na base da figura.

4.4- Mutacao g.1753G>A (p.G267S), mini-gene do CYPI11B1
O quarto mini-gene foi construido com a alteracdo exdnica g.1753G>A no gene

CYP11Bl, alteracdo que foi identificada em homozigose numa paciente com a forma

classica da deficiéncia de CYPI1B1. A alteracdo g.1753G>A estd situada no udltimo
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nucleotideo do exon 4 o qual, juntamente com os dois primeiros nucleotideos do exon 5
formam o cédon 267 da proteina. Esta alteracdo, se traduzida provocaria a troca de
aminoacido p.G267S. O residuo 267 no gene CYPIIBI nao é conservado entre diferentes
espécies de mamiferos (Figura 22), e encontra-se em uma regido varidvel entre os genes da

familia dos citocromos P450 (Roumen et al., 2007).

Homem 241 PRSLSRWIL SPEVNEEHFEAWDCIFQYQDNCIQEIYQELAFSREPQQYTSIVAELLINAELS
Rato 241 PESLTEWISTRVWFEHFDSWDIISE FCIEKNVYRELAEGRQQSWS-VISEMVAQSTLS
Porco 241 PRSLSEWISTGIWFEHAFEAWDCIFQ FATQRLYQELTLGHFWHY SGVVAELLTHANMT
Ovelha 241 PRELSRWISSSMWREHFEAWDYIFQ RATQRIYQELAL.GHPWHY SGIVAELLMRADMT
Boi 241 PRELSEWMSTNMWEEHFEAWDYIFQ RATQRIYQELALGHFWHY SGIVAELLMEADMT
Porquinho-da- india 242 PRSLSRWMRSQAWKEHFEAWDYISE NERIQEEYEELARGC-SQYNSIVANLMLOGHNL -
Hamster 241 PSGLTEWISTRVWEENFDSWDEVSE FINVENVYQEVQSGEPQSWS-VISQLVAEGALT
e = e = A i = R= - = S = § - PR S = . 55 BREESE

Figura 22. Alinhamento das seqiiéncias da proteina CYP11B1 humana com as de seis
espécies distintas de mamiferos (ClustalW), ressaltando a posi¢cdo 267 nao
conservada. O numero de acesso UniProt das seqiiéncias sdo: Homem
(P15538), rato (P15393), porco (Q29552), ovelha (P51663), boi (P15150),
porquinho—da—fndia (Q64408) e hamster (P97720).

Por outro lado, a alteragao g.1753G>A sendo uma transicao na ultima base do exon
4, pode afetar a atividade de splicing do sitio doador do intron 4. Assim, realizamos testes
in silico (http://www fruitfly.org/seq_tools/splice.html), para a mutacdo g.1753G>A.
Observa-se a reduc@o no score do sitio doador de splice de 0.98 (seqii€éncia normal) para

0.42 (seqiiéncia mutante) (Figura 23).
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Seqiiéncia consenso de sitio doador de splice
Inicio Final Score Exon Intron
1747 1761 0.98 cagtacgGTgaggcc Seqii€ncia Normal
1747 1761 0.42 cagtacaGTgaggcc Seqiiéncia Mutante g.1753 G>A (p.G267S)

Figura 23. Andlise da alteracdo na funcao de splicing da variante g.1753G>A através do
programa de predicdo de sitio de splice (Splice site prediction,

http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

A partir desses dados, passamos para a andlise in vitro da troca nucleotidica.
Quando testado em gel de agarose 1,5% o produto da amplificagdo do cDNA construido
com o fragmento dos exons 3-5 apresentou variacdo de tamanho, a banda referente ao mini-
gene alterado apresentou menor tamanho do que a banda do mini-gene do controle normal
(Figura 24A). O seqiienciamento deste fragmento esclareceu o que de fato havia acontecido
com o mini-gene mutante. Este perdeu 45 nucleotideos na regido 3 do exon 4 pela criagao
de um sitio alternativo de splice upstream ao GT original. Esta perda modificou o frame de
leitura do mRNA depois do aminodcido 251 criando no cédon 280 a parada prematura da
transcri¢do (Figura 24B e Figura 24C).

Devido a este codon de parada prematura a traducdo da proteina pode nao ocorrer,
uma vez que mRNAs contendo cddons de parada prematura antes dos 55 nucleotideos
anteriores a ultima jun¢do exon-exon, podem ser degradados no citoplasma por nonsense-

mediated mRNA decay (NMD) (Cartegni et al., 2002; Stamm et al., 2005).
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Figura 24. A) Eletroforese dos produtos da amplificagdo do cDNA proveniente dos mini-
genes CYP11B1 normal (1), mutante (2). Como controle branco (3) foi
realizada a PCR sem cDNA. B) Seqiiéncia dos aminodcidos normal de
CYP11B1, seguida pela seqiiéncia mutante onde estd evidenciado o inicio da
alteracdo do quadro de leitura, pds cédon 251, e o c6don de parada prematura
no aminodcido 280. C) Seqiienciamento da amplificagdo exon 3- exon 5 do
cDNA, com o primer exon 3- exon 4 sense, na seqiiéncia normal estd
evidenciada a juncdo exon 4- exon 5 (splice normal), na seqiiéncia mutante a
perda de 45 nucleotidios do exon 4 estd indicada na jungdo alternativa do

exon 4 parcial com o exon 5.
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5- Correlacao genoétipo-fenétipo

Neste estudo foram identificadas por seqiienciamento mutacdes no gene CYP21A2
origindrias ou ndo do CYP2IAIP, dos tipos frameshift, nonsense, missense e de splicing
(Tabela 17).

As andlises funcionais e estruturais das mutagdes missense p.G5S6R, p.H62L,
p.L107R, p.L142P e p.R408C para o gene CYP2IA2, elucidaram a atividade das proteinas
mutantes. Foram classificadas como associadas a forma PS as alteragdes p.L107R, p.L142P
e p.R408C por praticamente abolirem a atividade enzimdtica. A mutacdo p.G56R por
apresentar uma atividade minima frente a progesterona foi considerada como mutagdo VS.
Enquanto a p.H62L, apesar de ndo ter sido encontrada isoladamente em nossa triagem,
apresentou valores de conversdo esperados para uma mutagdo NC.

Da mesma forma, as investigacdes de processo de splicing realizadas para as
alteracdoes IVS2-2A>G, IVS2+5G>A e IVS4-Exon5 com os mini-genes de CYP2IA2 e
2.1753G>A (p.G267S) com o mini-gene do CYPIIB] elucidaram o papel de cada troca
nucleotidica quanto a produ¢do do transcrito. A variacdo IVS4-Exon5 demonstrou ser um
conjunto de trocas nucleotidicas normais. J4 as alteracdes IVS2-2A>G e IVS2+5G>A em
CYP2IA2 e g.1753G>A em CYPIIBI, apresentaram diferentes formas de splicings
alternativos, responsdveis por alteracOes drasticas na produ¢gdo do mRNA e,
consequentemente na tradugdo das proteinas, caso sejam traduzidas.

Reunindo todos esses dados na tabela 21 observa-se que dos 31 pacientes incluidos
neste trabalho, 27 (87,1%) apresentaram boa correlacdo genotipo-fendtipo. As excecodes
foram 4 pacientes (12,9%) que apresentavam heterozigose composta com a mutacao

p.I172N.
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Tabela 21. Descricdo dos gendtipos esclarecidos dos pacientes que apresentam as
mutacdes nos genes CYP2IA2 e CYPI11BI. Em destaque nas linhas em cinza,
as correlagdes entre genodtipo-fendtipo que permaneceram inconclusivas
devido ao alelo com a mutagdo p.I172N.

Pacientes Mutacdo Paterna Mutacdao Materna Genotipo Fendtipo

(CYP21A2)

8Ya;/8Xa, 2.992_993insA p-R356W PS/PS PS

179Ya, 2.992_993insA IVS2-13A/C>G PS/PS PS

139Ya, Dele¢do de 30 Kb 2.1762_1763insT PS/PS PS
114Xa,; p-P34L+p.H62L+Delecio 2.1762_1763insT PS/PS PS
30 Kb

11XaE p.H62L+p.P453S' IVS2-13A/C>G' VS/PS VS
12YaE p.H62L+p.P453S! .1762_1763insT+p.Q318X' VS/PS VS
164Ya, IVS2-13A/C>G p-R444X PS/PS PS
44Xa, p-R444X IVS2-2A>G PS/PS PS
31Xa, IVS2-2A>G IVS2-2A>G PS/PS PS
31primoYa; IVS2-2A>G p.V281L NC/NC NC
101Xa, IVS2-2A>G IVS2-2A>G PS/PS PS
131Xa, p-R356W IVS2-2A>G PS/PS PS
136Ya, IVS2-2A>G Delecdo de 30 Kb PS/PS PS
39Xas IVS2-2A>G p.1172N VS/PS PS
79Ya; p.1172N IVS2-2A>G VS/PS VS
11Xa;/11Xay/ p.R408C IVS2-13A/C>G PS/PS PS
11Ya;

104Xa, p.R408C p.I172N PS/VS VS

182Xa, p-R408C p-R356W PS/PS PS

10Xa,/10Xa, p.J172N p.L107R VS/PS VS
27Xa, p-GS56R IVS2-13A/C>G VS/PS VS
24Xa, p.d172N p.L142P VS/PS PS
53Xa, p.1172N IVS2+5G>A +p.V281L VS/PS PS
181Ya, IVS2+5G>A+p.V281L p-R356W PS/PS PS
129Ya, p.V281L IVS2+5G>A+ p.V281L NC/NC NC

101



Resultados

Pacientes Mutacdo Paterna Mutacdo Materna Genotipo Fenotipo
(CYP21A2)

95Ya,; p-R479L ou ? ? ou p.R479L NC/N N
175Ya, p.V28IL 1VS4-Exon5 NC/N N
Paciente Mutacdo Paterna Mutacdo Materna Genotipo Fendtipo
(CYP11BI)

3Xa, g.1753G>A g.1753G>A classico  classico

IDNA parental ndo foi obtido para andlise de segregacdo, mas as mutagdes encontradas em
heterozigose composta estdo aqui descritas.
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1- Mutacoes presentes ou ausentes no pseudogene que dispensaram estudo funcional

Dentre os pacientes com os quais iniciamos este trabalho, vinte e dois apresentavam
uma Unica ou nenhuma mutagdo (Tabela 3) origindria do pseudogene, e outros dois
pacientes apresentavam o fenétipo discordante do genétipo (Tabela 4). Como a deficiéncia
de CYP21A2 é uma doenga autossOmica recessiva, para justificar o fendtipo € necessdria a
presenca de uma mutacdo em homozigose ou heterozigose composta de mutagdes. Em caso
de heterozigose composta, o fenétipo € definido pela mutacdo que provoca menor dano a
atividade enzimadtica.

Algumas mutagdes que foram identificadas por seqiienciamento sdo provenientes do
pseudogene: g.1762_1763insT e IVS4-Exon5 (Higashi et al., 1988; Higashi et al., 1986). A
mutagdo frameshift g.1762_1763insT, devido as caracteristicas intrinsecas dos primers
necessarios para a distingdo ente os alelos normal e mutante, ndo é amplificada por PCR
alelo-especifica, assim sua identificacdo ocorre somente por seqiienciamento. J4 o conjunto
de alteracOes IVS4-ExonS5, que € descrito no CYP2/AIP, foi encontrado pela primeira vez
no gene CYP2]A2 em nossa casuistica, tratando-se provavelmente de uma microconversao.

As mutagdes p.P34L e p.H62L sdo mutagdes raras das quais ndo se tem informacgao
sobre a presenga no pseudogene. No entanto, foram encontradas em um alelo portador de
um gene quimérico no qual desde a regido 5’UTR até o exon 3 incluindo as mutagdes
IVS2-13A/C>G (intron 2) e g.707_714delGAGACTAC (exon 3) sdo semelhantes ao
CYP2IAIP. Esse gene foi formado provavelmente em um evento de delecdo de 30 Kb
envolvendo também o gene C4B. Genes quiméricos sao geralmente encontrados pela
andlise de Southern Blot (Lee, 2005). Como a paciente aqui estudada apresentava somente
a delecao no alelo materno, foi realizado o seqiienciamento para identificar a mutacdo do
alelo paterno. Assim, pelo estudo de segregacao na familia, ficou claro que a paciente era
heterozigota composta das mutagdes g.1762_1763insT (alelo paterno) e delecao de 30 Kb
(alelo materno), esta ultima carregando o gene quimérico com as mutacoes
p.P34L+p.H62L+IVS2-13A/C>G+g.707_714delGAGACTAC.

Dentre as mutagdes novas ou raras identificadas, foi encontrada a troca na posi¢ao

nucleotidica g.2551C>T no exon 10 que cria um stop codon. Esta troca provoca a mutagao
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rara p.R444X que certamente ird produzir uma proteina truncada, devido a este cddon estar
localizado préximo ao cédon de termina¢do normal do transcrito. A proteina truncada
produzida ird com certeza causar um prejuizo grave na atividade enzimdtica por eliminar
sitios importantes para a ligacdo do grupamento heme (White e Speiser, 2000; Krone et al.,
2005). A mutagao p.R444X foi triada em controles normais e em pacientes com deficiéncia
de CYP21A2 por PCR alelo-especifica ou seqiienciamento (Tabela 19), sendo encontrada
em um outro paciente. Além disso, esta mutagcdo, durante a execugdo deste trabalho, foi
descrita na populacdo Espanhola (Loidi et al., 2006), onde foi identificada em sete
pacientes ndo relacionados, destes, seis pacientes apresentavam o mesmo haplétipo para
alteracdo, alta recorréncia que sugere a origem desta mutacdo em um Unico ancestral
comum na populacdo Espanhola (Loidi et al., 2006). Krone et al., (2006) encontraram esta
mutacdo em apenas um paciente na triagem por mutacdes em pacientes Alemaes com
deficiéncia de CYP21A2, entretanto o haplétipo ndo foi definido.

A mutacdo rara £.992_993insA no exon 4, insere um nucleotideo A entre as
posicoes 2.992 e 2.993 gerando um deslocamento do quadro de leitura da proteina e, com
isto faz com que o aminodcido p.S170 seja substituido por um K e, conseqiientemente todos
os aminodcidos posteriores também sdo substituidos até surgir no cédon de terminacdo de
sintese precoce no cédon 294 e como resultado ocorre a produ¢do de um mRNA anormal.
Esta mutacdo foi encontrada em dois pacientes (irmdos) os quais tiveram seus genes
CYP21A2 seqiienciados. Na triagem por digestdo com a enzima de restricdo Pst I, a qual
tem um sitio suprimido pela alteracdo, outro paciente (de familia ndo-relacionada) foi
identificado com a mutagdo. A insercdo de uma adenina na posi¢do nucleotidica
2.995_9961nsA foi descrita em pacientes Holandeses por Stikkelbroeck er al. (2003). Neste
trabalho a numeracdo genOmica da inser¢do difere da aqui descrita, apenas devido a
existéncia de duas numeragdes distintas para o gene CYP2/A2. Uma segue a numeragao a
partir do ATG inicial da seqiiéncia que foi publicada por Higashi et al. (1986) (National
Center for Biotechnology Information, no. M12792) e a outra segue a de Rowen et al.
(1997) (National Center for Biotechnology Information, no. AF019143), sendo a diferenca
entre elas a presenca de 4 e 5 cddons de leucina no exon 1, respectivamente. Além disso, na

seqiiéncia de Rowen et al. (1997) existe um C adicional no intron 3. O exon 4 parece ser
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suscetivel a insercdoes do nucleotideo adenina, uma mutacdo g.997insA foi descrita em
pacientes Norte-Americanos (Zeng et al., 2004) e, em pacientes Brasileiros foi previamente
descrita uma outra inser¢do do nucleotideo A entre as posi¢Oes nucleotidicas g.1003 e
g.1004 (Billerbeck et al., 2002). A mutagdo g.992_993insA foi triada em controles normais
e em pacientes com deficiéncia de CYP21A2 por digestdo com a enzima de restricdo Pst |
ou por seqiienciamento (Tabela 19), sendo encontrada em um outro paciente.

A mutagdo rara p.R479L, que € resultado de uma troca de um cédon CGG (p.R479)
para CTG (p.L479) no exon 10 foi encontrada em um individuo encaminhado para estudo
molecular devido a um leve aumento de 17-OHP, cujos pais ndo estavam disponiveis para
andlise. Esta alterac@o foi encontrada em um trabalho que descreve a triagem de mutacdes
por peptide mass signature genotyping (PMSG) (Zeng et al., 2004) e sua atividade
enzimatica frente aos substratos foi recentemente descrita como associada a forma nao-
classica da deficiéncia de CYP21A2 (Robins ef al., 2007). Além disso, ndo foi encontrada
outra mutag¢do no individuo aqui estudado, portanto o genétipo sugere que ele seja apenas
um heterozigoto normal. Como este individuo ndo retornou ao ambulatério nas consultas
agendadas, ndo foi possivel convocar os pais para confirmar o genétipo. Na triagem de
alelos normais e afetados realizada por seqiienciamento a mutagdo p.R479L ndo foi

encontrada em nenhum outro individuo.

2- Mutacoes missense novas ou raras e estudo funcional

2.1- Mutacao p.G56R

A troca nucleotidica c.166G>A no exon 1 do gene CYP2I/A2 causa a mutagdo
p-G56R, identificada no alelo paterno de uma paciente, cujo alelo materno apresentava a
mutacdo IVS2-13A/C>G (Tabela 21). A investigacdo da mutacdo p.G56R foi realizada por
digestdo do fragmento exonl- intron2Cas com a enzima de restri¢do Apa I, cujo sitio de
restricdo € suprimido pela mutacdo. A mutacdo p.G56R foi observada pela primeira vez
neste trabalho e nao foi identificada em nenhum outro paciente de nossa casuistica (Tabela

19), indicando que se trata de uma mutagdo inédita e rara.
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A andlise estrutural demonstrou que a variante p.R56 estd localizada em uma regiao
altamente conservada da proteina. Hasemann et al. (1995) descreveram esta regido como
uma seqiiéncia XG na proteina P450 BM-3 de bactéria, onde X € um largo residuo
hidrofébico. O residuo hidrofébico ancora a regido terminal da a-hélice A, enquanto a
glicina (p.G56) inicia o giro para a folha B1-1 (Figura 6). A préxima regido hidrofébica na
proteina localiza-se entre as folhas B1-1 e 1-2; este sistema de folha 3 tem sido indicado
como uma regido adicional de contato a membrana (Williams et al, 2000). Como o
aminodcido glicina ndo apresenta cadeia lateral pode adotar uma extensa variagdo na
estrutura da proteina (Figura 12), proporcionando assim uma flexibilidade de torsdo para a
estrutura e, por isso freqiientemente € encontrada préxima a regides de folha § ou em alcas
compactas de giro 3, como observado para p.G64 em CYP21A2 (Mornet et al., 2000 e
Wester et al., 2003). A alteracdo deste aminodcido de superficie para bdsico com cariter
hidrofilico na regido da proteina em que se localiza (Figura 12), entre uma alfa-hélice (A) e
uma folha beta (B1-1), pode interferir na flexibilidade da interacdo da a-hélice A com a
membrana do reticulo endoplasmatico, por estabelecer uma nova interagdo com o
aminoécido p.Y376 (Figura 13).

Pelo estudo funcional a variante p.R56 apresentou valores praticamente nulos de
conversao de 17-OHP a 11-desoxicortisol, que sdo substrato e produto, respectivamente, na
via dos glicocorticéides impedindo a producdo de cortisol. Por outro lado, os valores
minimos (cerca de 1,4%) de conversdao de 17-hidroxiprogesterona em progesterona na via
dos mineralocorticéides (Figura 11) faz com que ndo haja a perda de sal, pois quantidades
minimas de aldosterona poderdo ainda ser sintetizadas. Como a razdo de sintese de cortisol e
aldosterona estdo numa propor¢ao de 1.000:1, a reducdo parcial da atividade enzimadtica
causa apenas a deficiéncia na sintese de cortisol (Helmberg, 1993). Assim, a gravidade da

mutacao se estabeleceu tanto pelo estudo bioquimico quanto pela avaliacio estrutural.
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2.2- Mutacao p.L107R

A troca nucleotidica ¢.320T>G no exon 3 do gene CYP2IA2 causa a mutacio
p.L107R, identificada no alelo materno de dois irmdos, cujo alelo paterno apresentava a
mutacdo p.I172N (Tabela 21).

A mutacdo p.L107R cria um sitio de restricdo para a enzima de restricdo Pin Al e
assim, foi triada em outros pacientes e em individuos normais (Tabela 19). Nenhum outro
individuo apresentou esta mutacdo, indicando que se trata de uma mutacdo inédita que
surgiu eventualmente nesta familia.

O residuo 107 se localiza na regido de conexdo entre B*-C (Figura 6), a regido B-B"-
C desempenha um papel extremamente importante na estrutura da proteina por facilitar o
acesso do substrato e liberacdo do produto (Wester et al., 2003). Como este aminodcido esté
localizado na regido de encaixe induzido do substrato na proteina CYP21A2 (Figura 25),
poucas interacdes com outros aminodcidos devem ocorrer, pois tais interagdes delimitariam

a flexibilidade da regido ligante.

Local™ C™

RezBoxes

$5_PDB

Figura 25. Identificagdo dos aminoédcidos que compdem a regido de encaixe induzido do
substrato na proteina CYP21A2 normal (adaptado do Ligand Pocket
Residues, STING Report), destacado pela seta o aminodcido p.L107. Onde,
ResBoxes sdo os residuos da proteina CYP21A2, com a sobreposi¢do em
cores das interacOes com outros aminodcidos na proteina (contatos internos)
e, na SS_PDB observa-se a distribuicdo estrutural dos residuos na proteina

(linha em cinza: regido de loop, em vermelho: a-hélice e em azul: folha B).
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Quando sobreposto ao modelo da proteina normal (Figura 12), o aminoacido p.R107
mutante, além de mudar o cardter hidrofébico do residuo, se posiciona na estrutura da
proteina em sentido a estabelecer interagdes com os aminodcidos das oa-hélices vizinhas,
diferentemente do aminoécido leucina, que permanece com sua cadeia lateral direcionada
para a cavidade do sitio ativo. Assim, a variante hidrofilica p.R107 perde a funcdo de
ligante, estabelecendo vdrias interagdes (Figura 13), e conseqiientemente, induzindo a
proteina a uma incorreta atividade de hidroxilacao.

Assim sendo, mais uma vez pode-se dizer que a gravidade da mutagdo se estabeleceu

tanto pelo estudo bioquimico quanto pela avaliagdo estrutural.

2.3- Mutacao p.L142P

A mutagdo p.L142P resulta da troca nucleotidica ¢.425T>C encontrada no exon 3 em
heterozigose composta com a mutagdo p.I172N. A troca c.425T>C suprime um sitio de
restricdo da enzima Pvu II. A triagem desta mutacdo foi realizada para pacientes com
deficiéncia de CYP21A2 e também para controles normais; nao foi encontrada em nenhum
outro alelo (Tabela 19), demonstrando que esta é também uma mutacdo inédita que surgiu
eventualmente nesta familia.

A comparacdo de seqii€ncias indicou que o aminoicido p.L142 ¢é altamente
conservado (Figura 9) na a-hélice D (Figura 6) e, quando substituido por uma prolina
(p.P142) mantém a fun¢do hidrofébica. Em contra partida, a estrutura do aminodcido leucina
que € alifética (flexivel), é trocada pela estrutura do aminoécido prolina que possui um anel
aromatico (rigido). Esta troca, potencialmente € capaz de romper o.-hélices e assim, imprimir
uma curvatura a estrutura protéica (Robins et al., 20006).

O rompimento de uma o-hélice trata-se de uma alteragdo estrutural grave por
imprimir uma curvatura a regido, alterando a direcdo da seqiiéncia polipeptidica, devido ao
efeito geométrico imposto pelo aminoécido prolina.

A sobreposi¢ao dos aminodcidos foi realizada em caréter ilustrativo (Figura 12), uma
vez que o modelo ndo apresenta a modificacdo estrutural causada pela prolina na a-hélice,

porém, demonstra diferencas estruturais entre os aminodcidos. Interacdes com outros
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aminodcidos foram estabelecidas pelo residuo mutante (Figura 13), podendo fornecer
indicios da direcdo de curvatura imposta a regiao.
Assim, a alteracdo estrutural na proteina é grave e concorda com a redugdo da

capacidade enzimadtica observada nos ensaios in vitro (Figura 11).

2.4- Mutacao p.R408C

A mutacdo p.R408C encontrada no exon 10 foi previamente descrita como PS em
outro paciente Brasileiro (Billerbeck et al., 2002). Similar ao caso descrito na literatura, os
trés irmaos afetados possuem esta alteracdo em heterozigose composta com a mutacao de
splice alternativo do intron 2 (IVS2-13A/C>G) e um fendtipo associado a forma PS da
deficiéncia de CYP21A2.

Estudos estruturais da mutacdo p.R408C foram realizados recentemente por dois
grupos de pesquisa distintos (Robins et al., 2006 e Janner et al., 2006). Tais estudos sugerem
que a variante p.C408 interfere na conformac¢do adequada da proteina por formar uma ponte
dissulfeto intramolecular com p.C428, a qual ¢ fundamental para a ligagdo da proteina com o
grupamento heme. Janner et al. (2006) vao mais longe ao sugerirem que a variante p.C408
pode se ligar diretamente ao grupamento heme, o que interferiria na ligagao do grupo heme
com p.C428, resultando assim em uma proteina parcialmente inativa.

O residuo p.R408 € o terceiro residuo da triade ERR (juntamente com p.E351 e
p-R354, Figura 6). A triade ERR atua no meander da proteina como um importante
estabilizador para a estrutura tridimensional do Cys-pocket (do aminodcido 421 ao 428), em
uma posicao que certifica a ligacdo covalente do grupamento heme com o CYP (Hasemann
et al. 1995). Como a atividade de hidroxilacdo de CYP21A2 € dependente da ligacdo da
proteina ao grupamento heme, uma interrup¢do na formacao da triade ERR representa grave
alteracdo na estrutura da proteina e consequentemente, em sua atividade (Robins et al.,
2006). A importancia do aminodcido p.R408 como establizador da estrutura 3D da proteina
€ observada no gréafico dos contatos internos (Figura 13), além disso, o aminodcido p.R408 é
um dos aminodcidos com o maior niimero de contatos € um dos que apresenta maior energia

envolvida no estabelecimento destes contatos (Figura 26) na proteina CYP21A2. Nos

111



Discussdo

ensaios in vitro a capacidade enzimética foi praticamente abolida, apresentando 1,3% para

17-OHP e 0,6% para progesterona (Figura 11), conforme predito pelos estudos estruturais.

Chain: C Chain: C

Residue Energy{Kcal/mol} Residue Number of Contacts
HIS 0244 109.90 ARG 0354 15

ASP 0258 9g8.40 HIS 0244 13

CYs 0169 05.40 PHE 0439 13

ASP 0255 a0.40 ARG 0435 1z

CYS 0173 a0.20 GLU 0351 13

ARG 0341 83.80 ASP 0258 13

ASP 0322 82.60 PHE 0409 12

|.~'3«RG 0408 81.90 ARG 0408 12 |
ARG 0435 Fa.4n ASP 0358 1z

ARG 0366 74.70 ASP 0255 12

Figura 26. Aminoécidos com maior energia (Kcal/mol) envolvida no estabelecimento de
contatos e aminoacidos com maior nimero de contatos internos (dados
extraidos pelo Millenium Sting Report da proteina CYP21A2, PDB-ID
2GEG), em vermelho o aminoécido p.R408.

Na sobreposi¢cdo dos aminodcidos normal e mutante, divergéncias entre as estruturas
dos residuos sao evidentes (Figura 12). Além disso, o aminodcido cisteina € o tinico a conter
enxofre em sua composi¢do, por isso, uma troca de qualquer aminodcido para cisteina,
independentemente da localizacdo na proteina, imprime alteracdes drdsticas a sua estrutura.
A desestabilizagdo da estrutura 3D da proteina pode resultar em uma menor compactagdo da
mesma, o que pode causar uma rapida degradacdo da proteina in vivo (Mornet et al., 2000).
Assim, a variante p.C408 consiste em uma mutacdo grave relacionada a forma PS da
deficiéncia de CYP21A2, pois este residuo de superficie tornando-se ndo-polar acaba
perdendo sua fun¢do como estabilizador estrutural (Robins et al., 2006).

A alteracao p.R408C, é causada pela troca nucleotidica ¢.1222C >T em um alelo
contendo o polimorfismo g.656C. O estudo funcional desta variante demonstrou que a
mesma praticamente aboliu a atividade enzimatica frente aos substratos (Figura 11), sendo

assim associada a forma PS, forma mais grave da deficiéncia de CYP21A2. Esta alteracdo
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no exon 10 foi triada por seqiienciamento tanto para alelos associados a deficiéncia de
CYP21A2 quanto para alelos normais, sendo identificada em mais dois pacientes de

familias ndo-relacionadas (Tabela 19).

2.5- Mutacao p.H62L

A mutacdo p.H62L ndo foi encontrada isoladamente em um alelo em nossa
casuistica, entretanto questionamentos quanto a conseqiiéncia da mesma na atividade da
enzima devido a incidéncia em combinacdo com outras mutacdes levou-nos a estudi-la
individualmente. Essa alteracdo foi previamente descrita por Pinto et al. (2003) em um
paciente do sexo masculino com fendtipo indeterminado VS/NC.

Em humanos o aminodcido 62 da proteina CYP21A2 é uma histidina, para as outras
seis espécies analisadas (Figura 9) na mesma posi¢do encontra-se uma arginina altamente
conservada, porém, ambos os aminodcidos possuem carater hidrofilico. Entretanto, quando o
aminodcido muda para uma leucina o residuo torna-se hidrofébico. Em um recente estudo
estrutural (Robins et al.,, 2006), a mutagdo p.H62L foi considerada como responsdvel pela
forma menos grave de deficiéncia de CYP21A2 (NC).

No estudo funcional a mutagdo p.H62L manteve uma atividade residual
relativamente alta, 44% frente a 17-OHP e 21% frente a progesterona (Figura 11), devido a
essa atividade foram investigadas as propriedades cinéticas da mesma (Tabela 20). Os
resultados cinéticos apresentaram reducdo na velocidade maxima (Vp4x), enquanto que os
valores para a constante de Michaelis-Menten (K,) apresentaram a mesma variagdo para
ambos os substratos € a mesma magnitude. A redugcdo de V4 na proteina mutante indica
que ocorreu uma reducdo da velocidade de utilizagdo do substrato pela enzima.
Considerando que a velocidade de utilizagdo dos substratos em uma via enzimatica é
determinada pelas velocidades de cada etapa da via, uma alteracdo em uma das etapas pode
alterar a velocidade da via inteira, podendo interferir na atividade normal da via ou na
relagdo com outras vias enzimaticas. Ou seja, apesar de reconhecer e converter o substrato,
a proteina mutante p.H62L altera a velocidade deste processo, o que confirma a

classificagao NC.
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O aminodcido p.H62 encontra-se no fim da folha B1-1 préximo a alca compacta de
giro B na proteina (Figura 6), localizado junto a segunda regido hidrofébica (do aminodcido
63 ao 66), regido de importancia no ancoramento a membrana do reticulo endoplasmaético
(como descrito no tépico da mutacdo p.G56R). A troca por um aminodcido hidrofébico
nesta regido sugere um aumento do residuo hidrofébico, o que pode aumentar a regido de
ancoramento da proteina a membrana. Observando os contatos internos (Figura 13),
verifica-se que interacdes foram perdidas, permanecendo apenas duas interacdes de baixa
energia (interacdes hidrofébicas), o que possibilitaria uma maior flexibilidade a este
residuo.

A triagem da mutacdo p.H62L foi realizada por seqiienciamento, a mutagdo sozinha
nao foi identificada em nenhum alelo seqiienciado, mas combinada com a mutagdo p.P34L
e a delecdo de 30 Kb foi identificada em outros 3 alelos, e combinada somente a conversao
em larga escala em outros 4 alelos associados a deficiéncia de CYP21A2 (Tabela 19).

Da mesma forma que identificada em pacientes Brasileiros, a troca nucleotidica
c.185A>T foi encontrada em pacientes Escandinavos combinada a outra mutacdo no
mesmo alelo. Os pacientes Escandinavos carregam no alelo portador da mutaciao p.H62L a
mutagdo nao-cldssica p.P453S (Nikoshkov ef al., 1997). O DNA dos pais destes pacientes
nao foi coletado, dessa forma, a segregacdo dos alelos ndo pode ser estabelecida. Porém,
ambos apresentam um fendtipo mais grave do que o normalmente associado a mutagdao
p.P453S (Tabela 21), demonstrando assim que os dados bioquimicos para a combinagdo
p.-H62L+p.P453S estdo de acordo com o fenétipo dos pacientes.

A mutacdo p.P453S também foi analisada individualmente para posterior
comparacdo da atividade isolada das duas mutagdes em relacdo a atividade combinada
(p-H62L, p.P453S e p.H62L+p.P453S). Os valores de conversio de p.P453S foram
similares aos observados para a mutagao p.H62L, 38% e 22%, respectivamente (Figura 11).
A mutacdo p.P453S foi estudada anteriormente apresentando diferentes valores para a
conversao (62% para 17-OHP e 64% para progesterona) (Lajic ef al., 2002). No entanto
essas diferencas podem refletir as diferentes condicdes e metodologias dos experimentos.

Ambos os resultados indicam porcentagens de conversdao na faixa de mutagdes nao-
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classicas (NC), devido a conservagdo de boa capacidade de conversdao frente aos seus
substratos.

Quando a mutacdo p.H62L foi expressa em combinagdo com a mutacido p.P453S,
observou-se sinergismo de mutacdes, onde a atividade da enzima foi reduzida
significativamente levando a atividade residual para 4,1% frente a 17-OHP e 2,3% frente a
progesterona (Figura 11), valores compardveis aos encontrados para a mutagdo p.I172N,
responsavel pelo fenétipo VS (Krone et al., 2006). Um efeito similar foi previamente
encontrado para a combinacdo das mutagdes nao-cldssicas, p.P453S e p.P105L (Nikoshkov
etal., 1997).

Nao foi necessdrio testar a atividade enzimatica para a combinagao p.P34L+p.H62L
inseridas na delecdo de 30 Kb, pois o gene quimérico que também carrega as mutagdes
IVS2-13A/C>G e a delecdo de 8 pb no exon 3 (¢.329_336delGAGACTAC) € responsavel
por abolir a atividade da enzima (Higashi et al., 1988).

Na sobreposicdo do aminoacido 62, normal e mutante (Figura 12), as divergéncias
entre as estruturas dos residuos ndo sio tdo evidentes, com excecdo da regido da cadeia
ciclica da histidina.

Assim, combinando informacdes de modelagem e propriedades dos residuos, a
andlise estrutural corrobora com os resultados obtidos no estudo funcional de proteinas
mutantes configurando duas formas diferentes de avaliacdo de mutacdes novas na enzima

CYP21A2 e, relaciona estas mutagdes com as diferentes formas da deficiéncia.

3- Mutacoes em sitios de splicing

Com os resultados obtidos pelo estudo funcional dos mini-genes foi identificada uma
alteracdo responsavel pela exclusdo do exon 2 (IVS2+5G>A) no gene CYP2IA2 e duas
responsaveis pela formacao de sitios de splice alternativos, a IVS2-2A>G no gene CYP21A2
e a g.1753G>A no gene CYPIIBI. Assim, o estudo de mini-genes para as alteracOes
IVS2+5G>A, IVS2-2A>G no gene CYP2IA2 e g.1753G>A no gene CYPIIBI classificou
estas alteracdes como mutacdes em sitio de splice responsédveis pela forma mais grave das

deficiéncias de CYP21A2 e de CYP11B1. Enquanto o conjunto de alteracdes I'VS4-Exon5
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(g.1104C>A + g.1111T>C + g.1121C>G) demonstrou ser uma microconversao rara normal
na proteina, ndo influenciando diretamente na deficiéncia de CYP21A2.

Essas variantes foram testadas por seqiienciamento, PCR alelo-especifica ou por
digestdo com enzimas de restri¢do, as alteracdes IVS4-Exon 5 em CYP2/A2 e g.1753G>A
em CYPIIBI nao foram encontradas em outros pacientes. Entretanto, [IVS2+5G>A e IVS2-
2A>G foram recorrentes em outros pacientes com deficiéncia de CYP21A2 (Tabela 19).

Em complemento ao estudo funcional foram realizadas andlises in silico para a
predicdo de sitios de splice (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) (Reese et al.,
1997), para todas as alteracdoes, com o intuito de compreender os efeitos das trocas
nucleotidicas nos sitios ou regides de splicing. No entanto, a predicao foi utilizada apenas
como um complemento ao estudo funcional destas variantes, uma vez que programas de
predicdo consideram apenas alguns fatores para estimar sitios de splice, o que pode
algumas vezes interferir no reconhecimento de regides normais ou alternativas de splicing.
Exemplificando tal situacdo, a mutacdo proveniente do pseudogene IVS2-13A/C>G no
gene CYP21A2 por andlise de predi¢do in silico ndo alteraria o processamento do sitio de
splicing e, de fato, ela gera a mutacdo de splice alternativo mais freqiiente na deficiéncia de

CYP21A2.

3.1- Alteraciao IVS2+5G>A no gene CYP21A2

A alteracdo IVS2+5G>A causou a perda do exon 2 (Figura 15), fazendo a juncgdo
alternativa do exon 1 ao exon 3 (Figura 5).

Lee e Chang (2001), realizaram estudos in vitro da mutacdo IVS2+1G>A no sitio
doador de splice no gene CYP2IA2. Onde observaram a presenca de dois transcritos para
essa alteracdo, o transcrito predominantemente apresentava a jun¢do exon l/exon 3 com a
perda do exon 2. Entretanto, o segundo transcrito observado apresentava 19 bases
provenientes do intron 2 inseridas entre a jung¢do exon l/exon 3, curiosamente, a mesma
insercao observada por Higashi ef al., (1988) para a mutacao IVS2-13A>G.

A ativagdo de sitios criticos de splice 5° por mutagdes pontuais € principalmente

causada por alteracdes no primeiro nucleotideo do intron (+1), seguido de troca do quinto
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nucleotideo (+5). Substituicdes na posicdo +5 da regido consenso doadora de splicing, sdo
quase que exclusivamente transi¢cdes G>A, o que € largamente atribuido a alta mutabilidade
de C/G>T/A (Buratti et al., 2007).

Alteracdes na posicdo +5G modificam a regido consenso de reconhecimento de
splice 5" para a snRNP Ul, a primeira snRNP a se ligar ao pré-mRNA, que acaba ndo
reconhecendo o sitio doador GT e assim, ndo estabelece pontes de hidrogénio com 4-7
nucleotideos da regido consenso (Reed, 2000). Esta regido importante para o primeiro passo
da ativacdo do spliceossomo, depende do desligamento da Ul do sitio de splice 5” e
emparelhamento de U6 ao sitio (Staley e Guthrie, 1999; Dou et al., 2006), a snRNP U6 é
considerada o nucleo catalitico do spliceossomo. Se nao ocorre o reconhecimento e liga¢ao
das snRNPs Ul e U6, a snRNP U2 que se liga ao sitio 3°, nio consegue montar o
spliceossomo nesta regido. Uma vez que Robberson et al., (1990) observaram que a ligagao
de Ul no sitio de splice 5° dependia diretamente da ligacdo de U2 no sitio de splice 3” do
mesmo exon, ou seja, a interacao sitio 3"+exon+sitio 5°, € crucial para uma correta formagao
do spliceossomo sobre o exon e, consequentemente para um correto splicing. Como nao
houve reconhecimento do exon 2 pelo spliceossomo devido a mutacao IVS2+5G>A, ocorreu
uma forma alternativa de junc¢do: a juncdo da regido doadora do exon 1 a regido aceptora do
exon 3.

A alteragdo IVS2+5G>A foi previamente descrita em um paciente de origem
Portuguesa com a forma PS da deficiéncia de CYP21A2 (Frides et al., 2006), apesar de ter
sido descrita como alteracdo de sitio de splicing, os autores ndo descrevem estudos
funcionais. Na triagem em alelos dos controles normais e de pacientes com deficiéncia de
CYP21A2 esta alteracdo foi encontrada em outros dois pacientes de familias nao-
relacionadas (Tabela 19), em todos os casos estava combinada com a mutagdo p.V281L no

mesmo alelo, indicando um certo grau de recorréncia.

3.2- Alteracao IVS2-2A>G no gene CYP21A2

O seqiienciamento do cDNA produzido com o mini-gene contendo a alteragao I'VS2-

2A>G identificada no gene CYP2IA2 confirmou a inser¢do de 19 bases provenientes do
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intron 2 na jungdo exon 2/exon 3. A alterag¢do na posi¢do -2 do intron 2 trata-se de uma troca
exatamente na seqii€ncia consenso AG do sitio aceptor, seqiiéncia extremamente conservada
no sitio de splice 3" de eucariotos (Buratti et al., 2007).

A troca para GG inativa o sitio normal de splicing, fazendo com que o spliceossomo
reconheca um sitio criptico no intron, um novo sitio AG upstream do sitio normal na
posicdo -19 do intron 2, oferecendo um splice alternativo a seqiiéncia (Figura 5). A inser¢ao
destes 19 nucleotideos corresponde ao reconhecimento pelo spliceossomo da regido
2.628_g.668 como regido de splice, previsto na andlise in silico (Figura 16). De fato,
seqiliéncias semelhantes ao sitio consenso de splicing sinalizam tdo bem quanto os sitios de
splicing naturais, sdo muito freqiientes dentro dos introns, e sdo definidos como um grupo de
pseudo-exons, sdo em maior nimero do que os exons genuinos, mas normalmente nao sao
incluidos no mRNA (Cartegni et al., 2002). No entanto, podem ser reconhecidos com sitios
criticos de splice quando sitios naturais de splice sdo rompidos por alteragdes (Cartegni et
al., 2002).

A inserc¢do das mesmas 19 bases do intron 2 no RNA transcrito do gene CYP21A2 foi
previamente encontrada na andlise in vitro das mutagdes IVS2-13A/C>G (Higashi et al.,
1988) e IVS2+1G>A (Lee e Chang, 2001) . A criacdo deste sitio de splicing alternativo
causa uma alteragdo do quadro de leitura no exon 3, gerando um stop codon prematuro no
cddon 103, resultando assim na produ¢do de uma proteina truncada e inativa devido ao fato
de ndo serem transcritos os aminodcidos fundamentais para a ligacdo da proteina CYP21A2
ao grupamento heme (Higashi et al., 1988). Na realidade, este mRNA gravemente alterado,
provavelmente serd degradado antes de ser traduzido em proteina (Cartegni et al., 2002).

A mutagdo IVS2-2A>G foi encontrada por seqiienciamento em cinco pacientes. Na
triagem com enzima de restricdo Pst 1 foi encontrada em outros trés pacientes em
heterozigose: 1) em heterozigose composta com a muta¢do p.V281L, em um primo em
primeiro grau de uma das pacientes homozigotas da mutagao IVS2-2A>G identificada no
seqlienciamento; 2) em heterozigose composta com a mutacdo p.R356W; 3) em
heterozigose composta com a delecdo de 30 Kb. A alteracdo foi previamente descrita na
populacdo Brasileira como sendo uma mutacdo de sitio de splicing (Billerbeck et al.,

2002), entretanto estudos funcionais ndo foram realizados. A variante IVS2-2A>G foi
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identificada em duas familias nao-relacionadas, tendo sido encontrada em gé€meos
bivitelinos com a forma VS e, em um paciente com a forma PS da deficiéncia de CYP21A2
(Billerbeck et al., 2002). A variante nao foi encontrada na triagem de 80 pseudogenes no
mesmo estudo. Esta incidéncia em pacientes com deficiéncia de CYP21A2 sugere que esta
seja a segunda mutacdo de splice mais freqiiente em nossa populacdo, como nio é
proveniente do pseudogene, provavelmente representa um evento randdomico. A presenca
do mesmo evento randomico em pacientes de familias ndo relacionadas sugere a
possibilidade de uma origem comum para a mutagdo, ou seja, um efeito fundador para esta

alteracdo (Billerbeck et al., 2002).

3.3- Variacoes nucleotidicas IVS4-ExonS no gene CYP21A2

Foi construido um mini-gene para testar o efeito destas variacdes no sitio de splice,
incluindo o exon 2 - intron 2 - exon 3 - intron 3 - exon 4 - intron 4 - exon 5- intron 5- exon
6. Os cDNAs dos mini-genes, normal e com a alteracio, foram seqiienciados e se observou
que apesar das variagdOes estarem presentes na regido de processamento do mRNA, estas
ndo interferiram no processamento normal (Figura 21), ndo sendo comprovada nenhuma
alterac@o no transcrito por splicing alternativo como predito pela andlise in silico (Figura
20).

A troca nucleotidica g.1121C>G no exon 5 (Figura 19) que provoca a alteracdo
p.D183E poderia representar uma mutacdo. Porém, essa variacdo, que estd presente também
no pseudogene foi investigada por Higashi ef al. (1991) quanto seu efeito na atividade
enzimadtica e ndo apresentou alteracdo. Além disso, a troca p.D183E foi descrita uma tnica
vez no gene ativo (Ordofiez-Sénchez et al., 1998).

No caso aqui descrito, a alteracdo no exon 5 aparece combinada com duas outras
alteragdes no intron 4, g.1104A>C e g.1111C>T (Figura 19), também provenientes do
pseudogene e muito proximas entre si, caracterizando uma possivel origem através de

microconversao, uma vez que as alteracdes foram encontradas em conjunto no mesmo alelo.
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3.4- Mutacao g.1753G>A (p.G267S), mini-gene do CYP11B1

A troca nucleotidica g.1753G>A esta localizada no ultimo nucleotideo do exon 4
que juntamente com os dois primeiros nucleotideos do exon 5 formam o cédon 267 da
proteina. Quando se identifica uma alteragdo em exon, o primeiro passo € verificar qual
seria seu efeito na seqiiéncia da proteina. Considerando a posi¢do na proteina, esta troca
resultaria na mutacdo missense p.G267S. Outras duas mutacdes ja haviam sido descritas
neste mesmo cdédon a p.G267R e a p.G267D (Skinner et al., 1996). Porém, a posi¢ao
nucleotidica faz parte do sitio doador de splice do intron 4.

Por seqiienciamento foram triados 26 alelos de pacientes com deficiéncia de
CYPI11Bl, a variante g.1753G>A nio foi encontrada em nenhum outro alelo.

A idéia de que esta alteracdo ndo se tratava de uma mutagcdo missense com efeito
sobre a atividade da proteina comegou a tomar corpo considerando as propriedades dos
residuos nesta posicdo. A troca de uma glicina por uma serina mantém a carga neutra e a
caracteristica polar do residuo na proteina, em uma posi¢do ndo conservada (Figura 22),
dentro de uma regido varidvel entre os genes da familia dos citocromos P450 (Roumen et
al., 2007).

Considerando a hipdtese de estar favorecendo um splice alternativo, a troca
g.1753G>A foi investigada pela construcdo do mini-gene contendo o fragmento exon 3-
exon 5. A andlise dos transcritos produzidos com os mini-genes normal e portador da
alteracdo demonstraram a ativacdo de um sitio critico de splice alternativo interno ao exon
4. Sitios criticos de splice sao usados somente quando sitios naturais de splice sdo rompidos
por alteracdes (Cartegni et al., 2002). A seqiiéncia 5’ss alternativa AGGTGTGG no exon 4
foi utilizada neste caso, num processo andmalo de splicing eliminando do transcrito
resultante os ultimos 45 nucleotideos do exon 4.

Embora seja critico para um mecanismo de splicing o correto reconhecimento de
uma regido consenso 5’ss integra, frequentemente seqii€ncias auxiliares tanto em exons
quanto em introns podem ser requeridas, como silenciadores ou acentuadores de splicing

(Cartegni et al., 2002, Buratti et al., 2007). Cartegni et al. (2002) observaram que
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polimorfismos, mutagdes missense e silenciosas podem também estar diretamente
envolvidos no processo alternativo de splicing.

Em complemento, Roca et al. (2003) observaram uma ampla distribuicdo de
distincias entre sitios auténticos e criticos 5’ss (com média de 63 nucleotideos de
distancia). Essa distribuicao indica que sitios cripticos 5’ss podem em alguns casos se
localizar muito distantes do sitio original.

Alteracdes no aminodcido p.G267 foram previamente descritas no gene CYPIIB]
humano: p.G267R (GGC>CGC) e p.G267D (GGC>GAC) (Skinner et al, 1996).
Entretanto, andlises experimentais da atividade destas alteragcdes como mutacdes missense
ou de splicing alternativo nao foram realizadas embora os autores proponham um efeito
deletério no processamento normal do mRNA.

A mutagcdo p.G267S causa reducdo no score do sitio doador de splice de 0.98
(seqiiéncia normal) para 0.42 (seqiiéncia mutante) (Figura 23). Comparando os dados
previstos in silico para as duas mutagdes diferentes, observa-se que a mutagao p.G267D
suprime o sitio aceptor de splice e mutagdo p.G267R reduz o score para 0.61.

Outro exemplo de alteragdo no processo de splicing é a troca G>C no ultimo
nucleotideo do exon 5 do gene CYP11BI1 descrita por Chabre et al. (2000). Esta troca que
representaria uma mutacao silenciosa p.T318T na proteina CYP11BI1, criou na verdade
uma alteracdo no sitio de splicing e, consequentemente, alterou a proteina formada. No
mesmo estudo, através da andlise do mRNA obtido da glandula adrenal do paciente,
verificou-se que a variacdo intronica IVS8+4G>A era responsdvel pela perda do exon 8

devido a cria¢do de um sitio alternativo levando ao exon skipping.

5- Correlacao gendtipo-fenétipo

Neste estudo foram identificadas mutagdes no gene CYP21A2 origindrias ou nao do
CYP2IAIP, dos tipos frameshift, nonsense, missense e de splicing. Os dois primeiros tipos,
por serem deletérios sem necessidade de comprovacdo funcional, foram discutidos
anteriormente e os gendtipos dos pacientes, composto de duas mutagdes PS, estdo de acordo

com os fendtipos (Tabela 18).
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As andlises funcionais e estruturais das mutagdes missense para o gene CYP21A2,
elucidaram a atividade das proteinas mutantes. As alteracdes p.L107R, p.L142P e p.R408C
praticamente aboliram a conversdo dos substratos nos produtos esperados, portanto foram
associadas a forma mais grave da deficiéncia de CYP21A2, a forma perdedora de sal. A
mutacdo p.G56R por apresentar uma quantidade minima de conversdo de progesterona em
desoxicorticosterona, foi considerada como mutacdo clédssica da deficiéncia de CYP21A2,
associada ao fenotipo virilizante simples. Enquanto a p.H62L, apesar de ndo ter sido
encontrada isoladamente em nossa triagem, apresentou valores de conversao esperados para
uma mutacdo nao-classica.

A mutacdo p.G56R foi encontrada na paciente 27Xa;, do sexo feminino, em
heterozigose composta com a mutagdo IVS2-13A/C>G, identificada anteriormente na
triagem por PCR alelo-especifica. Como a paciente € heterozigota composta de uma
mutacdo VS (p.G56R) e uma PS (IVS2-13A/C>QG), considera-se que o fenétipo predito pelo
gendtipo seja VS. Assim, este estd de acordo com o fendtipo definido pelas caracteristicas
clinicas e hormonais (Tabela 1). Assim, pelo estudo molecular o fenétipo ficou definido pela
atividade residual da nova mutacdo presente no genotipo.

A mutacdo p.H62L foi encontrada em combinac¢do com a mutagdo p.P34L, ambas em
um alelo portador da delecdo de 30 Kb. A paciente 114Xa; é heterozigota composta com a
mutacdo g.1762_1763insT, também identificada neste trabalho. Devido a esta heterozigose o
fenétipo predito pelo genétipo € o PS, que concordou com a forma clinica diagnosticada
(Tabela 1). A mutacdo p.H62L combinada com a mutagdo p.P453S foi encontrada em dois
pacientes de origem Escandinava, essa combinacdo demonstrou um efeito sinérgico em
nossos estudos produzindo um efeito limitrofe entre VS e NC. Este resultado corrobora os
resultados obtidos para essa combinagdo de mutacdes nos ensaios enzimdticos realizados por
Menassa et al., (2008) e explica os fendtipos descritos para os pacientes (Tabela 1).

Os dois irmaos (10Xa, e 10Ya3) portadores da mutagdao p.LL107R no alelo materno
carregam no alelo paterno a mutacao p.I172N derivada do CYP2IAIP. A mutacdo p.L107R
foi considerada neste trabalho como uma mutacdo grave relacionada a forma PS, porém
como os pacientes sdo heterozigotos compostos com a mutacdo p.I172N e esta, na maioria

dos casos, estd relacionada a forma VS (Grigorescu Sido et al., 2005), considera-se que o
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fenétipo predito pelo gendtipo seja VS, estando de acordo com o fendtipo clinico (Tabela 1).
Neste caso o fendtipo ficou definido pela acao residual da mutagdo p.1172N .

A mutagdo p.L142P reduz a atividade enzimdtica para niveis compativeis aos
encontrados para mutagdes PS. A paciente 24Xa; apresenta heterozigose composta com a
mutacido p.I172N, que, como dito anteriormente é uma mutacdo tipica da forma VS. A
mutacdo p.L142P foi considerada neste trabalho como uma mutacdo grave relacionada a
forma PS, porém a paciente € heterozigota composta com a mutacdo p.I172N, portanto o
fendtipo predito pelo gendtipo seria VS. Assim, neste caso o genotipo estd discordante do
fendtipo que foi definido como perdedor de sal pelo diagndstico clinico e bioquimico
((Tabela 1 e Tabela 21).

A mutacdo p.R408C foi encontrada em trés irmaos (11Xa;, 11Xa, e 11Ya3) que
apresentaram heterozigose composta com a mutacdo IVS2-13A/C>G. Alem destes, foi
identificada também na paciente 104Xa,, heterozigota composta com a mutagdo p.I172N e,
na paciente 182Xa; em heterozigose composta com a muta¢ao p.R356W. Em todos os casos
o fendtipo predito pelo gendtipo foi concordante com a forma clinica diagnosticada (Tabela
1 e Tabela 21).

Da mesma forma, o estudo de mini-genes para as alteracdes do CYP2IA2 e do
CYPI11BI elucidaram o papel de cada troca nucleotidica quanto a producdo de transcritos
normais ou alterados.

O mini-gene contendo as variagdes IVS4-Exon5 ndo apresentou efeito deletério.
As variagOes haviam sido encontradas em um recém-nascido do sexo masculino, 175Ya;,
com leve aumento de 17-OHP e sem fenétipo da deficiéncia de CYP21A2. O paciente
175Yal foi incluido na casuistica desta tese pela necessidade de diagndstico por parte da
familia, a qual teve o filho através de fertilizacdo assistida apds vdrias tentativas mal
sucedidas. A crianca acusou altera¢do na dosagem de 17-OHP no teste do pezinho, mas ndao
apresentava as caracteristicas clinicas das formas classicas de deficiéncia de CYP21A2.
Como o casal desejava ter outra crianca através do mesmo método, procurou o diagndstico
molecular para o aconselhamento genético. Pela triagem alelo-especifica das mutagdes
provenientes do pseudogene, verificou-se que o paciente é portador da mutacdo p.V281L

herdada do pai, que € normalmente classificada como NC. Este fato fez com que se
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investigasse o alelo materno por seqiienciamento para defini¢do do genétipo e o possivel
diagnostico da forma nao-cldssica da deficiéncia de CYP21A2. Estudos funcionais da
variacdo alélica materna indicaram que a crianca € apenas portador da mutacdo p.V281L
(Tabela 19).

Na triagem dos alelos, a alteracdo IVS2-2A>G no gene CYP2]A2 foi encontrada em
oito pacientes, sendo dois pacientes homozigotos (Tabela 21). Ambos os pacientes
homozigotos (31Xa; e 101Xa;) da mutacdo apresentam um fendétipo PS da deficiéncia de
CYP21A2, concordando com o fato desta alteragdo ser realmente grave por interferir no
reconhecimento do sitio de splicing. Trés pacientes eram heterozigotos compostos com
mutacdes PS (44Xa,, 131Xa;, 136Y;) e um (31Ya;) com a mutagdo p.V281L, nestes quatro
casos o fenétipo predito pelo gendtipo foi concordante com o fendtipo clinico de cada
paciente (Tabela 21). Por outro lado, dois pacientes eram heterozigotos compostos da
mutacdo IVS2-2A>G e da p.I172N (39Xa; e 79Yas). Nestes casos o fenétipo predito pelo
gendtipo € da forma VS, no entanto, houve divergéncia na correlagdo em na paciente 39Xa,
que apresentava o fendétipo da forma PS (Tabela 1).

A alteracdo IVS2+5G>A foi encontrada em combina¢do com a muta¢ido ndo-classica
proveniente do pseudogene p.V28IL. A paciente 53Xa,, portadora desta mutacdo foi
primeiramente investigada por apresentar aparente dissociacdo entre a forma clinica
(fenotipo) que era perdedora de sal + ambigiiidade genital e, o gendtipo: inicialmente
correspondente a forma ndo-cldssica sem ambigiiidade genital. O estudo molecular
preliminar mostrou duas mutacdes freqiientes: o alelo paterno com mutacao p.I172N e o
materno com p.V281L. Tal gendtipo costuma associar-se a forma nao-cldssica sem
ambigiiidade genital, divergéncia que motivou o estudo através de seqiienciamento do gene.
Uma nova mutagdo no alelo materno, que ja era portador da mutacao p.V281L, foi revelada
na posicdo nucleotidica g.391. No presente estudo ficou comprovada a gravidade da
mutacio por provocar o exon skiping do exon 2, fazendo com que o alelo, embora portador
da mutacao p.V281L, seja causador da forma PS. Na triagem em alelos de pacientes com a
deficiéncia de CYP21A2 esta alteracdo foi encontrada em outros dois pacientes (129Ya; e

181Ya;) de familias ndo-relacionadas (Tabela 21), em todos os casos estava combinada com
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a mutacdo p.V281L. Apenas na paciente 53Xa,, heterozigota composta com a mutagdo
p.I172N, mais uma vez, o genétipo foi discordante do fenétipo (Tabela 21).

A paciente homozigota para a mutacdo g.1753G>A no gene CYPIIBI,
apresentava o fenétipo cldssico da deficiéncia de CYP11B1, concordando com o fato desta
alteracdo ser realmente grave por interferir no reconhecimento do sitio de splicing.

Dos pacientes incluidos neste trabalho apenas 4 (12,9%) ndo tiveram a correlacao
gendtipo-fendtipo esclarecida (Tabela 21), todos devido a heterozigose composta com a
mutacdo p.I172N. Como citado anteriormente, a mutacao p.1172N, é geralmente associada
ao fendtipo VS, entretanto, ndo € rara a descri¢do de casos onde encontra-se associada ao
fendtipo PS (Krone et al., 2000). Esta variabilidade na correlacdo gendtipo-fendtipo para
esta mutacdo pode ocorrer devido a uma caracteristica propria do alelo portador da mutagdo
ou, como resultado de uma somatoéria da baixa atividade da proteina portadora da mutagdo
com o background genético do individuo afetado. Apesar das causas aqui levantadas,
estudos adicionais mais especificos para esta mutacdo devem ser realizados para se
entender esta variabilidade, como por exemplo, estudo funcional desta mutagdo associada a

diferentes haplétipos.
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e No gene CYP2IA2 dos alelos de pacientes incluidos na investigacdo por
sequenciamento de mutagdes relacionadas a deficiéncia de CYP21A2 foram
identificadas mutagdes novas, raras e alteragdes provenientes do pseudogene.

e A investigacdo da atividade enzimadtica esclareceu o papel funcional das mutacdes
missense, que foram classificadas em:

- Mutagdes PS: p.L107R, p.L142P, p.R408C - praticamente aboliram a atividade
da enzima.

- Mutagdo VS: p.G56R - preservou um 1,4% de atividade frente a progesterona.
- Mutagdo NC: p.H62L - reduziu a atividade da enzima em valores percentuais
semelhantes aos da mutacdo ndo-classica p.P453S.

e Ficou esclarecido que a combinacdo das mutacdes ndo-cldssicas p.H62L+p.P453S,
resultou no sinergismo de mutacdes, com valores de conversao limitrofes entre mutagcao
NCe VS.

e A investigacdo de sitios de splicing esclareceu a funcio das alteragdes na sintese do
mRNA da proteina CYP21A2:

- IVS2-2A>G: mutagdo PS — por eliminar a funcdo de sitio de splicing e incluir
19 pb do intron 2 no mRNA.

- IVS2+5G>A: mutacdo PS — por eliminar o exon 2 do mRNA.

- IVS4-Exon35: variagdo normal proveniente do pseudogene.

e A investigacdo de sitios de splicing esclareceu a funcdo da alteragdo g.1753G>A na
sintese do mRNA da proteina CYP11B1:

- 2.1753G>A: mutagdo cldssica — por eliminar a regido doadora de splicing do
intron 4 juntamente com os ultimos 45 pb do exon 4 levando a um mRNA
alterado.

e Correlacao gendtipo-fendtipo para a deficiéncia de 21-hidroxilase foi:

- Concordante: em 23 pacientes.
- Discordante: em 4 pacientes heterozigotos compostos com uma mutagdo rara e a

mutacgdo freqiiente p.I172N.
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ORIGINAL ARTICLE

Endocrine Research—Brief

Report

Inhibition of CYP21A2 Enzyme Activity Caused by
Novel Missense Mutations ldentified in Brazilian and
Scandinavian Patients

F. C. Soardi, M. Barbaro, I. F. Lau, 5. H. V. Lemos-Marini, M. T. M. Baptista, G. Guerra-Junior,
A. Wedell, 5. Lajic, and M. P. de Mello

Laboratério de Genética Molecular Humana (F.C.S., LF.L, M.P.d.M.), Centro de Biclogia Mclecular e Engenharia Genética, Departamento de
Pediatria/Centro de Investigacao em Pediatria (S.H.V.L.-M., G.G.-1), and Departamento de Clinica Medica (M.T.M.B.), Disciplina ce
Endocrinclogia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estacual de Campinas, 13083-875 Campinas SP, Brasil; and Department of
Molecular Medicine and Surgery (M.B., AW., 5.L.), Karclinska Institutet, Karolinska University Hospital, SE-171 76 Stockhalm, Sweden

Background: Most patients with 21-hydroxylase deficiency carry CYP21A1P-derived mutations, but
an increasing number of novel and rare mutations have been reported in disease-causing alleles.

Objective: Functional effects of three novel (p.G56R, p.L107R, p.L142P) and one recurrent (p.R408C)
CYP21A2 mutations were investigated. The degree of enzyme impairment caused by p.H62L alone
or combined to p.P453S was also analyzed.

Design: The study included 10 Brazilian and two Scandinavian patients. To determine the delete-
rious role of each mutant protein, in vitro assays were performed in transiently transfected COS-1
cells. For a correct genotype-phenotype correlation, the enzymatic activities were evaluated to-
ward the two natural substrates, 17-hydroxyprogesterone and progesterone.

Results: Low levels of residual activities obtained for p.G56R, p.L107R, p.L142P, and p.R408C mutants
dlassified them as classical congenital adrenal hyperplasia mutations, whereas the p.H62L showed an
activity within the range of nonclassical mutations. Apparent kinetic constants for p.H62L confirmed
the nondlassical classification as the substrate binding capacity was within the same magnitude for
mutant and normal enzymes. A synergistic effect was observed for the allele bearing the
p.H62L+p.P453S combination because it caused a significant reduction in the enzymatic activity.

Conclusions: \We describe the functional analysis of five rare missense mutations identified in
Brazilian and Scandinavian patients. The p.G56R, p.L107R, and p.L142P are reported for the first
time. Most probably these novel mutations are closer to null than the p.1172N, but for the p.G56R,
that might not be the case, and the p.H62L is definitely a nonclassical mutation. (J Clin Endocrinol

Metab 93: 2416-2420, 2008)

ore than 90% of cases of congenital adrenal hyperplasia
M (CAH) are due to 21-hvdroxylase deficiency (210HD),
which results from mutations in the 21-hydroxylase gene
(CYP21A2) (1). The disorder may be classified into clinical
forms that vary from a mild/late-onset nonclassical (NC) to a
severefearly-onset classical form that can manifest with or with-
outsalt wasting (SWor SV), depending on whether the enzymatic
deficit affects both the glucocorticoid and mineralocorticoid

0021-972X/08/$15.00/0

Printed in U.S.A.

Copyright @ 2008 by The Endocrine Society

doi: 10.1210/jc.2007-2594 Received November 25, 2007. Accepted March 26, 2008.
First Published Orline April 1, 2008
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pathways or whether the latter is preserved. Additionally, due to
androgen overproduction, females are born with virilized exter-
nal genitalia and males develop precocious puberty (1, 2).

The CYP21A2 gene maps to the short arm of chromosome 6
(6p21.3)(3). CYP21A2 and the CYP21A1P, anonfunctional pseu-
dogene, are genomically organized in tandem to the 3'-end of C4B
and C4A, respectively (4). The majority of disease-causing muta-
tions in CYP21A2 alleles are CYP21A1P-derived sequences trans-

Abbreviations: CAH, Congenital adrenal hyperplasia; NC, nondassical; 210HD, 21-hy-
droxylase deficiency; 170HP, 17-hydroxyprogesterone; SV, simple virilizing; SW, salt
wasting.

J Clin Endocrinel Metab. June 2008, 93(6):2416-2420
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ferred to the active gene by deletions or macro- or microconversions
{5). In addition, an increasing number of novel and rare murations
have been reported (www.imm.ki.se/CYTPallelesicyp21.htm).

In general, there is a good genotype-phenotype correlation.
Furthermore, there is also a good correlation between in vitro
studies with mutated enzvmes and invivo disease severity. There-
fore, i vitro analysis is proposed as a good complement to eval-
uate the residual enzymaric activity caused by novel mutations to
establisha genotype-phenotype correlation and enableimproved
genetic counseling (6, 7).

In this report, we describe the functional analyses of three novel
(p-G36R, p.L107R, p.L142P) and one recurrent {p.R408C) muration
{8) identified in Brazilian patents. The rare p.H62L was also analyzed
because it was found in alleles bearing two different combinations,
p.P34L+pH62Las part ofa chimeric gene inanallele carryinga 30-kb
deletion in a Brazilian patient and p.H62L+p.P453S found in two
Scandinavian patients.

Patients and Methods

Patients

This study was approved by the Ethics Commuttee of the Univer-
sidade Estadual de Campinas (Sdo Paulo, Brazil), and an informed con-
sent was obtained from partients and relatives.

2417

jcem.endojournals.org

Clinical and molecular data of the 12 patients are summarized n

Table 1.

Mutation analysis

Genomic DINA was obrained from peripheral blood by phenol/
chloroform cxtraction (9). CYP2IA2 was specifically amplificd in
two or three fragments, depending on the presence or absence of the
intron 2 variant IV52-13C (10). Each fragment was sequenced using
internal primers as described previously (10). For nonpscudogene-
derived mutations, restriction enzyme digestion or allele-specific oli-
gonucleotide PCR was used to follow the segregation in the family and
analyze 50 nonrelated normal individuals. Nucleotide and amino acid
numbering followed the published sequence {11 {National Center for
Biotechnology Information, no. M12792, Bethesda, MD).

Construction of plasmids and mutagenesis

The constructions of pALTER-CYP21 plasnuds for site-directed
mutagenesis and pCMV4-CYP21 plasnmids for cxpression analyses
have been described previously (12, 13). Mutatons were introduced
into the pALTER-CYP21 with the Stratagene QuickChange site-di-
rected mutagenesis kit (AH Diagnostics, Stockholm, Sweden) follow-
ing the manufacturer’s instructions except that XL1-Blue MRF1' Kan
supercompetent cells (Stratagene, Stockholm, Sweden) were used.

Expression of CYP21A2 and enzyme activity assays

Afrer sequencing cach cloned CYP21A2 ¢cDNA carrying the muta-
tions, i1 vitro expression experiments were performed. Transfections in

TABLE 1. Clinical and molecular data of CAH patients

Genotype
Age at {patemal
diagnosis Basal 170HP MNa*/K* allele/matemal
Case Sex (months) Clinical data (nmolfliter)  (mmeol/liter) Phenotype allele) Nationality
1 F 17 Pretemn (GW 38) and small for gestational age =endn® 14347 i p.GEERIVEZ-1 3AC =G Brazilian
(weight zscore —3.1 and height z-score —4.2);
ditoromegaly and partial fusion of the labioscrotal
folds at birth; Prader Il
il F 3 Armbiguows genitalia at birth; Pracer Il =6 ndm ot W p.LICTRp. N7 2N Brazilian
3t it 37 Frecocious puberty =6 ndm ot S p.LICTRp. N7 2N Brazilian
4 F o] Failure to thrive fweight z-score —0.92); =6 ndm 12655 W p.L142PNVS21 3800 =0 Brazilian
ditoromegaly at birth; Prader HF
e F (o] Ambiguous genitalia at birth; Pracer [l 49 13577.2 SW p.RACBCAVE2134/C =G Brazilian
& F 1 Armbiguous genitalia at birth; Pracer [V =6 ndm 12771 SW p.RACBCAVS2-134/C =G Brazilian
7 M 05 Failure to thrive =6 ndm 130/6.6 SW p.RACBCAVE2134/C =0 Brazilian
g F 2 High basal level of 170HP in the 50 it v p.RACEC/pIT2N Brazilian
neonatal screening program;
ambigucus genitalia at birth; Prader W
9 F 027 Ambiguous genitalia prenatally 35 127171 SW p.RACBC/p.RICEW Brazilian
diagnosed on a routine ultrasound with
16 GW, Prader IV
10 F 05 Ambiguous genitalis, Prader IV =6ndm 11953 SW <920 921irsTp.P34 Brazilian
L+pHE2L+N52-138/C =G+
c.329_336delGAGACTACT
1" F 72 Peeudoprecocious puberty; advanced bone age . nt S p.HEZL+p PAEISNE2 134 C=GT  Norwegian
12 M 132 Precocious puberty with 4 yr; accentuated 1518 nt Sy Swedish

pubertal development at the age of 10y
resulted in short stature (160 cm)

pHE2L+p. P4535/.920 92 1insT+
P03 18X

# Reference value for ndm is 5.97 nmalfiter.
& Siblings.

“ For follow-up, malnourishment was discarded; treatment with hydrocortisone and fludrocortisone (0.05 mafd) was introduced after the first 24 d of life; at the age of
& menths, she presented with hyponatremia and hyperkalemia; therefore, the fludrocortisone dosage was raised to 0.1 mafd, resulting in lectrolyte equilibrium

Ma™* = 134 mmolliter and K* = 4.8 mmol/liter); at the age of 11 yr, due to bad compliance to the treatment, the steroid 170HP levels raised to 78 nmolfiter in
combination with elevated levels androstenedione (4 ma/ml) and high plasma renin activity [17.4 pafliter-h (normal values between 0.15 and 2.33 poditerh;

radicimmuncassay, Incstar, Stillwater, MHN; solid phase)].
“ Siblings.

# Mutations within a chimeric gene in a 30-kb deleted allele.

fParental DMA could not be obtained for segregation analysis, but all mutations were found in heterozygous form, and the most likely genctype is shown here.

7 Reference value is 1.6-7.6 nmol/liter.

F, Female; M, male; ndm, nendiluted measurements; nt, not transmitted; GW, gestational wesks.
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CO5-1 cells with wild-type and mutant CYP21A2 proteins and enzyme
actwity assays were conducted as described betore (14 using 12- instead
of f-well plates.

Detailed description of the i vitro CYP21A2 expression assay has
recently been covered (14). The experiments were repeated five times
for each mutant CYP21A2 using *H-labeled substrates, either 17-
hydroxyprogesterone (17OHP) or progesterone (Amersham Bio-
sciences, Sweden). After thin-layer chromarography, substrates and
products were quantificd by liquid scintillography. The cells were
harvested by trypsination and the ratio of B-galactosidase activity to
rotal protein content was measured to verify the transfection effi-
cicney. Enzyme activities were cxpressed as a percentage of conver-
sion, taking the apparent specific acuvity of the wild-type CYP21A2
as 100%.

To determune the apparent kinctic constants, transiently transfected
CO5-1 cells were incubated with six different steroid concentrations: 0.5,
1.0, 2.0, 3.0, 4.0, and 7.0 pmol/liter. After incubartion, steroids were
extracted and analyzed as described above. The experiments were per-
tormed three rimes for each substrate.

Western blotting

Western blot analyses were performed using polyclonal antubodies
rased in rabbit against human CYDP21 as primary antibody and anti-
rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Scandinavian Diagnostic Scr-
vices, Falkenberg, Sweden) as secondary antibody (14).

Results

The p.G56R murtation (¢. 166G =>A) was identified in the paternal
allele of a patient with SV-210HD. She is compound heterozy-
gous with the IVS2-13A/C>G mutation (Table 1). The novel
mutation p.GS6R almost abolished the enzyme activity toward
17OHP but retained 1.4% of the activity with progesterone as
substrate (Fig. 1A). The p.G56R was nort found in other disease-

=

B
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related (n = 135) ornondisease-related alleles (n = 85), including
nonrelated controls and normal alleles in the obligatory het-
ErOZygous Carriers.

The p.L107R mutation (c.320T>G) was identified in the
marernal allele in two siblings. Both the girl and her brother
have the SV-210HD and carry the p.I172N mutation on the
other allele (Table 1). The p.L142P (c.425T=C) was detected
in the maternal allele of a SW patient who also carries the
pI172N on the other allele (Table 1). Both the p.L107R and
the p.L142P reduced the enzyme activity to the level of SW
murations (Fig. 1A). Neicher p.L107R nor p.L142P was found
in other disease-related (n = 72} or nondisease-related alleles
tested (n = 74).

The p.R408C mutatien (c.1222C=T) was identified in five
Brazilian patients from three nonrelated families (Table 1). The
in vitro assay resulted in an almost abolished enzvme acrivity
toward progesterone (Fig. 1A).

The p.H62L (c.185A>T) was associated with other mu-
tations in both Brazilian and Scandinavian partients. The ma-
ternally inherited allele in the Brazilian parient (Table 1) har-
bors a chimeric gene present in a 30-kb deletion allele. This
gene carries p.P34L (c.101C>T) and p.HA2L mutartions, in
addition to the pseudogene-derived IVS2-13A/C>G and
c.329_336delGAGACTAC. The p.P34L and p.HA2L were al-
ways associated with chimeric genes in 30-kb deleted alleles in
Brazilian parients. Such alleles (—~20% of deleted alleles; FB
Coeli, Lemos-Marint SHV, Aratgjo M, Pauline LC, Lau IF,
Bernardi RD, Petroli R], Soardi FC, Guerra-Junior G, and De
Mello MP, unpublished data) do not bear the p.P30L muta-
tion, which is usually present in chimeric genes. In the Scan-
dinavian partients (Table 1), p.H62L is associated with the
nonclassical p.P4535 murarion (12). The p.H62L reduced the
enzyme activity to 44 and 21% for 17OHP and progesterone,
respectively (Fig. 1A). Kinetic
parameters were investigated

Lo FROGENTERDHE ) T bE for this muration. Dara indicate
= 1004 ot et i) a reducrion in the maximum ve-
= T locity when compared with wild
E ool WI Salderl) M6a7a1lR4Ge-d) 672 type (t test, P < 0.05), whereas
2 RHEL  LLAAMED. Xddaed) W the Michaelis-Menten constant
o o Pougesicialie values were in the same range of
cg WU AELHeR  MedElbed M magnitude for both substrates
;%‘ 0 pHEL 00 1aed  IETLSGrY) P47 {Fig. 1B). For comparison pur-
% C poses, p.P453S activity was
§ 201 ,,@ evaluared under the same exper-
et ,Qb' imenral conditions as for the

of 9704 04 13 i (tpé:‘{‘ @@V ‘* 5?? ‘2@’ p.-H61L. Individually, both mu-
-'.'--.- tations have similar effects on

“ofegess upsges?

FIG. 1. A, Enzymatic activities of normal and mutant P450c21 expressed intact CO5-1 cells. The activities of
the mutant enzymes are represented as percentage of the wild-type (WT) activity, which is arbitrarily defined
as 100%. The values shown in the figure are for the corversion of 170HP to 11-deoxycortisel and for the
conversion of progesterone to 11-deoxycorticosterone at a substrate concentration of 2 um. The bars
represent the mean + 1 so of five independent experiments. B, Apparent kinetic constants for the wild-type
(P450c21) and the p.HE2ZL mutant proteins; values are shown as the mean = 1 sp for three (n = 3)
independent experiments. C, Western blot of CYP21A2 proteins expressed in C0O5-1 cells. The proteins were
collected directly from the culture plate wells after treating the cells with lysis buffer followed by protein
separation in SD5-PAGE. Normal and mutant CYF21A2 proteins were revealed in immunoblottings by using
Maximum velocity; K, Michaelis-Menten constant.

CYP21 rabbit polyclonal antibodies. V|

maxs

enzyme acrivity (Fig. 1A). How-
ever, when the p.H62L muta-
tion was expressed in combina-
tion with the p.P453S muration,
the acrivity of the enzyvme was
reducedto4.1and 2.3% toward
I7OHP and progesterone, re-
spectively, indicating a syner-
gistic effect.
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Western blotting (Fig. 1C) confirmed expression of compa-
rable amounts of wild-type and all mutant CYP21A2 proteins.

Discussion

Transient expression of the p.G56R, p.L107R, p.L142P, and
p.R408C mutants in COS-1 showed CYP21A2 enzymatic ac-
tivity values within the range of classical CAH mutations. The
result of enzyme activity obrained for p.G56R indicartes thart it
might be a SV-related mutation, whereas p.I172N, usually as-
sociated with a SV phenotype, was not used as an internal con-
trol. This mutation should be included in the future functional in
vitro studies of new CYP21A2 murtants. Evidences for the im-
portant role of p.G56 residue are its highly conserved position
among mammalian CYP21 proteins and its location between
two membrane contact regions. The p.GS6R changes a neurral
residue to a basic hydrophilic in the surface region; this probably
disturbs membrane interactions (15).

The p.L142P demonstrated a reduction in the enzyme ac-
tivity to the level of SW mutations. The importance of p.L142
residue for the enzyme activity is highlighted by its conserved
position located within D-helix of the human CYP21A2 (15).
The substitution for a proline mighr lead to an altered struc-
ture causing function impairment as proline is known to po-
tentially break a-helix structures (16). Considering the geno-
type, case 4, who carries p.L142P, would be expected to have
SV-210HD because she is compound heterozygous with
p.I172N. However, the biochemical findings at diagnosis in-
dicated the severe form of the disease (Table 1). Furthermore,
her clinical and laboratorial follow-up confirmed the SW-
210HD. The p.I172N mutation is reported to present high
variability in genotype-phenotype correlations (17). Although
this mutation was not analyzed in this study, its variable ex-
pression and/or the patient’s genetic background may explain
the case 4 phenotype.

The p.L107R demonstrated to be a SW mutation. The p.L107
corresponding amino acid in other mammalian CYP21A2 is ei-
ther a leucine or an isoleucine dictating the conservarion of a
hydrophobic residue. This positionis within an important region
for substrate access and product release (18). The substitution
for a charged residue (R} is likely to disrupt the enzyme function,
as confirmed by the nearly null activity observed in the funcrional
studies (Fig. 1A).

The p.R408C is a rare nonpseudogene-derived mutation de-
scribed before in Brazilians (9) and was associated with SW-
210HD. The identification of additional patients with this mu-
tation indicates that it is diffusing in this population; therefore,
it should be considered in CYP21A2 screening programs. En-
zvme activity data described here establish a good genotype-
phenotype correlation as cases 5-7 and 9 that are compound
heterozygous with null murations and have a SW phenotype. The
p.R408 is the third residue in the ERR-triad (E351/R354/R408),
which acts in the meander as an important stabilizer of the three-
dimensional structure that allow covalent binding of the heme
group (16).

jcem.endojournals.org 2419

patients (19). In two Scandinavian patients, p.H62L muration
was identified in association with p.P453S. Both patients also
presented a phenotype that was clearly much more severe than
the NC-210HD normally associated with p.P453S. In func-
tional assays the p.H62L mutant protein showed an activity
compatible with a NC mutation. Determination of apparent ki-
netic constants revealed that the substrate binding capacity was
within the same magnitude for mutant and normal enzyme (Fig.
1B). Im vitro activity data revealed a synergistic effect of
p.H62L+p.P453, which may explain the mild 5V phenotype of
the Scandinavian patients. Similar results on these mutations
were published during revision of this paper (20).

In summarv, we describe five rare, including three novel
CYP21A2 mutarions causing 2 10OHD. The novel murations pre-
sented activities closer to null than the p.I172N, except p.G56R
that might be SV related. The p.H62L is definitely a NC mura-
tion, but the combination with p 4538 brings the allele closer to
mild SV characteristics. Interestingly, all three novel mutations
were associated with the IVS2-13C wvariant, which can be
dropped out on CYP2IA2 gene PCR selection. We have de-
scribed before the novel ¢.82_83insC mutation (10) also present
insuch alleles. Therefore, the data presented here highlight once
again the importance of considering this effect when analyzing
IVS2-13A/C or IVS2-13C/G heterozyvgous individuals, Further-
more, this paper reinforces that biochemical studies on new mu-
tations are important tools to be used when establishing a correct
genotype-phenotype correlation, thus improving the clinical
management of patients as well as the genetic counseling for the
affected families (7, 8, 16).
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