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aa- aminodcido

A 4- A A4 androstenidiona

ACTH- hormonio adrenocorticotréfico

BSA- albumina sérica bovina

C4 — gene que codifica o quarto componente do complemento

CRH- hormonio liberador de corticotrofina

CYP — familia do citocromo P450

CYP21A2- enzima 21- hidroxilase

CYP21A2 — gene que codifica a enzima 21- hidroxilase

CYP2IAIP —pseudogene de CYP21A2

DHEA - desidroepiandrosterona

DOC - desoxicorticosterona

EDTA - 4cido etilenodiaminotetracetico
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HCA - Hiperplasia Congénita da Adrenal

HLA - complexo principal de histocompatibilidade

IVS — do inglés intervening sequence

Modulo RCCX — nomenclatura utilizada para designar alguns genes contidos em 6p
MLPA - do inglés Multiplex Ligation- dependent Probe Amplification
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p.- posicdo do aminodcido na proteina
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composto S — 11- desoxicortisol

SNP — polimorfismo de um tnico nucleotideo ( do inglés single nucleotyde polymorphic)
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TNXA — pseudogene de TNXB
TNXB — gene que codifica matrix extra celular
UTR - regido nao traduzida (do inglés untranslated region)
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A hiperplasia congénita da adrenal € causada pela deficiéncia de uma das cinco enzimas
responsaveis pela sintese do cortisol na esteroidogénese, sendo que mais de 90% dos
casos ocorrem devido a deficiéncia de 21-hidroxilase (21-OH). O genoma hapléide
humano possui duas copias em tandem do gene que codifica para a 21-OH, denominados
CYP2IA2 e o CYP2IAIP. Embora as duas cépias, CYP2IAIP e CYP2IA2, tenham
aproximadamente 98% de homologia, CYP2IAIP ¢ classificado como um pseudogene,
devido a algumas alteragcdes deletérias em sua seqiiéncia. Foram mapeados no brago curto
do cromossomo 6, assim como os genes RP, C4 ¢ TNX também duplicados em tandem.
Este loco é denominado modulo RCCX, onde cada letra representa um gene. Uma
conseqiiéncia esperada deste tipo de organizagdo € que esta favorece eventos de crossing-
over desigual, produzindo cromdtides irmas assimétricas e pares de gametas com um
nimero varidvel de unidades completas. O crossover desigual ndo gera somente um tipo
definido de delecdo (alelos monomodulares), de duplicacdo (alelo trimodular) ou de
conversdo (alelo bimodular), mas pode, dependendo da sua exata localiza¢do, produzir
um grande nimero de alelos diferentes, com significados funcionais varidaveis. O objetivo
deste trabalho foi investigar a variabilidade dos genes hibridos CYP21A21P/CYP21A2
quanto a regido de recombinacao nos alelos monomodulares, bimodulares e trimodulares
de individuos com deficiéncia de 21- hidroxilase. Foram incluidos 55 pacientes com
deficiéncia de 21 — hidroxilase, que foram avaliados por Southern blot, Multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA), PCR - Alelo especifico (ASO-PCR) e
seqiienciamento. Na triagem por Southern blot foram identificados 26 alelos mono-, 26
bi- e 5 trimodulares com provdveis genes hibridos. Foi identificado um alelo
monomodular novo portador da variante C4AIO4 K] que se mostrou unico inclusive quanto
a formacao hibrida CYP21A21P/CYP21A2. Com a técnica de MLPA foi possivel mapear
trés regides principais de recombinacido dos genes hibridos CYP2IA21P/CYP21A2 nas
trés configuracdes alélicas. Além disso, foram identificados possiveis hibridos dos genes
C4A e B, tanto nas configuracbes mono quanto nas bimodulares. Assim, ficaram
definidos 5 hapl6tipos monomodulares, 7 bimodulares e 3 trimodulares. As técnicas de
ASO-PCR e sequenciamento para andlise dos hibridos CYP2IA21P/CYP21A2 e dos
CYP2]A21P nos alelos bi e trimodulares refinaram a caracteriza¢do subdividindo estes
haplétipos em 10 mono, 15 bi e 5 trimodulares. Dado o alto grau de variabilidade
encontrado ndo foi possivel se identificar efeito fundador de nenhum haplétipo especifico
para a deficiéncia de 21-hidroxilase. Por outro lado, um haplétipo novo correspondendo a
cerca de 15% dos monomodulares foi caracterizado como portador das mutagdes p.P34L
e p.H62L e um haplétipo igualmente ndo descrito portador da p.H62L foi encontrado
entre os bimodulares. SNPs no terminal 5’UTR, no intron 2 e no éxon 7 responderam
pela diferenciacao principal entre os hibridos tanto nos haplétipos de mesmo grupo como
na comparacdo entre os de grupos diferentes. Este trabalho indica que a combinagdo de
quatro técnicas e o estudo de segregacdo nas familias foram fundamentais para o
esclarecimento dos genétipos dos pacientes. Os genes hibridos podem estar relacionados
as formas clinicas perdedora de sal, ndo perdedora de sal e ndo cldssica dependendo da
regido onde ocorre a recombinac¢do para sua formagao.
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Congenital adrenal hyperplasia is caused by deficiency of one of the five enzymes
responsible for cortisol synthesis in the steroidogenesis. More than 90% of the cases
occur due to deficiency of 21-hidroxilase (21-OH). The haploid human genome bears two
copies in tandem of 21-OH coding gene, CYP2IA2 and CYP21AIP. Although the two
copies are approximately 98% homologous, CYP2IAIP is a pseudogene, due to some
deleterious mutations. They map to the short arm of chromosome 6, as well as RP, C4
and TNX genes which are also duplicated in tandem. This locus is called RCCX module,
each letter representing one gene. An expected consequence of such organization is that it
favors events of unequal crossing-overs, producing pairs of gametes with different
number of complete units. The aim of this investigation was to estimate the variability of
CYP2IA21P/CYP21A2 chimeric genes based on the region of recombination in the
monomodular, bimodular and trimodular alleles in patients with 21-hydroxylase
deficiency. Fifty-five patients were included for Southern blot, Multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA), Allele-specific PCR (ASO-PCR) and
sequencing analyses. Southern blot identified alleles which were: mono (n = 26), bi (n =
26) and trimodular (n = 5) with chimeric genes. A novel monomodular allele was
identified that carry C4A'* *! variant and also bore an unique CYP21A21P/CYP21A2
formation. MLPA technique mapped three main recombination regions in
CYP21A21P/CYP21A2 chimerical genes in the three RCCX configurations. Moreover, it
indicated possible chimeric C4A and B genes in both mono- and bimodular
configurations. Therefore, five mono-, seven bi- and three trimodular haplotypes had
been defined. Both ASO-PCR and sequencing techniques for CYP21A21P/CYP21A2 and
CYP21A21P analysis had refined the characterization subdividing these haplotypes in ten
mono-, fifteen bi- and five trimodular. Considering the high degree of variability
observed it was not possible to identify a founder effect of any specific haplotype for the
deficiency of 21-hidroxilase. Conversely, a novel haplotype corresponding to about 15%
of the monomodular alleles was characterized as carrying the mutations p.P34L and
p-H62L and, similarly one haplotype carrying the p.H62L was found among bimodular
alleles. SNPs in the 5 ' UTR, intron 2 and exon 7 were responsible for the main
differentiation among chimerical genes within a group as well as upon comparison
between different groups. The results presented here indicate that the combination of four
different techniques and the study of segregation in the families had been essential for
defining the genotypes of the patients. It is also shown that CYP2IA21P/CYP2IA2
chimeric genes can be related to different clinical forms: salt losing, non-salt losing and
non-classical depending on the region where the recombination for its formation occurs.
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1.1-  Esteroidogénese

O cortex da adrenal secreta dois tipos principais de hormonios adrenocorticais, 0s
mineralocorticéides e os glicocorticdides. Além desses hormonios, sdo secretadas pequenas
quantidades de hormonios sexuais, sobretudo hormoénios androgénicos, que exercem efeitos
semelhantes aos do hormdnio sexual masculino, a testosterona. Em condi¢des normais, tais
hormodnios t€ém pouca importancia; mas, em certas anormalidades do cértex da adrenal,
observam-se secre¢des de quantidades elevadas, podendo resultar em efeitos
masculinizantes. O cértex da glandula adrenal apresenta trés camadas distintas e cada uma
produz uma categoria de hormonio esteréide. Na zona glomerulosa sdo produzidos os
mineralocorticéides, onde o principal € a aldosterona que regula a retencdo de sddio renal,
influencia tanto o balanco de eletrdlitos quanto o volume e pressdo sanguineos. Na zona
fasciculada sdao produzidos os glicocorticéides onde o principal € o cortisol, que determina
uma grande variedade de fungdes organicas. Finalmente, na zona reticular ha producdo de
andrégenos adrenais desidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona, bem como
pequenas quantidades de estrogénios e alguns glicocorticéides que sdo responsdveis pelo
desenvolvimento de caracteres sexuais secunddrios. Estes andrégenos adrenais podem,
quando em excesso, causar virilizacdo em individuos do sexo feminino (KEEGAN, C.E. e
KILLEEN, A.A., 2001, MILLER, W.L., 2008).

O transporte do colesterol para as células adrenais é regulado pelo ACTH por
mecanismo de retroalimentacdo negativa que pode alterar acentuadamente a quantidade
disponivel para a sintese de esterdides. O ACTH, que estimula a sintese adrenal de
esterdides, aumenta o nimero de receptores de LDL nas células adrenocorticais, € aumenta
também a atividade das enzimas que liberam o LDL. Uma vez no interior da célula, o
colesterol € levado para as mitocondrias, onde € clivado pela enzima colesterol desmolase
para formar pregnenolona. Esta etapa limita a intensidade da sintese subseqiiente dos
esteroides adrenais. Em todas as trés zonas do cortex da adrenal, essa etapa inicial da

sintese de esterdides é estimulada pelos diferentes fatores que controlam a secre¢do dos
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principais produtos hormonais, a aldosterona e o cortisol (Figura 1) (MILLER, W.L.,
2008).

O eixo hipotaldmico - hipofisdrio € regulado por retroalimentacdo negativa pelo
cortisol (Figura 1). Quando o cortisol ndo estd presente, ou estd disponivel em menor

quantidade ocorre um super-estimulo da glandula adrenal tornando-a hiperplésica.

3 i estimulo s estimulo
Hipotdlamo B Hipotilamo | &~
CRH CRH
\ Y.
v ¢
Hipofise Hipoéfise
A A
ACTH g ¢ ACTH
v =
= = =
Cortex E Cortex
Adrenal Adrenal
Cortisol [
! . 4
emeré_ldes esteroides
sexuais (A} sexuals (B}

Figura 1: A) Processo normal de inibicdo do eixo hipotdlamo-hipdfise exercida pela
presenga do cortisol circulante; B) Liberacdo do eixo hipotdlamo-hip6fise
causada pela auséncia de cortisol circulante levando a hiperplasia da glandula
adrenal.

1.2-  Hiperplasia Congénita da Adrenal

Hiperplasia Congénita da Adrenal (HCA) é uma doenca autossdOmica recessiva,

definida como um erro inato do metabolismo na sintese de cortisol a partir do colesterol.
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A prevaléncia da HCA ocorre entre 1:5.000 e 1:15.000 nascimentos (WHITE, P.C. e
SPEISER, P.W., 2000). A HCA pode ser ocasionada por deficiéncia de pelo menos uma

das cinco enzimas envolvidas na esteroidogénese no cortex da glandula adrenal (Figura 2).

Citocromo P450 é a denominacdo para a familia de enzimas oxidativas. Recebem este

nome por absorverem luz a 450 nm, todas possuem cerca de 500 aminoécidos e contém um

grupo heme (KEEGAN, C.E. e KILLEEN, A.A., 2001, MILLER, W.L., 2008).
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Figura 2: Esteroidogénese no coértex da adrenal - via metabdlica dos mineralocorticéides e

glicocorticdides e dos hormonios androgénicos.
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1.3- Deficiéncia de 21-hidroxilase

A deficiéncia de 21-hidroxilase € responsdvel por 95% dos casos de HCA
(KEEGAN, C.E. e KILLEEN, A.A., 2001, WHITE, P.C. e SPEISER, P.W., 2000). Essa
enzima participa da sintese do cortisol e aldosterona no processo de esteroidogénese da
glandula adrenal. Na diminuicdo ou auséncia de sua atividade, as conversdes de
progesterona (P) e de 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) para desoxicorticosterona e 11-
desoxicortisol, respectivamente, sdo alteradas deixando de sintetizar a aldosterona e o
cortisol eficientemente (Figura 2). Em conseqiiéncia da falta do cortisol, hd perda do
feedback negativo, o que resulta em elevados niveis de ACTH (Figura 1), levando a super
producdo e ao actimulo dos compostos que antecedem o bloqueio: a P na via dos
mineralocorticéides e a 17-OHP na via dos glicocorticéides; em resposta ao acimulo destes
compostos, hd um desvio da sintese para o sentido de uma secrecdo de andrégenos: a
DHEA e A4-A (Androstenediona), que é convertido em testosterona (Figura 2). Altas
concentracdes plasmadticas desses andrégenos no inicio da gestagdo causam virilizagdo da
genitdlia externa em fetos femininos (NEW, M.1L., 2003).

Essa deficiéncia € clinicamente classificada em duas formas: a forma classica, na
qual ocorre o bloqueio total ou parcial da atividade enzimadtica, estando presente no
nascimento e a forma nao classica (SPEISER, P.W. et al., 1985), que envolve somente
bloqueio parcial da atividade enzimédtica, manifestando-se geralmente na infancia ou no
inicio da adolescéncia. A forma cldssica de HCA pode ser do tipo virilizante simples (VS)
ou perdedora de sal (PS), sendo estes dois tipos distinguidos pela capacidade de sintetizar
ou nao quantidade suficiente do mineralocorticéide aldosterona (FIFE, D. e RAPPAPORT,
E.B., 1983, NEW, M.L, 1995).

A incapacidade de sintetizar aldosterona leva a crises de perda de sal associadas a
graves hiponatremia, hipercalemia e hipovolemia com acidose metabdlica, perda do tonus
vascular e choque hipovolémico, que em muitos casos pode ser fatal (MILLER, W.L.,
1991, NEW, M.1,, 1995). Pacientes ndo tratados podem ir a 6bito nas primeiras semanas de

vida pela incapacidade de reter sédio (NEW, M.1. e LEVINE, L.S., 1984). Os sintomas de
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perda de sal podem ocorrer a qualquer instante apds os primeiros dias de vida, enquanto
que a virilizagdo costuma se tornar evidente apos um ano e meio de vida. Niveis elevados
de andrégenos afetam o desenvolvimento da genitdlia externa (MILLER, W.L., 1991).
Deste modo, a crianga com o genétipo 46,XX portadora da forma cldssica, apresenta
virilizag@o ja na vida intra-uterina. Como a intensidade do bloqueio enzimdtico pode ser
varidvel, a genitdlia externa pode se apresentar com graus diferentes de virilizacdo: desde
uma leve clitoromegalia at€é uma fusdo completa de pregas labiais, assemelhando-se a uma
genitdlia do tipo masculino, porém com gonadas ndo palpaveis (Figura 3). No gendtipo
46,XY pode haver macrogenitossomia neonatal, porém o mais comum € a crianga
desenvolver sinais de hiperandrogenismo apds os primeiros 6 a 12 meses de vida
(MILLER, W.L., 1991, NEW, M.L, 1995).

Em ambos os sexos a secre¢do excessiva de androgenos pela adrenal também
resulta em rdpido crescimento somdtico, com avanco da idade 6ssea durante os primeiros
anos de vida, mas desenvolve um adulto com estatura baixa devido a fusdo precoce das
epifises, quando hd tratamento inadequado ou auséncia de tratamento. Entretanto a
diferenciacdo dos 6rgdos internos é sempre normal, ndo sendo afetada por andrégenos

(HOMMA et al.2004).

MORMAL Q I v v

ww@\%w%
N 1

RO EROERCERLSERS

Figura 3: Representacdo dos 5 graus de diferenciacdo anormal das genitdlias femininas
definido por Prader. A genitdlia normal, passando por uma genitdlia ambigua até
completa virilizacao.
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1.4- O Médulo RCCX (Organizacao do locus)

O gene que codifica a enzima CYP21A2 estd localizado no cromossomo 6p21.3
entre os locos HLA-B e HLA-DR assim como os genes de histocompatibilidade da classe
III, que sdao o segundo componente do complemento C2, o fator Bf e os genes que
codificam para as duas formas do quarto componente do sistema complemento sangiiineo
(C4A e C4B) (DUPONT, B. et al., 1977, KEEGAN, C.E. e KILLEEN, A.A., 2001). Dois
grupos de pesquisa (CARROLL, M.C., CAMPBELL, R.D. e PORTER, R.R., 1985,
WHITE, P.C. et al., 1985), estabeleceram que o genoma hapléide humano inclui duas
copias do gene que codifica para a CYP21A2, denominados CYP2IA2 e o CYP2IAIP.
Esses genes estdo, respectivamente, localizados a aproximadamente 3 kb do terminal 3° dos
dois genes que codificam para o complemento C4, o C4B e o C4A, que sdo altamente
homoélogos (99%) (MIGEON, C.J. e DONOHOUE, P.A., 1991, RUMSBY, G. et al., 1988,
STRACHAN, T., 1989, WHITE, P.C., et al., 1985, WHITE, P.C., NEW, M.I. e DUPONT,
B., 1986).

Da mesma forma as duas coOpias, CYP2IA2 e CYP2IAIP, guardam
aproximadamente 98% de similaridade entre suas seqiiéncias de nucleotideos (éxons),
sendo CYP2IAIP um pseudogene resultante de algumas alteracOes deletérias na sua
seqiiéncia (HIGASHIL, Y. et al., 1986, KEEGAN, C.E. e KILLEEN, A.A., 2001, WHITE,
P.C., NEW, M.I. e DUPONT, B., 1986). Além destes, dois outros genes, TNXA e TNXB,
sdo transcritos a partir da fita oposta e sobrepdem o terminal 3’ dos CYP2IAIP e
CYP21A2, respectivamente (GITELMAN, S.E., BRISTOW, J. e MILLER, W.L., 1992,
MOREL, Y. et al., 1989). Dois genes nao traduzidos, YA e YB, sdo também codificados e
transcritos na mesma dire¢do e em sobreposicdo aos genes CYP2IAIP e CYP2IA2
(BRISTOW, J. et al., 1993a). Devido a esse acimulo de genes o loco recebeu o nome de
moédulo RCCX (Figura 4), que inclui os genes RP, C4, CYP21 e TNX (LEE, H.H., 2005,
YANG, Z. et al., 1999).
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CYP21A1P 2 CYP21A2
5 3’ Sentido da transcrigo A
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e B
Sentido da transcricao < TNXA ! TNXB IE
e 5
3 | 30kb |

Figura 4: Representacdo esquematica da configuracdo do loco RCCX e dos genes que o
compdem; A e B sdo fitas de DNA complementares; as setas indicam o sentido
da transcricao.

Tal complexidade na organizacdo do loco favorece eventos de recombina¢do com
emparelhamento desigual (KOPPENS, P.F. et al., 2003, LEE, H.H., 2005, YOSHINO, M.
et al., 1994 HUGHES, A.L., 1999), produzindo gametas com diferentes nimeros de copias
génicas e, conseqilentemente, uma variabilidade alélica significativa. No geral, existem
duas unidades repetidas C4/CYP21A2 cuja média de tamanho é cerca de 30 kb, mas
unidades individuais podem ter até 33 Kb (unidades longas - L) ou 26,5 Kb (unidades
curtas - S) em conseqiiéncia de um polimorfismo no gene C4B (PALSDOTTIR, A. et al.,
1987, YANG, Z., et al., 1999). Portanto, se for considerado o médulo RCCX podem ser
encontradas unidades monomodulares, bimodulares ou trimodulares com as respectivas
variagOes longas e curtas. As freqiiéncias desses rearranjos na popula¢do em geral sdo,
respectivamente, 17%, 69% e 14% (BLANCHONG, C.A. et al., 2000). Como a
organizacdo bimodular parece ser conservada em muitas espécies, considera-se que as
unidades monomodulares e trimodulares sejam resultantes de eventos de recombinacdo
com emparelhamento desigual (STRACHAN, T., 1989, STRACHAN, T., 1990,
STRACHAN, T. e WHITE, P.C., 1991). Os alelos encontrados nas diversas populacdes
estudadas indicam que os rearranjos podem ocorrer em varios pontos da unidade génica de
30 kb (C4/CYP21A2) tanto dentro do gene CYP2IA2 (COLLIER, S. et al, 19809,
DUNHAM, L et al., 1989, HAGLUND-STENGLER, B. et al, 1991, HELMBERG, A.,
1993, HIGASHL, Y. et al., 1988, WHITE, P.C. et al., 1988) como dentro dos genes C4.
Dentre alelos trimodulares e monomodulares, sdo mais freqiientes os que envolvem a

unidade CYP2IAIP+C4B (Figura 5) (DE-ARAUJO, M. et al., 1996, LOBATO, M.N.,
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ALEDO, R. e MESEGUER, A., 1998, PAULINO, L.C. et al., 1999, SPEISER, P.W.,
NEW, M.I. e WHITE, P.C., 1988) e, apesar de nao estarem relacionados com a deficiéncia
de 21-hidroxilase, eles predispdem o portador a gerar novos alelos afetados, por facilitar o
emparelhamento cromossomico desigual na meiose I (SINNOTT, P. et al., 1990). Apenas o
crossover dentro ou, nas extremidades das coOpias CYP2IA2 gerando gametas com a
delecdo de uma unidade C4B/CYP21AIP é de importincia para individuos com deficiéncia
de 21-hidroxilase. Se o crossover ocorrer em um ponto dentro das seqiiéncias de CYP21A2,
o gameta resultante da delecdo de aproximadamente 30 kb serd portador de um gene
hibrido formado pela por¢do 3’ do pseudogene CYP2IAIP e a por¢do 5’ do gene CYP21A2
funcional, CYP21A1P/CYP21A2 nao funcional. Estes alelos sdo referidos geralmente com a
expressao generalizada, porém inadequada, de “delecdo de CYP21A2” (BORMANN, M. et
al., 1992, HELMBERG, A. et al., 1992).
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Figura 5: Conformacao alélica do loco C4/CYP21. A) alelo monomodular com dele¢do da
unidade génica C4B+CYP21A1P; B) alelo bimodular a forma mais freqiiente
encontrada em humanos; C) Alelo trimodular duplicagdo da unidade génica
C4B+CYP21A1P.
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Outro evento mutacional que forma um gene hibrido € o que se convencionou
denominar de conversdo génica em larga escala (SPEISER, P.W. er al., 1992,
STRACHAN, T., 1989, STRACHAN, T., 1990, STRACHAN, T. e WHITE, P.C., 1991). O
gene hibrido neste caso pode surgir pela ocorréncia de dois eventos de crossing-over
desiguais entre as fitas emparelhadas incorretamente (Figura 6), ndo havendo perda de
DNA. No entanto, o crossing-over desigual ndo gera somente um tipo definido de delec¢ao,
de duplicacdo ou de conversdo, mas pode, dependendo da sua exata localizag¢do, produzir

um grande numero de alelos diferentes, com significados funcionais varidveis.

C4 CY21A1P C4 CYP21A2
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Figura 6: Eventos de recombinacdo durante a meiose I, devido a emparelhamentos
desiguais. Os retdngulos em azul evidenciam as formacdes alélicas que serdo o
foco deste trabalho. Os retangulos vermelhos e laranjas representam os genes
hibridos CYP2IAIP/CYP21A2. As letras minasculas a, b, ¢, d indicam

diferentes regides de recombinacdo e as setas mostram o produto gerado em
cada recombina¢io nao homoéloga.
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1.5- Gene CYP2IA2

O gene CYP2]A2 € composto por 10 éxons e codifica uma enzima microssomal

CYP21A2 de 494 ou 495 aminoacidos com 55 kDa e tem atividade de 21 hidroxilase sobre

os substratos de progesterona (P) e 17-hidroxiprogesterona (17-OH P) nas vias

mineralocorticdide e glicocorticéide, respectivamente (Figura 2). CYP2IA2 apresenta

duplicado em tandem um pseudogene, CYP2IAIP. A Hiperplasia Congénita da Adrenal

por deficiéncia de 21-hidroxilase ndo € devida exclusivamente a alteracOes provenientes do

pseudogene (CYP21AIP), conhecidas como microconversdes, mas também por mutacdes

raras e grandes rearranjos génicos, que explicam de 20 a 30% dos casos (TAJIMA, T.,

FUJIEDA, K. e FUJII-KURIYAMA, Y., 1993).

Sentido da trancricdo aénica

C4A CYP21A1P  C4B

CYP21A2

3’
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— - ?i S B8

siang'wz §L2:81 .5)(318 i Q318
L30 A8 cL6 W356 P30 A8 CL6 R356
CYP21A1P CYP21A2

Figura 7: Oito alteracdes provenientes do pseudogene CYP2IAIP — microconversdes. Os
retangulos verdes representam os genes C4A e C4B, os retangulos vermelhos e
laranjas representam CYP2IAIP e CYP2IA2, respectivamente. T = sitio de
reconhecimento da enzima de restricdo Tag I. Cada uma das oito alteracdes estd
representada pelos aminodcidos alterados em CYP2IAIP e pelos aminodcidos da
proteina normal em CYP2]A2, no caso das mutagdes missense e, por N e M nas
alteracOes de splicing, delecdo e cluster de mutagdes para as seqii€éncias normais

€ mutantes, respectivamente.

Cerca de 75% das alteracdes de CYP21A2 sdo devidos a microconversdes, ou seja,

mutagdes pontuais ou conjuntos de mutagcdes que na maioria das vezes sdo provenientes do
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seu pseudogene CYP2IAIP. Sdo nove as principais alteracdes provenientes do pseudogene
(Figura 7). A alteracdo ivs2-13 A/C>G, que cria um sito de splice alternativo no intron 2, €
a mais freqiiente nas 15 nacionalidades diferentes apresentadas na Tabela 1. A segunda
mais freqiiente é a p.I172N no éxons 4, seguida da p.V218L no éxons 7. As outras
alteragdes se distribuem de maneira mais uniforme (RAMAZANI, A. et al., 2008).

No terminal 5’ existe uma variagdo polimoérfica no sitio reconhecido pela enzima de
restricdo Taq I, com esta variacdo € possivel distinguir o gene CYP21A2 de seu pseudogene
CYP2IAIP. Ap6s Southern blot seguido de hibridizacdo com sonda especifica, sdo
observados fragmentos de 3,7 kb correspondente ao gene ativo e de 3,2 kb correspondente
ao pseudogene (KOPPENS, P.F. et al., 1992). Desta forma é possivel detectar os grandes
rearranjos génicos, ou seja, duplicagdes, delecdes e a formagdo de alelos com conversdao
génica. Alelos com delecdao e com conversdo génica apresentam genes hibridos que sdo
constituidos pela regido 5° de CYP2IAIP e o terminal 3° de CYP2IA2 (JAATINEN, T. et
al., 2002, LEE, H.H. et al., 2002).
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Tabela 1: Distribui¢do das oito mutagdes mais freqiientes em 15 populacdes diferentes

Nacionalidade
EUA
Suécia
Inglaterra
Franca
Italia
Japao
China
Turquia
Espanha
Chile
México
Argentina
Finlandia
Iran
Brasil
Brasil

Brasil

Nuamero
de alelos

394
400

284
258
146
102
40
31
58
126
94
72
102
100
74
91
228

2%
2%

0%
nd
4%
0%
nd
0%
2%
nd
9%
nd
nd
0%
nd
1%
2%

Ivs2 -13
p.P30L  A/C>G

31%
27%

40%
21%
20%
29%
25%
22%
26%
19%
48%
18%
12%
28%
25%
14%
20%

2.706-
713del8  p.J172N

4%
1%

0%
4%
nd
0%
nd
3.2%
5%
nd
2%
4%
nd
13%
1%
1%
1,3%

10%
20%

7%
9%
6%
14%
28%
11,4%

2%
7%
12%
15%
29%
9%
19%
20%
14%

Cl6*

4%
5%

0%
6%
12%
4%
5%
3.2%
5%
10%
1%
nd
10%
3%
5%
nd
nd

9%
6%

0%
17%
11%
1%
nd
0%
17%
nd
9%
nd
3%
3%
4%
18%
18%

4%
2%

0%
4%
8%
0%
8%
8%
4%
9%
4%
14%
2%
9%
11%
1%
5,7%

p.V281L p.Q318X p.R356W

4%
4%

10%
nd
nd

14%

10%

9,6%

4%

11%
7%
6%
nd
5%
8%
6%
7%
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1.6- O gene C4

O quarto componente do sistema de complemento sanguineo, C4, é um fator
essencial para a resposta imunoldgica humoral. Ao contririo dos outros genes que
compdem o modulo RCCX, que apresentam um gene e um pseudogene, os dois genes C4
sdo funcionais (SZILAGYI, A. et al., 2006). O ntimero total de copias do gene C4 em
organismos diploides pode variar de zero a seis copias (SZILAGY]I, A, et al., 2006).

Os genes C4 sdo denominados de C4A e C4B. Cada gene C4 é composto por 41
éxons e o tamanho génico € dicotdmico variando entre 14.6 e 21 kb. Delecdo ou duplicacio
dos genes C4A e C4B ocorrem, geralmente, com dele¢do e duplicacdo de CYP2IAIP e
CYP2IA2 (LEE, H.H., 2005, YANG, Z., et al., 1999). Observa-se para o gene C4A
fragmentos de 7,0 kb ou o fragmento de 6,4 kb. Para o gene C4B sdao observados
fragmentos de 6,0 kb e ou fragmentos de 5,4 kb. Esta variagdo de tamanho é devida a
presenga de retrovirus endégeno HERV-K(C4) no intron 9, quando ele estd presente no
gene C4A ou no gene C4B gera os fragmentos maiores (YANG, Y. et al., 2003, YU, C.Y.,
1991). O significado fisiologico desta familia de retrovirus endégeno ainda ndo foi
esclarecido. A forma mais freqiiente de C4A € a que possui a integracdo do retrovirus, ou
seja, os fragmentos de 7,0 kb (a forma 6,4 kb € mais rara na populacdo humana). Os genes
C4A e C4B duplicados em tandem produzem proteinas distintas tanto fisiologicamente
quanto imunologicamente. A presenca ou auséncia do retrovirus endogeno € devido a
eventos de recombinacdo nestes genes. Quando € detectada a presenga do gene C4A em um
fragmento de 6,4 kb (através de RFLP do sitio Tag I), o que ocorre na realidade é a
presenca de um gene hibrido formado pelo terminal 5° do gene C4A (7,0 kb) e pelo
terminal 3’ do gene C4B que ndo tem o retrovirus endégeno em seu intron 9 (5,4 kb)). O
terminal 3’ do gene C4B localiza-se a 2.466 pb antes do sitio de inicio de transcri¢do (start
codon) do gene CYP2IA2. Seqiiéncias promotoras necessdrias para a transcri¢do do gene

CYP21A2 estao contidas no intron 35 do gene C4B (WIJESURIYA, S.D. et al., 1999).
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1.7- Gene TNX

Um outro par de genes, XA e XB, também duplicados em tandem como os genes C4
e CYP2] sdo transcritos no sentido oposto ao destes genes (Figura 4). O ultimo éxon dos
genes XA e XB sobrepdem o terminal 3’ da regido do éxons 10 de CYP2IAIP e CYP21A2,
respectivamente. O gene XB tem 68,2 kb de DNA, é composto por 45 éxons e codifica um
mRNA de 12 kb e o gene XA é um pseudogene. Quando avaliados por RFLP do sitio da
enzima de restricdo Tagq I, assim como CYP21 e C4, também apresentam variacdo. O genee
TNXB apresenta fragmento de 2,5 kb e o pseudogene TNXA fragmento 2,4 kb (KOPPENS,
P.F., et al., 2003). A identificacdo de um paciente com delecdo de CYP2IA2 e XB que
apresentava deficiéncia de coldgeno sugeriu que o gene XB estaria envolvido com a
producdo de coldgeno (BRISTOW, J. et al., 1993b). Como a estrutura da proteina predita
pelo gene XB apresentava semelhanca com a de tenascinas, assim foi renomeado tenascin-
X (BRISTOW, J., et al., 1993b). BURCH, G.H. et al., (1997) relacionaram a deficiéncia de
TNX com a sindrome de Ehlers-Danlos.

Os 4,5 kb do gene TNXA truncado e duplicado correspondem a regidao do intron 32
ao éxons 45 do TNXB (JAATINEN, T., et al., 2002). O gene TNXA contém uma delecdo de
120 pb no limite éxons/intron 36 gerando um codon de parada prematuro (frameshift), desta
forma é considerado um gene ndo funcional (MOREL, Y., et al., 1989, YANG, Z., et al.,
1999). Entretanto o transcrito de TNXA € detectado no cortéx da adrenal apesar de ndo ter
sido observada a producdo de proteina. (TEE, M.K. et al., 1995), identificaram transcritos
menores de TNXB (XB-S), na glandula adrenal. Estes transcritos eram gerados devido a
uma seqiiéncia promotora presente no intron 26 do gene TNXB. Esta sequencia € identica a
regido promotora presente no gene TNXA. A funcdo da proteina XB-S da familia da

tenascina ainda nao € conhecida.

1.8- Gene RP

Shen, et al .(1994) isolaram o cDNA que codifica a STK19, que recebeu o nome de

RP em homenagem ao ganhador do prémio Nobel de Imunoquimica Sir Rodney R. Porter.

Shen, et al .(1994) descobriram que o gene STK19 (serina treonina kinase) contém 9 éxons
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e localiza-se 611 pb antes do gene C4A. O gene RP2 contém 913 pb que corresponde a
duplicacdo dos ultimos dois éxons e meio de RPI (YANG, Z., et al., 1999). As cinco
primeiras regides do gene STK/9 sdo ricas em seqiiéncias CpG e existem também 8
elementos Alu no intron 4. Foram detectados alguns transcritos com 1,6 kb e com 1,8 kb. O
gene RP] codifica uma proteina nuclear que provavelmente € uma serina/treonina kinase.
A proteina € composta por 364 aa e possui uma extremidade hidrofilica N-terminal e uma
C-terminal que por sua vez apresenta regides hidrofilicas e hidrofébicas alternadas. STK19
contém um possivel sitio de ligacdo para sinalizagdo intranuclear, multiplos sitios

potenciais de fosforilacdo (YANG, Z., et al., 1999).

1.9- Pseudogenes

Pseudogenes sdo seqiiéncias de DNA que derivaram de um gene funcional, mas
adquiriram mutacdes que impedem sua tradu¢do em proteina. As comparacOes entre
seqiiéncias revelaram evidéncias de homogeneizacdo intra-especifica (em conjunto com a
evolugdo) dos genes CYP2I, provavelmente durante o processo de expansdo e reducio, que
sdo resultados de freqiientes e desiguais crossing-overs. As unidades gé€nicas sofrem
alteracOes pontuais e estas mudancas podem introduzir variabilidade génica. Um dos
fatores evolutivos mais importantes é a mutacdo, onde seqiiéncias de DNA podem ser
alteradas. As unidades génicas sofrem alteragdes pontuais causadas por estas mutacoes,
resultando em variabilidade génica Sendo assim, existe um grande interesse no campo da
evolucdo molecular em determinar padroes de mutacdes espontaneas (BEALE, D. e
LEHMANN, H., 1965, ZUCKERKANDL, E., DERANCOURT, J. e VOGEL, H., 1971).
As mutacgdes sio definidas como erros na replicagdo ou na corre¢do da seqiiéncia de DNA.
Podem ser classificados em: 1 - substituicio; 2 - recombinacdo; 3 — delecdo; 4 - inser¢ao; e.
5 - inversdo. Quando inseridas em um gene funcional podem torni-lo ndo funcional. A
Figura 1 mostra um simples método para inferir uma substituicdo em uma seqii€ncia de
pseudogene (GOJOBORI, T., LI, W.H. e GRAUR, D., 1982, LI, W.H., WU, C.I. e LUO,

C.C., 1984).. A seqiiéncia 1 € um pseudogene, a seqiiéncia 2 € a funcional equivalente da
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mesma espécie e a seqii€éncia 3 € a seqiiéncia funcional que divergiu antes de surgir o

pseudogene.

Seqliéncia 3
Sequiéncia 1 Sequiéncia 2 Gene funcional
Pseudogene Gene
funcional

Figura 8: Uma drvore para inferir a parte de substituicdo nucleotidica em uma seqiiéncia de
pseudogene. A linha pontilhada representa a seqiiéncia ndo funcional
(pseudogene) (LI, W.H., WU, C.I. e LUO, C.C., 1984).

As alteragdes observadas sdo randomicas e as taxas de mutagdes variam de
nucleotideo para nucleotideo. As seqiiéncias génicas podem derivar de um ancestral comum
e em momentos diferentes divergirem ou para outro gene funcional ou, entdo, quando
associadas a alteragdes que modificam o quadro de leitura, divergirem para genes nao
funcionais (Figura 8). CYP2IAIP em humanos € um pseudogene devido a trés alteracOes
deletérias: delecdo de 8 pb no éxon 3, insercdo de 1 pb no éxon 7 e, uma alteragdo pontual
no éxon 8. As duas primeiras causam alteracdo do quadro de leitura (mutacio frameshift)
originando um transcrito truncado e a ultima causa uma termina¢do prematura do transcrito
(mutagdo nonsense) (HIGASHI, Y., et al., 1986, WHITE, P.C., NEW, M.1. e DUPONT, B.,
1986). Kawaguchi et al. (1992) demonstraram que a delecdo de 8 pb também estava
presente em chimpanzé, entretanto as duas outras alteracdes ndo foram encontradas em
chimpanzé, gorila ou orangotango. Em gorila e orangotango, entretanto, copias extras de
CYP2] sao inativas por outras alteracdes de modo que o nimero de copias funcionais é
reduzido em cada espécie. A delecdo de 8 pb observada em chimpanzé, sugere que esta

espécie também tenha um pseudogene. E possivel que o gene CYP2IAIP tenha sido
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silenciado entre 5 e 7 milhdes de anos atrds (KAWAGUCHI, H. et al., 1990). Uma possivel
alternativa €, entretanto que ambos os cromossomos com unidades mono- ou bimodulares
sejam formas polimérficas de um unico ancestral (KAWAGUCHI, H., OHUIGIN, C. e
KLEIN, J., 1992).

1.10-  Delecao, Duplicaciao e Conversao Génica

O nuamero de copias dos genes C4 e CYP21 presentes em humanos ndo € constante.
Pode ocorrer aumento ou diminui¢do das cépias. Bontrop er al., (1991) estudaram
polimorfismos dos genes C4 e CYP2] em algumas espécies de primatas. Apés RFLP com a
enzima Tagq I foram observados apenas um haplétipo para chimpanzés, um para gorilas, trés
para orangotangos, cinco para macacos Rhesus e sete diferentes haplotipos para humanos.
Destes sete o haplétipo mais freqiilente em humanos foi o bimodular RCCX/RCCX
(BLANCHONG, C.A., et al., 2000, BONTROP, R.E. et al., 1991). J4 o gene hibrido
C4A/C4B 6,4 kb, detectado por RFLP da enzima Tagq 1, foi encontrado em humanos,
chimpanzés, gorilas e macacos Rehus, estando ausente em orangotangos (BONTROP, R.E.,
etal., 1991).

A similaridade entre as seqiiéncias dos genes C4A e C4B, assim como a dos genes
CYP21A2 e CYP2IAIP sugerem que eventos de duplicacdo ocorreram recentemente no
processo evolutivo (KAWAGUCHI, H., et al., 1990).

Esta variagdo da unidade gé€nica C4/CYP21 € devida a eventos que promovem
introducdo de variabilidade genética. Existem dois mecanismos de recombinacdo
homologa: crossing-over ou recombinacdo reciproca e conversdo génica, também
denominada de recombinacdo ndo reciproca. Dele¢des ou inser¢des podem ocorrer por uma
série de mecanismos, sendo que um destes mecanismos pode ser o crossing-over desigual,
gerando delecdo ou duplicacdo de um fragmento de DNA (KOPPENS, P.F., et al., 2003).
Devido a este mecanismo de recombinacdo o mdédulo RCCX pode ganhar ou perder a
unidade génica C4/CYP21. Quando ocorre ganho de uma unidade, temos alelos
trimodulares; quando héd perda de uma unidade génica observamos alelos monomodulares

(Figura 6). A conversdao génica € uma troca ndo reciproca de informagdes genéticas
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homologas e este fendmeno tem sido estudado amplamente em eucariotos inferiores devido
a facilidade de reconhecimento e andlise dos produtos da meiose (KAWAGUCHI, H.,
O'HUIGIN, C. e KLEIN, J., 1992).

Conversdo génica foi postulada em outros grupos de familias génicas, incluindo
globinas, imunoglobinas, pigmento visual verde-vermelho, entre outros. Alguns genes que
causam doencas, como o gene GBA (4cido beta glucosidase) responsavel pela doenca de
Gaucher, exemplificam um desarranjo causado por eventos de conversdo génica a qual
ocorre entre o gene funcional (GBA) e seu pseudogene (GBAP) que € seu vizinho
(TAYEBI, N. et al., 2003).

A evidéncia de conversdo génica em humanos do gene da 21-hidroxilase foi
circunstancial até que a descricdo de COLLIER, S. ef al., (1993), permitiu a direta
comparacao entre um alelo convertido e um alelo original. Collier ef al. (1993) apds analise
de segregacdo, constataram que havia ocorrido um evento de recombinacdo de novo, uma
vez que a alteracdo encontrada na filha ndo estava presente no alelo materno. Esta
recombinagdo transferia 390 nucleotideos do pseudogene para o gene ativo contendo a
mutacdo p.I173N. Este tipo de conversao envolvendo um grande segmento de DNA
denomina-se conversao em larga escala. Também sao observadas perdas de DNA, ou seja,
delecdo da unidade génica CYP2IAIP + C4B.

No genoma humano também sdo encontrados outros tipos de variacdes como genes
que possuem varios quadros de leitura (ORF, Open Reading Frame), originando diferentes
tipos de mRNA. Este é o caso do gene TNXB que possui dois quadros de leitura (TEE,
M.K., et al., 1995). Além disso, os genes TNXA e TNXB que compdem o mdédulo RCCX
(Figura 4), estdo sobrepostos ao terminal 3’ de CYP2IAIP e CYP21A2, respectivamente.
Estes genes possuem sentido oposto de transcri¢gdo em relagdo aos genes que compdem o
modulo RCCX. Embora TNXA seja um pseudogene assim como CYP2IAIP, sabe-se que
ambos sdo transcritos e estes transcritos sdo detectdveis no cortex da glandula adrenal

(BRISTOW, J., et al., 1993a, JAATINEN, T\, et al., 2002).
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1.11- Genes Hibridos

Os genes hibridos sdo produtos de recombina¢do nao homologa entre genes ativos e
pseudogenes (CYP21 e TNX) e no caso dos genes C4 esta recombinacio ocorre entre dois
genes ativos (C4A e C4B) (JAATINEN, T., et al, 2002, KOPPENS, P.F,
HOOGENBOEZEM, T. e DEGENHART, H.J., 2002, LEE, H.H., 2005, LEE, H.H., et al.,
2002). Para que ocorra o emparelhamento desigual, os genes envolvidos precisam ter alta
homologia entre suas seqiiéncias nucleotidicas. Como o crossing over ndo ocorre sempre na
mesma regido, a variabilidade dos genes hibridos formados € alta (LEE, H.H., 2005).

O gene TNXB pode se emparelhar com seu pseudogene TNXA e durante a meiose [
recombinar. Esta recombinacdo desigual pode dar origem a vdrias formacgdes hibridas
TNXA/TNXB (LEE, H.H., 2005). Em chineses o gene hibrido TNXA/TNXB encontrado era
formado por seqiiéncias do pseudogene TNXA até o intron 44 (LEE, H.H., 2004).
Gitelman, et al 1992 descreveram um gene hibrido TNXA/TNXB onde a seqiiéncia do
pseudogene TNXA se extendia até o éxons 36. Yang, et al. em 1999 descreveram um outro
gene hibrido TNXA/TNXB onde a seqiiéncia do pseudogene TNXA se estendia até a regido
do intron 31. Mais tarde Koppens, et al. (2002) encontraram o mesmo hibrido TNXA/TNXB,
com pequenas variagdes, mas com a mesma regido de recombinagdo observada por Yang, et
al. em 1999. Os genes hibridos TNXA/TNXB estao relacionados com a sindrome de Ehlers-
Danlos (Bruch, et al , 1997 ; Schalkwijk, et al. 2001).

Koppens et al., (2002) descreveram um gene hibrido C4A/C4B contido em um alelo
trimodular. Este gene hibrido gera um fragmento de 6,4 kb, quando avaliado pela enzima
de restricdo Taq 1. Este gene hibrido também foi encontrado em macacos (BONTROP,
RE., etal., 1991).

Existem varios estudos que identificaram genes hibridos CYP2IAIP/CYP21A2 com
delecdo de 30 kb entre CYP2IAIP e CYP21A2 em caucasianos (LEVO, A. e PARTANEN,
J., 1997, SINNOTT, P., et al., 1990, WHITE, P.C., et al., 1988). (FRIAES, A. et al., 2006)
descreveram quatro hapldétipos diferentes para genes hibridos CYP2IAIP/CYP2IA2 em
portugueses. Os dois primeiros genes hibridos eram compostos pela regiao 5 UTR do

pseudogene (CYP2IAIP), apenas divergindo na regido de recombinacdo que em um
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ocorreu entre os éxons 7 e 8; e no outro entre os éxons 3 e 4. Os outros dois genes hibridos
apresentavam a regido 5’UTR do gene ativo, mas a partir do éxon3 apresentaram
seqiiéncias do pseudogene (CYP2IAIP). Estes hibridos divergiram, pois um apresentou
seqiiéncia do pseudogene até o éxon 7 e o outro apresentou seqiiéncia do pseudogene até o
éxon 8. Em chineses foram descritos trés haplotipos diferentes para genes hibridos
CYP2IAIP/CYP21A2 (LEE, H.H., 2004, LEE, H.H. et al., 2003). Os trés genes hibridos
apresentaram a regido 5’UTR do pseudogene, divergindo quanto a regido de recombinagao
que pode ter ocorrido no éxon 3 ou no éxon 5, ou na alteracdo p.Q318X no éxon 8,
respectivamente. O haplétipo para o hibrido CYP2IAIP/CYP21A2 formado pela regido
5’UTR até a alteragdo p.P30L no éxon 1 foi encontrado em caucasianos e relacionado com
a forma nao classica de HCA (KILLEEN, A.A., SANE, K.S. e ORR, H.T., 1991,
L'ALLEMAND, D. et al., 2000).

1.12- Polimorfismos do gene CYP21

Polimorfismos de nucleotidio tnico (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms) t€ém
sido relatados tanto em CYP2IA2 quanto no CYP2AIP e também sdo observados nas
copias do gene C4 (HIGASHL, Y., et al., 1986, RODRIGUES, N.R. et al., 1987). A andlise
de SNPs contribui para os estudos genéticos e, em familias com individuos afetados com
deficiéncia de 21-hidroxilase este estudo contribui para a andlise segregacional dos alelos
responsdveis pela doenca. Além disso, podem oferecer um novo enfoque para estimativa
das taxas relativas de mutagdes nesses genes (JIDDOU, R.R. et al., 1999).

Com o seqiienciamento dos genes CYP2IA2 e CYP2IAIP, foram encontrados
varios SNPs intragénicos. A presenca de um cédon CTG (Leu) extra foi verificada em
CYP21A2 (RODRIGUES, N.R., ef al., 1987), em uma regido do éxon 1 descrita
previamente com 4 cédons para Leucina nos residuos 6-10 da proteina (HIGASHI, Y., et
al., 1986, WHITE, P.C., NEW, M.I. e DUPONT, B., 1986). Comparacdes entre espécies
revelaram a presenca de leucinas nessas mesmas posicoes, indicando possivelmente um

polimorfismo de tamanho na enzima 21-hidroxilase humana, podendo ser composta de 494
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ou 495 aminoédcidos (RODRIGUES, N.R., et al., 1987). Posteriormente foi confirmado que
a inser¢do de leucina ndo acarretava alteracdo da atividade enzimdtica e que pode ser
normalmente encontrada no CYP2IAIP. Mas este polimorfismo causa certa confusdo na
numeracdo de cédons para a localizacdo de mutacdes no gene CYP2/A2 uma vez que a
seqiiéncia geralmente usada como referéncia foi descrita com 4 leucinas (HIGASHI, Y., et
al., 1986)

Outros polimorfismos na seqiiéncia protéica de CYP21A2 podem ser encontrados
como as seguintes trocas de aminodcidos: p.K102R e p.S268T (RODRIGUES, N.R., et al.,
1987) que, da mesma forma que a variacdo do nimero de Leucinas, ndo alteram a atividade
enzimatica. Além destas variagdes na proteina, pode-se encontrar outros SNPs,
especialmente dentro do intron 2. Este intron contém um grande numero de seqiiéncias
polimérficas sendo considerado um hot spot para variagdes. Na regido intronica 2 sao
encontradas variacdes nas posi¢des nucleotidicas 395 e 453 (T>C) e 601 (A>C), além da
alteracdo na posi¢do 656 que ndo altera a atividade protéica quando a troca é de A>C, mas
quando a variante € G gera um sitio splice alternativo alterando a atividade (HIGASHI, Y.,
et al., 1988, HIGASHI, Y., et al., 1986, JIDDOU, R.R., ef al., 1999, RODRIGUES, N.R.,
etal., 1987).

Esses polimorfismos sdo suficientemente freqiientes para serem seguidos na
segregacdo dos alelos de CYP2/A2 mutantes em familias afetadas por deficiéncia da 21-
hidroxilase e, encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo em geral
(KILLEEN, A.A., JIDDOU, R.R. e SANE, K.S., 1998). A determinacdo de haplotipos
afetados através do estudo de SNPs auxilia a caracterizacdo dos alelos afetados e, a
avaliacdo da ocorréncia de alelos fundadores para as mutacdes mais freqiientes.

O estudo de SNPs para composi¢cdo de haplotipos pode colaborar para o
entendimento dessa variagdo fenotipica, uma vez que para certas doencas algumas
seqiliéncias intragénicas variantes que constituem variacdes comuns podem se relacionar
com manifestagdes clinicas mais ou menos graves (HEGELE, R.A., HUFF, M.W. e
YOUNG, T.K., 2001). Assim, a determina¢do de haplétipos afetados através do estudo de
SNPs auxilia a caracterizacdo dos alelos afetados e, a avaliacdo da ocorréncia de alelos

fundadores para as mutagdes mais freqiientes.
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Desde as décadas de 70 e 80, estudos de populacdes e de familias afetadas com
HCA devido a deficiéncia da 21-hidroxilase demonstraram um desequilibrio de ligacdo
com certos haplétipos do HLA (DUPONT, B., et al., 1977, LEVINE, L.S. et al., 1978),
incluindo aldtipos caracteristicos do complemento C4 (FLEISCHNICK, E. et al., 1983,
ONEILL, GJ. et al., 1982). A ligacdo entre o complexo HLA e a HCA devido a
deficiéncia da 21-hidroxilase foi inicialmente relatada por Dupont et al. em 1977 e
subseqiientemente confirmada em uma grande série de familias ((KLOUDA, P.T.,
HARRIS, R. e PRICE, D.A., 1980, LEVINE, L.S., et al., 1978, POLLACK, M.S. et al.,
1979). A forma grave PS de HCA, por exemplo, foi encontrada em associacdo com o
haplétipo HLA-A3;Bw47;Bf*F;C2*C;DR7 com uma alta freqiiéncia (FLEISCHNICK, E.,
et al., 1983, O'NEILL, GJ., et al., 1982). Esse haplotipo também carregava um alelo nulo
em um dos loci C4. Algum tempo depois, foi demonstrado que esse alelo possuia uma
delecdo que incluia o gene CYP2IA2 e C4B (WHITE, P.C., DUPONT, B. e NEW, M.L,,
1984). Da mesma forma, as duplicagdes CYP2IAIP+C4 também eram particularmente
observadas em associagdo com o haplétipo HLA-B14;DR1 (CARROLL, M.C. et al., 1984)
e, na sua grande maioria, este haplétipo carrega a mutacio V281L ((DONDI, E. et al.,
1994, SPEISER, P.W., NEW, M.I. e WHITE, P.C., 1988), sendo freqiientemente associado
com a forma ndo cldssica da HCA (POLLACK et al., 1981). Além desses haplétipos, o
HLA A1;B8;C4AQ0,C4B1;DR3 esta ligado a delecao do pseudogene CPY21A1P (WHITE,
P.C., NEW, M.I. e DUPONT, B., 1986). A combinacdo de haplétipo-muta¢io, embora
achada em muitas populacdes, € particularmente enriquecida na populacdo judaica
Ashkenazi (LEVO, A. e PARTANEN, J., 1997), a qual apresenta uma alta taxa de
casamento consangiiineo. Nesta popula¢do endogamica temos a fixacao alélica.

Existem poucos relatos sobre o desequilibrio de ligacdo entre os diferentes
haplétipos de HLA e as varias mutagdes no gene CYP2IA2. Em populagdes heterogéneas,
uma dada mutacdo pode ter origens independentes. (AMOR, M. et al., 1988) observaram
que a mutacdo I172N na populacdo de Nova lorque ndo estd associada com nenhum
haplétipo de HLA em particular. Embora a maioria dos estudos de genotipagem em vérias
populacdes tenha focado apenas a determinag¢do de mutacdes, a possibilidade de um efeito

fundador para as mutacdes mais freqiientes no gene CYP2IA2 tem sido aventada em
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populacdes com alto grau de miscigenagdo sem o estudo de haplétipos (DARDIS, A. et al.,
1997, FARDELLA, C.E. et al., 1998). Por outro lado, fortes associagdes t€m sido
observadas em populagdes pequenas e bem definidas, como as da Irlanda (SINNOT et al.,
1991) e dos Esquimos Yupik (SPEISER, P.W., et al., 1992).

Em um trabalho realizado na Finlandia, que envolve uma populacdo bem definida e
etnicamente homogénea, Levo e Partanen (1997) analisaram alelos portadores das dez
mutacdes mais freqiientes no gene CYP21A2 e determinaram haplotipos caracteristicos para
cada mutacdo associada com a deficiéncia da 21-hidroxilase em 51 familias nao
relacionadas. O principal achado desse estudo foi a baixa variacdo de hapldtipos com a
deficiéncia de 21-hidroxilase. Anteriormente, (PARTANEN, J. ef al., 1989) havia indicado
que um pequeno nimero de haplétipos poderia contribuir para a maioria dos cromossomos
afetados naquela populacdo, sendo que 82,4% de todos os haplétipos afetados foram
observados mais de uma vez.

Cada haplétipo estaria ligado especificamente a uma aberracdo no gene CYP2I1A2,
sugerindo que cada um deles represente um alelo fundador. Comparando-se estes dados
com os publicados em populagdes de outras origens, fica evidente que muitas das
combinacdes dos hapldtipos mutantes na Finlandia, sdo de fato achadas em pacientes de
origem Européia e Americana, sugerindo que esses haplétipos possuem uma origem
comum (CHU, X. et al., 1992, DONOHOUE, P.A. et al., 1995, HELMBERG, A., et al.,
1992). Recentemente, (EZQUIETA, B. et al., 2002) usando microssatélites do cromossomo
6 avaliaram a contribui¢cdo dos eventos de conversdo e o efeito fundador de mutacdes
freqlientes no CYP2I/A2 em familias da Espanha. Seus achados indicaram que ambos
mecanismos contribuem para os alelos afetados. A mutacio IVS2-13A/C>G, por exemplo,
parece ser resultado de eventos de conversdo recente, ao passo que a mutacido p.Q318X

parece ser devida a disseminagdo de alelos mutantes gerados ha varias geracoes.
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Objetivos

Objetivos Gerais

Caracterizar alelos relacionados com a deficiéncia de 21-hidroxilase
portadores de delecdo e conversdo em larga escala avaliando:
o o numero de unidades RCCX presentes nos alelos;
o a estrutura molecular dos pares de genes C4A e B e, CYP2IAIP e
CYP2IA2.

Estudar os rearranjos no moédulo RCCX investigando a variabilidade
genética dos hibridos CYP2IAIP/CYP2IA2 e dos CYP2IAIP através da
determinacdo da regido de recombinacdo delimitada por mutacdes e SNPs

intra-génicos.

Objetivos Especificos

Montar haplétipos com base nas caracteristicas moleculares encontradas.

Estimar a freqiiéncia de haplétipos idénticos.

Avaliar a possibilidade de um efeito fundador para haplétipos com

freqiiéncias maiores.

Avaliar o impacto dos métodos de genotipagem normalmente empregados

na acuidade de caracterizag@o dos haplétipos aqui investigados.
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Casuistica e Métodos

1- Casuistica

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM — UNICAMP com Parecer de nimero
870/2007, 27 de novembro de 2007 (Anexo 1).

Foram incluidos no trabalho 56 pacientes portadores de Hiperplasia Congénita da Adrenal devido a deficiéncia de 21-
hidroxilase. Apds o exame clinico e a confirmagdo por testes bioquimicos (Tabela 2), foram coletadas as amostras de sangue
periférico total para a realiza¢do da avaliacdo molecular no Laboratério de Genética Molecular Humana — CBMEG. As amostras

foram provenientes de Campinas — SP; Rio de Janeiro - RJ; Uberlandia — MG; Uberaba - MG e Fortaleza - CE.

Tabela 2 - Dados clinicos e bioquimicos dos pacientes com hiperplasia congénita da adrenal por deficiéncia de 21-hidroxilase.

Paciente! Sexo® Idadeao  Dados Clinicos 170HP* Na*/K'® Fenétipo®
Diagnéstico’ (ng/mL) (mEq/L)

4Xal F 0,6 genitdlia ambigua, Prader I1I NI NI PS

12Xal F 0,5 genitdlia ambigua, Prader IV encaminhada sexo 52 120/7,4 PS
masculino

13Xal F 0,7 genitdlia ambigua, Prader I1I > 20 134/5 NPS

16Xa3 F 2 genitdlia ambigua, Prader III/IV, desnutri¢do e NI’ 108/6,6 PS
desidratacdo

19Xal F 16 genitdlia ambigua, Prader IV, encaminhada como sexo NI 154/6,2 NPS
masculino

20Xa2 F 5 genitdlia ambigua, Prader III 19 137/4,8 NPS

20Ya3 M 24 irma com HCA > 20 139/4,7 NPS

23Xal F 1,2 genitdlia ambigua, Prader II1 > 20 136/5,7 NPS

25Yal M 1,4 puberdade precoce > 20 NI NPS

28Xal F 1,5 genitdlia ambigua, Prader V, encaminhada como sexo 999.9 129/6,6 PS
masculino
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Paciente’ Sexo®  Idadeao , Dados Clinicos 170HP* Na*/K*'> Fenétipo®
Diagnostico (ng/mL) (mEg/L)
30Xal F 0,4 genitdlia ambigua, Prader III, baixo ganho de peso > 20 137/6,2 PS
32Yal M 1,8 desidratacdo, choque e desnutricao NI 129/6,2 PS
36Xal F > 120 Prader V, registrada como sexo masculino NI® NI NPS
50Yal M 14 pubarca e hiperpotassemia 96 131/6,7 PS
56Xa2 F 10 genitdlia ambigua, Prader I1I >25 142/5 NPS
59Ya3 M 0,5 hipoglicemia e hiperpotassemia > 20 123/7,6 PS
60Yal M 89 puberdade precoce >25 142/3.,9 NPS
61Xa2 F 12 Genitélia ambigua, Prader I1I NI NI NPS
70Yal M 13 Desidratagdo e desnutri¢do >25 120/6,8 PS
86Yal M 78 puberdade precoce 12,2 NI NPS/NC
91Xa2 F 0,5 genitalia ambigua, Prader IV/V e Desnutricdao 210 124/6,4 PS
91Xa3 F 0,1 genitdlia ambigua, Prader III/IV 186 130/5,7 PS
99Xal F 64 genitdlia ambigua, Prader IV 238 NI NPS
102Xal F 78 pubarca desde 4 a 6 m >25 NI NC
108Xal F 0,5 genitdlia ambigua, Prader III/IV, desnutri¢io e > 220 120/7,6 PS
desidratacio

114Xal F 0,5 genitdlia ambigua, Prader IV e desnutri¢ao > 20 119/5,3 PS
115Yal M 1,1 desidratacdo, choque e desnutricao NI 116/8,8 PS
117Xal F 0,3 genitdlia ambigua, Prader III e baixo ganho de peso > 20 128/4,1 PS
122Xa2 F NI NI NI NI NPS
123Yal M 72 puberdade precoce > 20 NI NPS
136Yal M 1,8 desidratacdo e baixo ganho peso > 20 120/9,5 PS
139Yal M 2.2 desidratagdo e desnutricao > 200 121/6,8 PS
141Yal M NI desidratacdo e desnutricao NI NI PS
159Xal F 0,4 genitdlia ambigua, Prader III e desnutricao > 20 121/6,5 PS
163Xal F 0,5 genitdlia ambigua, Prader III/IV e baixo ganho peso > 200 123/7,4 PS
165Yal M 2.8 desidratagdo e desnutricao 493 116/9,2 PS
168Xal F NI NI NI NI PS
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Paciente! Sexo’ Idadeao  Dados Clinicos 170HP* Na*/K*® Fenétipo®
Diagnostico (ng/mL) (mEq /L)
180Yal M 45 Puberdade precoce 183 NI NPS
198Xal F NI NI NI NI NC
196Xal F 0,4 genitdlia ambigua, Prader IV e desnutri¢dao 33 120/6,6 PS
203Xal F 4 genitdlia ambigua, Prader IV e desnutri¢do, encaminhada como > 200 113/5,4 PS
sexo masculino
209Xal F 0,3 genitdlia ambigua, Prader III, baixo ganho peso > 100 121/6,2 PS
Nor2Yal M 0,5-1 Irmao foi a 6bito com quadro semelhante 17,6 105/9,9 PS
Ube3Xal F NI genitdlia ambigua ao nascimento NI NI PS
Ube6Xal F NI genitdlia ambigua ao nascimento NI NI PS
Ube7Xal F 48 pubarca precoce NI NI NC
Ubl1Xal F NI com ambigiiidade genital evoluindo com perda de sal, Irmao foi 114 127/6,7 PS
a obito por insuficiéncia adrenal
Ubl6Xal F NI ambigiiidade genital ao nascimento evoluindo com perda de sal 2,32 NI PS
Ubl7Xal F NI ambigiiidade genital ao nascimento evoluindo com perda de sal 145,52 NI PS
no periodo neonatal
Ubl8Xal F NI ambigiiidade genital ao nascimento evoluindo com perda de sal 16,10 123,9/7,7 PS
RiolYal M NI NI NI NI NPS
Rio3Xal F NI NI NI NI PS /NPS
Rio6Xal F NI NI NI NI PS
HAT- F ~72 quadro de pubarca precoce, clitoromegalia >25° - NC
1Xal
CI-13 F NI hirsutismo facial / irregularidade menstruais 19 - NC

codigo padronizado no laboratério: 1° nimero = nimero da familia; X = sexo genético feminino; Y = sexo genético masculino;

a = afetado; 2° nimero = ordem na irmandade, Ube= Uberaba, Ubl= Uberlandia, Rio= Rio de Janeiro, Nor= Nordeste, HAT=
hiperplasia adrenal com manifestacdo tardia, CI = caso isolado. ’F = feminino; M = Masculino; 3Meses; *170HP= 17-
hidroxiprogeterona; faixa de normalidade para criancas 1-13 ng/ml; >faixa de normalidade para criancas 138-146 (Na*) e 4,1-5,3
(K); Sresultado de 60° sob estimulo com ACTH, resultado basal e 30’ = 7,59/ 20,34: "resultado de 60’ sob estimulo com ACTH,
resultado basal e 30’ = 1,2/ >25. NI= ndo informado.
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2 - Obtencao das amostras de DNA e Extracao de DNA gendmico

As amostras de DNA gendmico foram obtidas a partir de sangue total periférico
colhido com EDTA (aproximadamente 15 mL em adultos e 10 mL em criancas). A
metodologia de extracdo de DNA utilizada € a de lise com Proteinase K (Boehringer
Mannhein, Germany) padronizada no laboratério de Genética Molecular Humana-CBMEG
(De Aradjo et al, 1996). As amostras de DNA gendomico foram quantificadas em
espectrofotdmetro DU-65 Spectrophotometer (Beckman, Estados Unidos). A concentragdo

das amostras foi obtida por:

[DNA (ng/mL)] = 50 x absorbancia 260nm x fator de dilui¢ao

3 - Analise da variacao numérica dos genes CYP21 e C4

Esta andlise foi realizada através da comparagdo de intensidade das bandas obtidas
em Southern Blots com a enzima Taq I seguida de hibridiza¢do com as sondas especificas

para CYP21 e C4. Os procedimentos estdo descritos abaixo em detalhes:

3.1 - Southern blot:

Foram digeridos 12 g de DNA gendmico com a enzima de restri¢do Tag I (10 U)
(Invitrogen Corporation, Estados Unidos) em um volume total de 200 puL segundo o
protocolo descrito pelo fabricante da enzima. As reagdes foram incubadas em banho a 65°C
por 18h. Apds a incubacdo, a eficiéncia da reacdo foi testada separando as amostras em gel
de agarose 0,8%. Em seguida, o DNA foi precipitado com 0,1 volumes de acetato de sédio
3 M, pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado, por 2 h a -20 ©C. A mistura foi
centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos em microcentrifuga e, o precipitado contendo
DNA digerido foi lavado com etanol 70%. Apés centrifugacdo (13.000 rpm por 10

minutos), o0 DNA foi ressuspendido em 20 uL de TE, e aplicado em gel de agarose de baixa
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eletroendosmose (Sigma Chem. Corporation) a 0,8% em tampao\TBE para separacdo dos
fragmentos; a corrida eletroforética durou em média 18h a 50V. Depois de fotografado, o
contetido do gel foi transferido para uma membrana de nylon (Hybond N*, Amersham
Biosciences), seguindo-se as especificagdes do fabricante da membrana. Antes da
transferéncia o gel foi despurinado em HCI 0,25 N por 12 min, e em seguida desnaturado
em NaOH 0,4 N, NaCl IN por 30 min. O DNA foi transferido para a membrana por
capilaridade durante aproximadamente 18 h, como descrito em Sambrook et al. (1989).
Apés a transferéncia, a membrana foi incubada em solu¢do de neutralizacdo (tampao
fosfato de sédio 0,1 M) durante 30 min. A membrana foi secada em papel de filtro e

colocada em forno a 80°C por 2h.

3.2 - Sondas utilizadas:

A sonda para a deteccido do gene CYP21A2 e do pseudogene CYP2IAIP (pC21/3c)
foi gentilmente cedida pelo Dr. Perrin White, Cornell University Medical College, New
York, EUA. A sonda pC21/3c corresponde ao cDNA de CYP2I (2 kb) isolado das
glandulas adrenais humanas, clonado em sitio BamH 1 no vetor pcD. A sonda
correspondente ao gene C4 do Sistema Complemento foi gentilmente cedida pelo Dr. Tom
Strachan, Depto. of Medical Genetics, St. Mary’s Hospital, Manchester, Inglaterra. A sonda
C4 ¢é um fragmento de cDNA (550 bp) correspondente a regido 5’ do gene, clonado nos
sitios BamH 1 (Invitrogen Corporation, Estados Unidos) e Kpn I (Invitrogen Corporation,
Estados Unidos) no vetor pTZ18B. Os plasmidios contendo os fragmentos de CYP21 e C4
foram digeridos com enzimas apropriadas e os produtos das digestdes foram separados em
gel de agarose 0,8%. Os fragmentos de DNA correspondentes as seqiiéncias C4 e CYP21
foram extraidos do gel e purificados utilizando-se o protocolo “Wizard SV Gel and PCR
clean-up system ~ (Promega Corporation, Estados Unidos). Os fragmentos da sonda foram

mantidos a -20°C.
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3.3 - Marcacao das sondas através de Random Priming:

As sondas e DNA foram marcadas com o’?P-dCTP (Amersham Biosciences) pelo
método de Random Priming, seguindo-se o protocolo do fabricante do kit Random Primers

DNA Labeling System (Invitrogen Corporation, Estados Unidos).

3.4 - Purificacdo da sonda:

A sonda foi purificada através de filtracio em gel usando-se uma coluna de
Sephadex G-50 (Sigma Chem. Corportion), empacotada em solucio saturada de Tris-HCI,
1 M, pH 8,0, em uma seringa de 1 mL, através de sucessivas centrifugacdes de 4 min a
3.000 rpm. Antes de purificar a sonda, equilibrou-se a coluna com 100 pl de TE, por
centrifugacdo. Retirou-se 1 ul da sonda purificada para a contagem do nivel de

incorporacdo radioativa em contador de cintilagdo liquida (LKB).

3.5 - Hibridizacao:

As membranas contendo os DNAs digeridos foram hibridizadas separadamente com
as sondas CYP2I e C4 seguindo-se o protocolo descrito por MORNET, E. ef al., (1986)
porém, com algumas modificacdes. As membranas foram pré-hibridizadas em Tris-HCI 0,2
M, pH 7,0, contendo 50% formamida (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), 10x
Denhardt’s, 5x SSC, 1% SDS, e 100 ug/mL de DNA de esperma de salmio desnaturado, e
incubadas em forno de hibridiza¢do (Amersham Biosciences) a 42°C, por aproximadamente
18 h. A solucdo de hibridizagao foi substituida, porém, usando-se apenas 5x Denhardt’s, e
adicionando-se a sonda marcada desnaturada em NaOH 0,3 N. As membranas foram
hibridizadas a 42°C por 16 h. Apés hibridizacdo, os filtros foram lavados em solu¢io de
adstringéncia média (1x SSC; 0,1% SDS) a temperatura ambiente, por 10 min
(SAMBROOK et al., 1989). Em seguida, lavaram-se os filtros duas vezes em solu¢do de
alta adstringéncia (0,5x SSC; 0,1% SDS) a 65°C durante 5 min.
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3.6 - Autorradiografia e remocao da sonda das membranas:

Os filtros lavados foram expostos a filmes de raios-X (Hyperfilm MP-Amersham)
em cassetes de exposi¢do contendo intensificador de sinal (Lightning Plus - Dupont), a -
70°C por 2 dias. Apés esse periodo, os filmes foram revelados. A sonda foi removida dos
filtros incubando-se os mesmos em solu¢do Tris-HCI 5 mM, pH 8,0, 0,04% de EDTA e
0,1% de SDS, a 100°C, até que a solugdo atingisse a temperatura ambiente. Os filtros
tratados foram selados em saco pldstico, armazenados a 4°C e posteriormente re-
hibridizados.

As intensidades dos blots, foram avaliadas visualmente e/ou pelo software Kodak

Digital Science, Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 (KodaK).

4 - Avaliacio dos genes hibridos CYP2IAI1P/CYP21A2

Nos eventos de delecdo e conversdo génica geralmente ocorre a formagdo de um
gene hibrido ndo funcional, com a por¢do 5’ do pseudogene CYP2IAIP e a por¢ao 3’ do
gene CYP21A2. Dependendo do ponto de recombinagdo, o gene hibrido pode apresentar
porcOes varidveis pertencentes ao pseudogene CYP2IAIP e do gene CYP2IA2. Para
mapear as regides pertencentes ao gene e ao pseudogene nos hibridos CYP21P/CYP2I,
utilizou-se a técnica de PCR. Pares de primers, normais e mutantes (Tabela 4), foram
utilizados em conjunto com primers ancoradores especificos (Tabela 3). Os primers
normais detectaram seqiiéncias do CYP2IA2, enquanto as respectivas versdes mutantes

detectaram mutagdes pontuais mais freqiientes provenientes do CYP2IAIP.

Tabela 3: Seqiiéncias dos primer ancoradores utilizados.

Primer Seqiiéncia (5’-3’) Tm(°C) Localizacdo Especifidade
Ex6ns AG GGA TCA CAT CGT GGA GAT G 64,0 Exons 6 CYP21A2
Ex6na GC TGC ATC TCC ACG ATG TGA 72,0 Exons 6 CYP21A2
Ex6bms  AG GGA CCA CAA CGA GGA GAA 60,6 Exons 6 CYP2IAIP
Ex6éma TCA GCT GCT TCT CCT CGT TGT GG 70,0 Exons 6 CYP2]AIP

*- mutagdo do cluster (L236N,V237Q, M239K) no éxon 6
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Tabela 4: Seqiiéncia dos primers utilizados para o PCR alelo-especifico.

Primer Seqiiéncia (5°-3%) Mutacio T (°C) Local
Ex1ns TCC GGA GCCTCC ACCTCCC 72 Exon 1
Ex1ms TCC GGA GCCTCCACCTCCT p-P30L 72 Exon 1
In2ns TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAA 72 Intron 2
In2ms TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAG IVS2-13A/C>G 72 Intron 2
In2cs TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAC 72 Intron 2
Ex3ns CGG ACCTGT CCT TGG GAG ACT AC 70 Exon 3
Ex3ms ACT ACC CGG ACCTGT CCTTGG TC del. 8 pb 70 Exon 3
Ex3na TCC AGA GCA GGG AGT AGT CTC 70 Exon 3
Ex4ns TTC TCA CCT GCA GCATCAT 68 Exon 4
Ex4ms CTC TCC TCA CCT GCA GCATCA A p.I172N 70 Exon 4
Ex7na TCC ACT GCA GCC ATG TGC AC 68 Exon 7
Ex7ma TCC ACT GCA GCC ATG TGC AA p-V281L 68 Exon 7
Ex8.2na | CTA AGG GCA CAA CGG GCC G 72 Exon 8
Ex8.2ma | CTA AGG GCA CAA CGG GCC A p-R356W 72 Exon 8

os primers das mutagdes p.P30L, A/C —G (656), delecao de 8 pb e I172N foram usados com o
Ex6na ou Ex6ma como ancora. Os primers das mutacdes p.V281L e p.R356W foram usados com o
primers Ex6ns ou Ex6ms como ancora. As letras em negrito indicam a troca nucleotidica. No intron
2 foi utilizado o primer Int2Cs para detectar o polimorfismo A>C existente na posi¢do 656. n =
normal, m = mutante ; s = primer sense, a = primer antissense, a seqii€ncia sublinhada do primer
Ex3ns indica a delecdo de 8 pares de base do gene CYP2IP.

As amplificacdes foram executadas no Temociclador da Perkin-Elmer 9700 e os
ciclos dependeram do fragmento a ser amplificado e dos pares de primers utilizados (tempo
de extensdo e anelamento variam segundo a T, de cada par de primers). As condi¢des
gerais para a reacdo de amplificacio por PCR alelo-especifica utilizada para a
caracterizacdo das mutagdes estdo na Tabela 5.

Ao término das reacdes, as amostras foram separadas em gel de agarose 1%
(Invitrogen Corporation, Estados Unidos) e fotografadas.

Para o estudo da alteracdo p.Q318X no éxon 8, o produto da amplificacdo gerada
pelos primers Ex8.2 normal ou mutante (Tabela 4) associados com o primer ancora Ex6s
(Tabela 3) foi digerido com a enzima de restricdo Pst I (Invitrogen Corporation, Estados
Unidos). O protocolo utilizado seguiu normas do fabricante para o volume final da reacao
de 30 uL a 37°C durante 2h. O produto da digestdo foi separado em gel de agarose 1,2%

(Invitrogen Corporation, Estados Unidos) e fotografado.
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Tabela 5: Condigdes gerais das concentragdes de reagentes da PCR e dos ciclos de

temperatura.
Reacao [ ] final
Ciclo geral
DNA gendmico 1 ug|!1ciclo 94°C, 5 min
de:
Tampao Invitrogen (10x) 1x|5 ciclos 94°C, 1 min
de:
MgCl, 1,5 mM *Tp do “primer”, 1min 30
seg
dNTP (Invitrogen) 0,2 mM 72°C, 10 min
“primer sense” 0,6 pmoles | 30 ciclos 94°C, 1 min
de:
“primer antissense” 0,6 pmoles *Tm do “primer”, 1min 30
seg
Enzima Taq DNA polimerase 72°C, 4 min
Invitrogen (5 U/uL) 1 ciclo de: 72°C, 5 min
1U
BSA/DMSO 0,01%
Volume Final 30 uL

*T., para cada primers encontra-se na Tabela 4.

5 - Investigacao dos polimorfismos intragénicos:

As técnicas descritas a seguir foram empregadas para a separacio de haplétipos com

base em marcadores intragénicos. Foram avaliados sete polimorfismos intragénicos:

¢  Polimorfismo 1 no éxon 1: presenca de um cédon CTG (leu) extra, nas posicdes p.L6-

p-L10 no éxon 1, este polimorfismo indica uma variacdo de tamanho na enzima 21

hidroxilase entre 494 e 495 aminodcidos. Nio altera a atividade enzimdtica e pode ser

encontrado em CYP2/AIP (RODRIGUES, et al., 1987);

«  Polimorfismo 2 no éxon 1: troca nucleotidica T>C na posi¢ao 115 a partir do c6don

ATG de inicio da traducdo; este polimorfismo ndo provoca a troca do aminodcido L39,

sendo considerado silencioso. Esta presente tanto no gene ativo quanto no pseudogene;

«  Polimorfismo 3 no éxon 1: troca nucleotidica A>C na posi¢do 138 a partir do cédon

ATG de inicio da tradugdo; este polimorfismo ndo provoca a troca do aminodcido P45,

sendo considerado silencioso. Esta presente tanto no gene ativo quanto no pseudogene;
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Polimorfismo 4 no intron 2: troca nucleotidica T>C na posi¢do 395 a partir do c6don
ATG de inicio da tradugdo e, ocorre tanto no gene ativo quanto no pseudogene;
Polimorfismo 5 no intron 2: troca nucleotidica A>C na posic¢do 656 a partir do c6don
ATG de inicio da tradugdo. Esta variacdo é normalmente avaliada nos alelos normais
para a mutagdo IVS2-13A/C>G, pois nos alelos afetados com essa mutacdo, a base
nessa posicdo € uma guanina. Este polimorfismo serd estudado por PCR alelo-
especifico, juntamente com a andlise da mutagcdo (descrita acima). A numeracdo dos
nucleotideos usada aqui € baseada na seqiiéncia publicada por Higashi et al., (1986). A
variante 656G estd presente no pseudogene;

Polimorfismo 6 no éxon 3: troca nucleotidica G>A na posi¢ao 683 a partir do c6don
ATG de inicio da tradugdo; este polimorfismo provoca a troca de aminodcido K102
para R102; porém ndo altera a atividade enzimdtica (RODRIGUES et al., 1987). Este
polimorfismo ocorre tanto no gene ativo quanto no pseudogene;

Polimorfismo 7 no éxon 7: troca nucleotidica C>G na posicdo 1586 a partir do cédon
ATG de inicio da transcri¢do; este polimorfismo niao provoca a troca de aminodcido
L.248. Este polimorfismo aparece nas seqii€ncias do pseudogene descritas.
Polimorfismo 8 no éxon 7: troca nucleotidica G>C na posicdo 1645 a partir do cédon
ATG de inicio da transcri¢do; este polimorfismo provoca a troca de aminodcido S268
para T268; porém ndo altera a atividade enzimdtica (RODRIGUES etz al., 1987). Este

polimorfismo nao aparece nas seqiiéncias do pseudogene descritas.

Para o estudo dos polimorfismos acima descritos foram utilizados os primers da

Tabela 3 como ancoras (sense ou antissense, de acordo com a posicdo do polimorfismo)

para amplificacdo seletiva do gene CYP2IA2 e, os primers da Tabela 6 para selecdo do

alelo desejado. Para os polimorfismos das posi¢cdes 115 e 395, serd necessdrio repetir a

genotipagem utilizando o primer a4ncora CYP21-656Cas em todos portadores do alelo

656C, devido ao efeito de dropout alélico da variante 656C.

As médias das freqiiéncias dos alelos para cada polimorfismo que constam do banco

de Single Nucleotide Polymorphisms do National Institute of Health estdo listadas na
Tabela 6.
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Tabela 6: Polimorfismos presente em CYP2IA2.

Posicio Aminoacido Variacio ref. SNP Freqiiéncia

Exon1l g.27-30 p.LeulO+ou- 4>5codons 1561338903 -

Exonl g.ll15 p.L38L T>C rs33986168 0,800 (T) 0,200 (C)
Exon 1 2.138 p.P44pP A>C 1s33947354 0,971(A) 0,029 (C)
Intron 2  g.395 - T>C 1s6462 0,675 (T) 0,325 (C)
Exon3 g.683 p-R101K G>A rs6474 0,725 (G) 0,492 (A)
Exon7 g.1587 p.L247L C>G 1s6477 0,675 (C) 0,325 (G)
éxon7 g.1645 p.S267T G>C 1s6472 0,941(G) 0,059 (C)

(g.)=posicdo gendmica; (p.)= posi¢ao na proteina.

Tabela 7: Seqiiéncia dos primers utilizados para o PCR alelo-especifica no estudo dos
SNPs ex0nicos e intronicos.

Primer Seqiiéncia (5°-3’) SNP Aminoacido T, Local
na °C)
proteina
CYP21-115Cs CCC CGG GCT TCT TGC ACC Posi¢do 115 C L39 67 Exon 1
CYP21-115Ts CCC CGG GCT TCT TGC ACT Posicdo 115 T L39 64,5 Exon 1
CYP21-138As TGC AGC CCG ACCTCC CAA Posicdo 138 A P45 66,0 Exon 1
CYP21-138Cs TGC AGC CCG ACC TCC CCA Posigdo 138 C P45 68,0 Exon 1
CYP21-395Cs AGTCACTTACCTGTAAGGGCC Posigdo 395 C - 57,3 Intron 2
CYP21-395Ts AGTCACTTACCTGTAAGGGCT Posigdo 395 T - 54,6 Intron 2
CYP21-656Ans CCA CCC TCC AGC CCC CAA Posicdo 656 A - 67,1 Intron2
CYP21-656Cns CCA CCC TCC AGC CCC CAC Posicdo 656 C - 66.4 Intron 2
CYP21-656Gms  CCA CCC TCC AGC CCC CAG Posi¢do 656 G - 66,6 Intron 2
CYP21-683As TGC CCT CAA GCT GGT GTC TAA Posicdo 683 A K102 62,4 Exon3
CYP21-683Gs TGC CCT CAA GCT GGT GTC TAG Posigdo 683 G R102 61,9 Exon3
CYP21-1586Cs TCC ACT GGC CTG CCA CG Posigdo 1586 C 1248 62,0 Exon7
CYP21-1586Gs TCC ACT GGC CTG CCA CC Posicdo 1586 G L.248 61,0 Exon7

CYP21-1645Gas  TCC AGA GCC CTC TTC CAT GC Posicdo 1645 G 5268 63,7 Exon 7
CYP21-1645Cas  TTC AGA GCC CTC TTC CAT GG Posicdo 1645 C T268 61,3 Exon7

As letras em negrito indicam o sitio onde ocorre o SNP; s = primer sense, as = primer antissense, as
seqiiéncias sublinhadas indicam modificagdes da seqii€ncia original introduzidas para evitar
formacao de dimeros ou hairpins de alta estabilidade nos oligonucleotideos.

6- Seqiienciamento da regido 5’ dos genes Hibridos CYP21IA1P/CYP21A2:

O fragmento 5° éxon 6 normal foi amplificado com as seqiiéncias de primers da
Tabela 7, as condi¢des de amplificacdo seguiram as da Tabela 5 e a Tm de cada primer esta

relacionada na Tabela 7. Posteriormente a amplificacdo as amostras foram separadas em gel
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de agarose 1%, fotografadas e purificadas com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up
System (Promega Corporation, Estados Unidos). A reagdo de seqiienciamento foi realizada
no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient, os ciclos de amplificagdo e as
condicdes da reagdo estdo representados na Tabela 6 e os primers utilizados estdo listados

na Tabela 7.

Tabela 8: Esquema da reacdo de seqiienciamento.

Reacdo [ ] final
Ciclo geral
Produto da PCR 1 pg [ 1 ciclo de: 94°C, 5 min
Tampao (10x) 1x
Gy
primer 0.6 pmoles | 34 ciclos de: 94°C, 1 min
Big Dye — Applied Bisystem- v3.1 2 uL *Ty, do
“primer”, 1min
30 seg
72°C, 5 min
Agua gsp 10uL | 1 ciclo de:
72°C, 5 min

*as seqiiéncias dos primers utilizados para o seqiienciamento estao listadas na tabela 5.

Tabela 9: Primers utilizados para reacdo de seqiienciamento da regido 5’ dos genes
hibridos CYP21A1P/CYP21A2

Primer Seqiiéncia (5’-3’) Localizacao Especificidade

5°21Bls  GAG TGA GTG CCC ACA AAGC  Regido 5’ UTR CYP2IA2- CYP2IAIP
Intls TAG GAG GGG GCG GAG GTG A Intron 1 CYP21A2-CYP21AIP

Exon 3na TCC AGA GCA GGG AGT AGT CTC Exons 3 CYP2IA2
Ex6na GC TGC ATC TCC ACG ATG TGA Exons 6 CYP21A2

(s)= primer sense , (as) = primer antisense.

A reagdo de seqiienciamento foi purificada com etanol 80% gelado, seguida de 45
minutos de centrifugacdo a 3700 rpm, o sobrenadante foi descartado e acrescentado etanol
70%, seguido de 10 minutos de centrifugacdo a 3700 rpm, o sobrenadante foi descartado.
As amostras foram ressuspendidas em 10 pL formamida Hi-Di (Applied biosystem),

desnaturadas a 95°C por 5 minutos e imediatamente colocadas em gelo. Foram
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seqienciadas no ABI PRISM 3700 DNA Analyser (Applied Biosystem-Applera
Corporation, Estados Unidos). Os softwers utilizados para a andlise das seqiiéncias foram:

Chromas e Gene Runner.

7- MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

O kit utilizado para a realizacdo deste experimento foi o SALSA MLPA kit
PO50B1, composto por 33 sondas que geraram fragmentos de 130 pb a 391 pb (Figura 10),
divididas em 18 sondas referéncias, 1 sonda para a regiao UTY (cromossomo Y) e 14
sondas para o brago curto do cromossomo 6 e os genes CYP2IAIP, CYP21A2, C4A e C4B
(Figura 9) (MRC-Holland, Amsterda, Holanda; (http://www.mrc-holland.com).

- e i
|"f'1'"'_ix—|fﬁ\l‘fl'rﬁéli_' __‘-’Ez_i'ri]i 4B |—cyrziaz |

= | -
1 TI'Du'L[ { THXE v CREEL]
b:l <+ o -t et

Figura 9: Localizacdo das sondas de MLPA em 6p 21.3. As setas indicam o sentido da
transcricdo dos genes; b, ¢, d indicam grandes dele¢cdes que podem ser
detectadas por MLPA. Copyright MRC — Holland (www.mrc-holland.com).

7.1 — Desnaturacao do DNA genomico e hibridizacdo com sondas SALSA

MLPA

O DNA gendmico foi diluido com TE 1X para que atingisse a concentracdo final de
400 ng em 5puL. Estas dilui¢des foram aquecidas a 98°C e resfriadas a 25°C, em seguida foi

adicionada a mistura de SALSA probe mix e tampao em cada tubo. Foram misturadas
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cuidadosamente e incubadas a 95°C por 1 mim e 16 horas a 60°C no termociclador

Eppendorf Mastercycler Gradient Figura 11 itens aeb.

7.2 — Reacao de Ligacao

A temperatura do termociclador foi reduzida a 54°C, quando 32 ul de Mix Ligase-
65 foram acrescentados a cada amostra, com posterior ressuspensdo. Para a obtengdo do
Mix Ligase foram misturados 3 ul de Ligase-65 buffer A, 3 ul Ligase-65 buffer B, 25 ul de
H,O e 1 pl Ligase-65.

Em seguida, as amostras permaneceram incubadas a uma temperatura de 54°C por

15 minutos e a 98°C por 5 minutos (Figura 11).

7.3 — Reacao da PCR Multiplex

Foram adicionados 4 uLL 10X SALSA PCR buffer, 26 ul de H>O, 10 ul da reacdo de
ligacdo de MLPA a novos tubos, que foram mantidos em termociclador a 60°C.

Em seguida, 10 pl de Mix Polymerase foram acrescentados a cada tubo, para assim
inicializar a rea¢do de PCR, segundo o protocolo de 30 segundos a 95°C; 30 segundos
60°C; 60 segundos 72°C, por 35 ciclos. Por fim, as amostras foram incubadas a 72°C,
durante 20 minutos.

Para o Mix Polymerase foram necessdrios 2 ul de SALSA PCR-primers, 2 ul
SALSA Enzyme Dilution buffer, 5,5 pl de H>O e 0,5 ul de SALSA Polymerase.
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Parte |
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Figura 11: Na Parte I: Representacdo esquemadtica das sondas de MLPA. Para cada regidao
a ser analisada s@o desenhadas duas sondas: a esquerda e a direita que se anelam
de maneira adjacente. Cada sonda tem a regido que € reconhecida por primers
universais. A sonda direita tem uma seqiiéncia denominada coringa que varia de
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tamanho diferenciando os pares de sonda e permitindo a visualizacdo dos
fragmentos por eletroforese capilar. Na Parte II: A) Oligonucleotideos
sintéticos que compdem o kit PO5S0-B1 e DNA gendmico; B) Hibridizacdao
adjacentes dos pares de sondas de MLPA nas seqiiéncias alvo; C) Reacdo de
Ligacdo onde ocorre a unido das sondas adjacentes com a enzima ligase; D)
Reacdo de PCR Multiplex: amplificacdo com primers universais gerando 33
fragmentos de tamanhos diferentes, onde somente o primer direto € marcado
com o corante FAM; E) Separacdo por eletroforese Capilar dos fragmentos
unicos amplificados. Adaptado de BARBARO, M. 2008.

7.4 - Separacao dos produtos amplificados por eletroforese capilar

Os produtos de PCR foram identificados utilizando o equipamento ABI PRISM
3700 DNA Analyser (Applied Biosystem-Applera Corporation, Estados Unidos), com
filtros de fluorescéncia especificos, seguindo o protocolo desenvolvido por MRC Holland
b.v2; 1-6-2007: Salsa 6-FAM PCR primer-dNTP mix.
Posteriormente a reacdo de PCR foram misturados as amostras 0,75 pl da reagdo de
PCR, 0,75 pL de dgua, 0,5 puL de 500 ROX, 13,5 pul Formamida Hi-Di, em seguida,
desnaturados a 94°C por 2 minutos e resfriados em gelo. A leitura foi realizada no
equipamento de eletroforese capilar ABI-Prism 310 Genetic Analyzer (1 capilar) com as
seguintes configuracoes:
U Padrao Interno: conjunto de filtros D - SO0ROX* (ABI nr. 401734)
. Comprimento do capilar: 47 cm (ABI nr. 402839);

. Polimero: POP-4

o Tempo de corrida: 30 min;

. Voltagem de corrida: 15 kV;

° Temperatura de corrida: 60 °C;

. Volume de preenchimento do capilar: 184 vezes;

. Voltagem de pré-corrida: 15 kV;
. Tempo de pré-corrida: 180 s;

. Voltagem de injecdo: 3.0 kV;

. Tempo de injecdo: 10-30 s;
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° Tempo de espera: 1 s.

Os tamanhos dos fragmentos foram visualizados utilizando o Software GeneScan

(Applied Biosystem-Applera Corporation, Estados Unidos) Figura 3 item E.

7.5 — Anélise dos dados obtidos por MLPA

Foi utilizado o software Coffalyser MLPA DAT desenvolvido e recomendado pelo
fabricante especialmente para a anélise de varias amostras. E um software baseado no excel
que pode ser usado com a versdo 2003+ ou superior do Microsoft Office version 2003+. Em
todos os passos para a normalizacdo dos dados estdo incluidas correcdes para efeitos
caracteristicos da maioria das misturas de sondas que € o decréscimo na altura/drea do pico
dependente da sonda. Este software é constantemente aprimorado e pode ser obtido
gratuitamente no sitio WEB da empresa.

Tecnicamente, os dados foram normalizados dividindo-se a drea do pico de cada
sonda pela soma dos picos de todas as sondas na amostra. Em seguida, esse valor
normalizado foi dividido pela drea do pico da sonda correspondente, obtida a partir do

DNA controle. Quando houve presenca de delecdes e duplicagdes em heterozigose, 0s

valores foram, respectivamente, de 0,5 e 1,5, se comparados com o valor normal de 1,0.
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1- Anélise por RFLP com a enzima Tagq |

Inicialmente todos os pacientes portadores de HCA e seus familiares foram
avaliados quanto ao nimero de copias dos genes C4 (A e B) e dos CYP2IAIP e CYP21A2
presentes nos alelos causadores de deficiéncia de 21-hidroxilase. Quando hibridizados com
a sonda pC21/3c, os fragmentos de DNA produzidos com a enzima 7Taq I correspondentes
aos genes CYP2IA2 e CYP2IAIP foram localizados e identificados por tamanho de 3,7 e
3,2 kb, respectivamente e, os fragmentos de 7,0 ou 6,4 kb e 6,0 ou 5,4 kb, correspondendo
respectivamente aos genes C4A e C4B, foram reconhecidos com a sonda do complemento
C4, C4B550. Além dos tamanhos diferentes para cada gene, esta avaliacdo indicou o
numero de copias de cada um através da variacdo de intensidade das bandas produzidas nos
blots. Por exemplo, as dele¢des foram indicadas por reducdo de intensidade (heterozigotos)
ou auséncia (homozigotos) dos fragmentos relativos tanto aos genes C4A ou C4B quanto ao
gene CYP2IA2 ou ao pseudogene CYP2IAIP obtidos na digestdo com a enzima de
restricdo Tagq 1. Ja nas conversdes as variagdes de intensidade foram observadas apenas para
0s CYP21A2 e CYP2IAIP. Por outro lado, as duplicagdes foram reconhecidas por aumento
nas intensidades dos respectivos fragmentos. Deve-se ressaltar aqui que nos alelos
portadores de delecdo e conversdo a copia do gene CYP21 pode ser hibrida formada pelo
terminal 5° do CYP2IAIP e o terminal 3° do CYP2/A2. Desta forma, seguindo a
classificacdo proposta por Blanchong et al. (2000) que se baseia no nimero de mddulos
RCCX presentes no cromossomo, os alelos, causadores de deficiéncia de 21-hidroxilase,
foram divididos em trés grupos: alelos monomodulares (delecdo), alelos bimodulares

(conversdo) e alelos trimodulares (duplicacao).

1.1 - Alelos Monomodulares Com Genes Hibridos CYP2IAIP/CYP21A2

Foram identificados genétipos homozigotos e heterozigotos de alelos

monomodulares (n = 26), com dele¢do de 30 kb da unidade RCCX envolvendo o terminal

3" de CYP2IAIP o gene C4B e o terminal 5° do CYP2]/A2. Nos casos de heterozigose,
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foram observados varios gen6tipos com associagdo a alelos bimodulares, trimodulares e até
um raro tetramodular (Figura 11).

Assim, os gendtipos heterozigotos de alelos monomodulares e genes hibridos
apresentaram combina¢des com alelos bimodulares, onde o gene C4B foi o delimitador dos
genotipos, apresentando os seguintes fragmentos Tag I: 6,0 kb (n=14),5,4kb(n=1)e 3,9
kb (n = 1); com alelo trimodular, onde o gene C4B apresentava o fragmento de
54 kb (n = 2); com alelo tetramodular, onde o C4B apresentava o fragmento de 6,0 kb
(n = 1). Foram identificados também gendtipos com heterozigose composta de alelos

monomodulares e bi ou trimodulares, ambos com hibridos, com as seguintes composi¢oes

do gene C4B: 6,0kb (n=2),5,4kb (n=1),2x5,4kb(n=1).

HOMOZIGOTOS HETEROZIGOTOS

Monomodular + hibrido  Bimodular + hibride Bimodular
Monomodular + hibrido Monomodular + hibrido Monomodular + hibrido

- - — - B .. 7.0kb C4A
B = - s 6,4 kb C4A/C4B

p s 6,0 kb C4B

- s 5,4 kb C4B

.

L - 39KkbC4B
| =3 s 3.7 kb CYP21A2
- P - n » - 3,2kb CYP21A1P
A B C D E F G

(n=2) (n=1) (n=2) (n=1) (n=14)(n=1)(n=1)

Trimodular + hibrido Trimodular Tetramodular )
Monomodular + hibrido  Monomodular + hibrido  Monemedular + hibrido
s 7,0 Kb C4A
- - s 6,4 kb C4A/C4B
. s 6,0 kb C4B
- w54 kb C4B
-— e ===37kb CYP21A2
- W8 3> kb CYP21AIP
H | J
(n=1) (h=2) =)

Figura 11: Padrdes de Southern blot para gendtipos de individuos com alelos
monomodulares e gene hibrido CYP2IAIP/CYP2IA2. Imagens obtidas apds
hibridizacdo com sondas especificas para os genes C4 e CYP2] e
autorradiografia.
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Nos genétipos onde o gene hibrido estava presente nos dois alelos, pacientes 12Xal,
165Yal, Rio3Xal e Ubl8Xal, a presenca de delecao e conversado foi indicada pela auséncia
do fragmento 3,7 kb e intensidades diminuidas ou inalteradas dos fragmentos de 6,0 ou 5,4
kb (Figura 11 C, D, H). Estes alelos bimodulares portadores de gene CYP21AIP/CYP21A2
hibrido divergiram quanto ao tamanho de fragmento do gene C4B, 2 individuos
apresentaram gene C4B de 6,0 kb e 1 individuo o gene C4B de 5.4 kb.

Nestes e, nos casos de heterozigose composta com alelos tri e tetramodulares, a
identificacdo de um alelo monomodular no genétipo s6 foi possivel pelo estudo
segregacional nas familias (Figura 12). Ao se observar os individuos afetados das familias
12 e 165, nota-se que apresentaram genétipos idénticos porém, o alelo monomodular +
hibrido CYP21AIP/CYP21A2 da primeira familia € de origem paterna e no segundo caso €
de origem materna. Na familia Ubl8 as intensidades dos fragmentos do individuo afetado
poderiam sugerir que seu gendtipo fosse composto por alelo bimodular + hibrido
CYP2IAIP/CYP21A2 em homozigose. No entanto, ao se avaliar a familia, ficou claro que a
mae apresentava um alelo trimodular + hibrido CYP2IAIP/CYP2IA2 e o pai um alelo
monomodular + hibrido CYP2IAIP/CYP2I1A2 e, estes alelos eram os que compunham o
genotipo da filha. Finalmente, ao observar as intensidades dos fragmentos do individuo
afetado da familia 196 nota-se um aumento do fragmento correspondente ao gene C4B (6,0
kb) acompanhada de aumento da intensidade do fragmento correspondente ao pseudogene
CYP2IAIP (3,2 kb) sugerindo uma duplicagdo da unidade C4B+CYP2IAIP. Ao
avaliarmos os genotipos dos pais observamos que este aumento € de origem paterna
sugerindo a presenga de um alelo tetramodular e, de origem materna, foi observado um
alelo monomodular + hibrido CYP21A1P/CYP21A2 (Figura 12).

Trés pacientes apresentaram gendtipos homozigotos devido a consangiiinidade de
seus pais, mas divergiram quanto ao tamanho em pares de bases apresentado pelo gene C4A

(Figura 11). Nestes trés casos temos alelos autozigotos, ou seja, alelos de mesma origem.
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Figura 12: Andlise de Southern blot para a segregacdo em cinco familias. Onde P = pai;
M= mae; FA= filha afetada; FN= filha normal; MA=filho afetado; mono=alelo
monomodular; bi=alelo bimodular; tri= alelo trimodular e tetra=alelo
tetramodular.

Os pacientes 32Yal e Rio6Xal apresentaram o fragmento do gene C4A de 7,0 kb e
o gene hibrido CYP2IAIP/CYP21A2 de 3,2 kb em seus dois alelos monomodulares. A
paciente 30Xal, por outro lado apresentou o fragmento 7aq I de 6,4 kb, considerado como
indicativo de um gene hibrido de C4A/C4B e o de 3,2 kb indicativo também do gene
hibrido CYP21AIP/CYP21A2, esta conformagdo alélica é aparentemente rara, pois ainda
nao havia sido descrita. A segregacdo deste alelo foi verificada em trés geracdes da familia

(Figura 13).
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0P J0M
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Figura 13: Heredograma da familia 30, evidenciando a segregacdo do alelo monomodular
por trés geragoes.

1.2 - Alelos Bi e Trimodulares Com Conversao e Genes Hibridos CYP21A1P/CYP21A2

Os individuos (n = 33) que apresentaram gene hibrido em alelos sem alteracdo ou
com ganho de material genético, considerados portadores da chamada conversdo em larga
escala, foram classificados da mesma forma que os anteriores quanto ao médulo RCCX.

No padrio de Southern blot com a enzima Tag I os genétipos dos individuos
homozigotos de alelos bimodulares + hibridos divergiram apenas quanto aos tamanhos do
gene C4B, que foram de 5,4 kb (n = 3) e 6,0 kb (n = 1) (Figura 14 A, B). Além dos ja
descritos heterozigotos monomodulares/bi e trimodulares + hibrido (n = 4) (Figura 11, C,
D, H), os individuos heterozigotos foram divididos em: bimodular/bimodular + hibrido que
apresentaram trés genétipos diferentes com o gene C4B de 5,4 kb em homozigose (n = 2),
de 6,0 kb em homozigose (n =5) e 6,0 + 5,4 kb (n =5) (Figura 14, C, D, E). Além destes,
foram identificados gendtipos dos tipos trimodular/bimodular + hibrido (n = 5) cujos
padrdes variaram também de acordo com os fragmentos correspondentes ao gene C4B
(Figura 14, F, G) e bimodular/trimodular + hibrido (n = 4) com genes C4B de 6,0 e duas
coOpias de 5,4 kb (Figura 14, H).
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HOMOZIGOTOS HETEROZIGOTOS
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Figura 14: Gendtipos de individuos com alelos bi-e trimodulares com gene hibrido
CYP2IAIP/CYP21A2. Imagens obtidas apds hibridizacdo com sondas
especificas para os genes C4 e CYP21 e autorradiografia.

Trés pacientes (168Xal, Ube3Xal e Ube7Xal) apresentaram alelos bimodulares
com genes hibridos, cujos gendtipos sob a perspectiva de Southern blot nao evidenciava a
conversdo em larga escala (Figura 15). Os genes hibridos nestes casos s6 ficaram
esclarecidos mediante as andlises de PCR alelo-especifica e de seqiienciamento que serdo
apresentadas nos proximos tépicos. Os genétipos A e B (Figura 15) sugeriam dois alelos

bimodulares e o C, heterozigose bi e trimodulares.
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HETEROZIGOTOS
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Figura 15: Gendtipos de individuos com alelos bi- e trimodulares com gene hibrido
CYP2IAIP/CYP2IA2. Imagens obtidas apds hibridizacio com sondas
especificas para os genes C4 e CYP21 e autorradiografia.

Assim como no caso dos individuos portadores de alelos monomodulares, para a
identificag¢do dos alelos que compunham cada genétipo apresentado nas Figuras 14 e 15 foi
fundamental a andlise de segregacdo nas familias. Através desta andlise foi possivel a
distin¢d@o entre gendtipos trimodulares/bimodulares+hibrido (Figura 16, familias 13 e 198)
dos bimodulares/trimodulares+hibrido (Figura 16, familias 189 e 28).

No entanto, houve casos como o da familia 86 no qual o gendtipo ndo era evidente
pela andlise de Southern blot; a identidade dos alelos neste caso foi possivel somente apds
as andlises de PCR alelo-especifica e de seqiienciamento, o que também ocorreu nos casos
das familias 168, Ube3 e Ube7. Nas familias Ube3 e Ube7 a segregacdo observada no
Southern blot sugeria um alelo bimodular com hibrido, mas com uma configuragao

diferente (Figura 17).
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Figura 16: Gendtipos de cinco familias com alelos bi- e trimodulares com gene hibrido

CYP2IAIP/CYP2IA2.

Imagens obtidas ap6s

hibridizacio com

sondas

especificas para os genes C4 e CYP2I e autorradiografia. Onde P = pai; M=
mae; FA= filha afetada; FN= filha normal; MA=filho afetado; MN=filho
normal; mono= alelo monomodular; bi= alelo bimodular; tri= alelo trimodular e
tetra= alelo tetramodular.

Ja na familia 168 o Southern blot ndo demonstrou nenhuma evidéncia de gene

hibrido em seus gendtipos. Ao invés da configuragdo C4A-CYP2IAIP-C4B-CYP2IA2

normalmente observada, estes pacientes poderiam apresentar a C4A-CYP21A2-C4B-

CYP2IAIP/CYP21A2, para cuja formagdo serdo apresentadas evidéncias adicionais mais

adiante.
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Figura 17: Gendtipos de familias com gene hibrido CYP2IAIP/CYP21A2. Imagens obtidas
ap6s hibridizagdo com sondas especificas para os genes C4 e CYP2] e
autorradiografia. Onde P = pai; M= mae; FA= filha afetada; FN= filha normal;
MA-=filho afetado; MN=filho normal; mono= alelo monomodular; bi= alelo
bimodular; tri= alelo trimodular e tetra= alelo tetramodular.

1.3 - Haplétipos com Genes Hibridos CYP21IA1P/CYP21A2

Com base nesta primeira andlise por RFLP do sitio Tag I e intensidade de
fragmentos foi possivel entdo identificar seis haplétipos que divergiram principalmente

com base nas variacdes polimoérficas do gene C4A e do gene C4B e no nimero de blocos

génicos RCCX que compdem os alelos (Tabela 10) .
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Devido a consangiiinidade nas familias 30, 32, Rio6, Ubl6 e Ubl7 e como o0s casos
indices 19, 60 e 61 pertencem ao mesmo nucleo familiar, o total de alelos portadores de

genes hibridos é de 57.

Tabela 10 - Classificagdo dos alelos segundo o nuimero de cépias presente do Loco
C4/CYP21 e tamanho dos fragmentos no RFLP com a enzima Tagq 1.

F tos Taq I (kb
Haplétipo A?elf;(()lo ragmentos Taq 1 (kb) Numero de Alelos
C4A CYP2IAIP C4B CYP21A1P/CYP21A2

A Monomodular 7,0 - - 32 25

B Monomodular 6,4 - - 32 1

C Bimodular 7,0 3,2 6.0 3.2 14

D Bimodular 7,0 3,2 54 3.2 9

E Bimodular 7,0 3,7 6,0 3,2 3

F Trimodular 7.0  2x3,2  2x54 3,2

(-) significa auséncia dos fragmentos correspondentes tanto ao pseudogene CYP2/AIP quanto ao
gene C4B.

2- Analise por MLPA

Os individuos portadores de alelos mono (n = 26), bi (n = 26) e trimodulares
(n = 5) com genes hibridos CYP21AIP/CYP21A2 foram avaliados com a técnica de MLPA
quanto a sua formacdo e também quanto ao nimero de copias génicas no loco RCCX. Os
experimentos com MLPA foram detalhados em Material e Métodos. Além de permitir o
estudo de delecdes e duplicagdes, como o Southern blot, com esta técnica é possivel
delinear a regido de recombinagdo entre o pseudogene CYP2IAIP e o gene CYP2IA2,
devido a localizacdo das sondas que compdem o kit POSOB. Estas sondas, ao contrario do
estudo com a enzima Taq 1, ndo envolvem somente o terminal 5°’UTR, mas também regides
exOnicas e intronicas baseadas nas diferencas de nucleotideos entre gene e pseudogene. As
sondas para CYP2IAIP estao localizadas nas regides: 5° UTR do éxon 1, intron 2 e 3’UTR
do éxon 10; as do CYP2IA2, estio em: S’UTR do éxon 1, éxon 3 (na regido onde no

CYP2]AIP h4 a delecdo de 8 nucleotideos, g.707_714delGAGACTAC),éxon4 (na regido

98



Resultados

onde no CYP2IAIP ha a mutagdo p.I172N), éxon 6 (na regido onde no CYP2IAIP ha as
mutagdes p. L236N, p.V237Q, p.M239K, conhecidas como CI6) e éxon 8 (na regido onde
no CYP2JAIP hid a mutacdo p.Q318X). Como a regido de recombinacdo entre o
pseudogene CYP2IAIP e o gene CYP21A2 varia ao longo dos éxons que os compdem, esta
técnica consegue identificar a variabilidade desta regido nos genes hibridos
CYP2IAIP/CYP21A2 formados apés a recombinacao.

Os fragmentos unicos gerados apOs a hibridizacdo com a mistura de sondas
experimentais e controles sdo ligados e amplificados por PCR de forma a gerarem
fragmentos com tamanhos distintos. O produto desta reacdo € entdo submetido a
eletroforese capilar para separa¢do, o que gera um grafico como mostra a Figura 18 no

software GeneScan v.3.7.
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Figura 18: Eletroforese Capilar dos fragmentos obtidos por MLPA. No eletroferograma,
cada pico surge na posi¢do correspondente ao tamanho em pares bases do
fragmento amplificado relativo a uma sonda, em num total de 33 sondas
presentes no kit PO5S0 B. A 4rea sob cada pico é proporcional ao nimero de
cOpias presentes no genoma daquela determinada sonda. As setas indicam: 1-
sonda do éxon 3 do gene CYP2IA2, que se anela na seqiiéncia onde no
pseudogene ha a mutacdo g.707_714delGAGACTAC; 2 - sonda da regido
5’UTR do gene CYP21A2; 3 - sonda do éxon 4 do gene CYP21A2, que se anela
na seqiiéncia onde no pseudogene ha a mutacido p.I1172N; 4 - sonda do éxon 6
do gene CYP2IA2, que se anela na seqiiéncia onde no pseudogene hd as
mutagdes p.I1236N/ p.V237E/ p.M239K conhecidas como cluster 6; 5 - sonda
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UTY do cromossomo Y; 6 - sonda do éxon 8 do gene CYP2/A2, que se anela
na seqiiéncia onde no pseudogene ha a mutagcdo p.Q318X. A- Paciente 108Xal,
heterozigota monomodular + hibrido / trimodular, onde se observa a diminui¢do
relativa dos picos 1- 4 relativos ao gene CYP2IA2 ; a auséncia da sonda 5
confirma o cariétipo 46,XX. B- Paciente 115Yal, heterozigoto modular +
hibrido / modular, onde se observa a diminui¢do relativa dos picos 1- 2
relativos ao gene CYP21A2; a presenga da sonda 5 confirma o cariétipo 46,XY.
C - Paciente Ubl7Xal, onde se observa a auséncia dos picos 1- 4 relativos ao
gene CYP21A2; a auséncia da sonda 5 confirma o cariétipo 46,XX.

Os pacientes 108Xal e 115Yal apresentam reducdo dos picos correspondentes as
sondas de 1 a 4 e 1 a 3, respectivamente, indicando auséncia em heterozigose das
seqiiencias compreendidas entre o terminal 5° e os éxons 6 e 3, respectivamente. J4 a
auséncia dos picos de 1 a 4 na paciente Ubl7Xal sugere a completa auséncia das
seqiiéncias correspondentes ao terminal 5° até o éxon 6, do gene ativo CYP21A2 (Figura
18). A sonda 6 nos trés individuos apresenta-se aumentada, indicando uma copia extra da
seqiiéncia normal correspondente a mutagdo p.Q318X.

Os dados brutos analisados no software GeneScan v.3.7 foram normalizados por
comparacio a cinco individuos normais, analisados previamente por Southern blot, e a 18
sondas controles internas. Esta normalizagao foi realizada tanto com a planilha denominada
Coffalyser v. 8.0, disponibilizada na internet pelo fabricante, como com uma planilha
construida no software Microsoft Excel. Desta forma, com base nos resultados
apresentados, foi possivel dividir os pacientes nos seguintes grupos:

e grupo I: individuos que apresentaram em seu gendtipo pelo menos um alelo
monomodular
1. e gene hibrido com éxon 6 mutante

2. e gene hibrido com éxon 6 normal

e grupo 2: individuos que apresentaram em seu genoétipo pelo menos um alelo bi ou
trimodular
1. e gene hibrido com éxon 6 mutante

2. e gene hibrido com éxon 6 normal
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2.1 - Resultados de MLPA para o grupo 1.1

Os dados brutos obtidos da técnica de MLPA normalizados em planilhas Excel
geraram grificos onde podem ser observadas as regides de recombinacdo dos genes
hibridos. Os graficos apresentados na Figura 19 relacionam os resultados da analise para 15
sondas (numeradas de 1 a 15) e os valores das dreas relativas integradas dos picos. As
alturas das barras correspondem proporcionalmente ao nimero de cOpias das seqiiéncias
das sondas encontradas no genoma. Alturas entre 0,8 e 1,2 correspondem a duas copias,
alturas superiores a 1,2 e alturas inferiores a 0,8 indicam aumento e reduc@o ou auséncia de
coOpias, respectivamente.

Na parte A da Figura 19 temos a andlise dos dois individuos homozigotos para
alelos monomodulares (Figura 11 A e B). O paciente 32Yal apresenta alturas das barras
para os genes C4 iguais e com o valor de 1,2 que sugere a presenca duas cOpias de cada
gene C4 (C4A e C4B). Este individuo quando avaliado por Southern blot apresentou apenas
o fragmento correspondente ao gene C4A (7,0 kb). As sondas de MLPA para estes genes
estdo nas regides exdnicas (éxons 17 e 19, respectivamente para C4A e C4B) e a avaliacdo
por Southern blot é referente a regido 5S’UTR, entdo o gene C4 deste individuo também
pode ser um hibrido (C4A/C4B) indicado pela altura das barras. Ja a paciente 30Xal
apresenta auséncia da barra referente ao gene C4B. A avaliacdo por Southern blot havia
indicado anteriormente para o gene C4 apenas o fragmento de 6,4 kb, raro em casos de
deficiéncia de 21-hidroxilase. A auséncia das barras de 6 a 9 em ambos os casos sugerem
que os genes hibridos CYP21A1P/CYP21A2 ndo apresentam as seqiiéncias normais do gene
CYP21A2 para aregido 5" e éxons 3, 4 e 6 e, sim as seqiiéncias mutantes do CYP2IAIP. O
valor equivalente a duas cdpias da seqiiéncia normal para a sonda nimero 10, referente a
regido da mutacdo p.Q318X no éxon 8, e, a auséncia da sonda nimero 5 referente a
seqiiencia do terminal 3° do pseudogene sugerem que as formagdes hibridas nestes
pacientes apresentem a regido de recombinagdo entre os éxons 6 € 8.

A parte B da Figura 19 mostra os padrdoes de MLPA para os pacientes que sao

heterozigotos de alelos monomodulares e bimodulares, ambos portadores de genes hibridos.
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Figura 19: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B
(verde); CYP2IAIP (laranja), CYP2IA2 (azul), TNXB e CREBLI (violeta). Os
nimeros 1-15 abaixo de cada grafico representam as sondas de MLPA: (1) éxon
17 do C4A; (2) éxon 19 do C4B; 5’UTR, intron 2 e 3’'UTR do pseudogene
CYP2IAIP (3-5, respectivamente); 5’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6 e éxon 8 do
gene CYP21A2 (6-10, respectivamente); 11-13 sdo sondas para os éxons 32, 15 e
1 do gene TNXB respectivamente e, 14 € a sonda para o gene CREBLI. A
presenca ou auséncia da sonda 15 identifica 46,XY ou 46,XX, uma vez que esta
sonda reconhece a regido do cromossomo Y (UTY). As alturas das barras
correspondem a normalizacdo dos dados obtidos por eletroforese capilar onde os
valores entre 0,8 — 1,2 indicam duas cOpias do fragmento, valores superiores
indicam aumento no nimero de cOpias e inferiores reducao do nimero de copias.
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As setas vermelhas indicam presenca da mutacdo I172N na paciente 56Xa2 e Cl6
na paciente Ube6Xal em heterozigose composta com a delecdo de 30 kb.

Na parte C da Figura 19 estdo dispostos trés pacientes (136Yal, 139Yal e 56Xal)
heterozigotos de alelos monomodulares e bimodulares. Nos trés casos os resultados
indicam que a regido de recombinacdo do gene hibrido CYP2IAIP/CYP21A2 deva também
estar localizada entre os éxons 6 e 8. As alturas das barras 6 a 9 estdo abaixo de 0,8
indicando a presenca de uma unica cOpia destas seqiiéncias no genoma dos pacientes. A
sonda 8 na paciente 56Xal estd ausente porque € heterozigota composta de delecdo de 30
kb e a mutagdo p.I172N, onde a sonda se anela. Os genes hibridos CYP2IAIP/CYP21A2,
portanto, apresentam as seqii€ncias do gene CYP2/AIP para a regido 5° e éxons 3, 4 e 6.
Aqui, novamente, os valores entre 0,8 e 1,2 para a sonda nimero 10 equivalem a duas
coOpias da seqiiéncia normal referente a regido da mutacao p.Q318X no éxon 8, e, a auséncia
da sonda nimero 5 referente a seqiiéncia do terminal 3~ do pseudogene sugerem que nestes
pacientes a regido de recombinacdo na formag¢ao do hibrido seja semelhante aos anteriores.
Desta forma o hibrido CYP2IAIP/CYP21A2 nos dois casos € formado por seqiiéncias do
CYP2IAIP até o éxon 6 (inclusive) e a partir do éxon 8 por seqiiéncia do CYP2IA2. Da
mesma forma, deve-se ressaltar a semelhanca destes pacientes com o 32Yal no que diz
respeito as sondas de C4A e C4B. Mais uma vez observa-se a presenga de duas copias de
cada uma, sendo que se esperaria uma delecao de C4B mostrada no Southern blot.

Para finalizar o grupo dos monomodulares com genes hibridos portadores doéxon6
mutante, a parte D da figura 19 mostra quatro pacientes cujas analises de MLPA sugerem a
presenca de um CYP2IAIP completo como cépia remanescente no alelo deletado.
Observam-se nestes casos as alturas das sondas 6 — 10 abaixo de 0,8, indicando a presenga
de apenas uma copia de cada no genoma. Para os pacientes Nor2Yal, Ube6Xal e 163Xal
as alturas relativas a duas cdpias para a sonda 5, sugerem que a recombinagdo na formacao
destes alelos deva ter ocorrido além do éxon 10 de CYP2IA2, dentro do gene TNXB. No
paciente Ubl1Yal, a sonda 5 apresenta também altura relativa a uma cdpia, o que indica

que, neste caso, o ponto de recombinacdo possa estar localizado entre o €xon 8 e o terminal

3.
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Para esclarecer as formacdes hibridas nos casos da Figura 19 B foi feita a anélise de
MLPA dos pais. Pelo estudo de segregacdo na familia por Southern blot havia sido
verificado que para as pacientes 12Xal e Ubl8Xal o alelo monomodular é de origem
paterna e para o paciente 165Yal € de origem materna (Figura 12). Como os padrdes de
MLPA para gene e pseudogene CYP2I dos pacientes 12Xal e 165Yal se mostraram
idénticos, investigou-se os pais para defini¢do das regides correspondentes ao CYP2IAIP e
CYP21A2 em cada um dos hibridos. Como mostra a Figura 20, a anélise do pai, doador do
alelo monomodular da paciente 12Xal, sugere a presenca de um CYP2IAIP inteiro com
seqiiéncias que se estendem até o terminal 3’, indicada pela altura das barras 6-10 abaixo de
0,8 e, a da barra 5 correspondente a duas cOpias da regido 3’ do pseudogene. Assim, o alelo
bimodular desta paciente carrega um hibrido coméxon6 normal, uma vez que no MLPA se
observa a auséncia das barras 6 e 7, e alturas reduzidas das barras 7-10. Ja o alelo
monomodular do paciente 165Yal apresenta seqiiéncias CYP2IAIP até o éxon 3
demonstradas pelas alturas abaixo de 0,8 das barras 6 e 7 na andlise da mae. Portanto, o
alelo bimodular, neste caso de origem paterna, carrega uma copia completa do CYP2IAIP.
A paciente Ubl8Xal, por outro lado, apresenta o resultado de MLPA que concorda com a
condicdo de portadora de um alelo monomodular de origem paterna e um trimodular de
origem materna, ambos com gene hibrido CYP2IAIP / CYP2IA2. Neste caso nao foi
realizado o estudo dos pais por MLPA, porém pelas andlises de PCR alelo-especificas que
serdo apresentadas mais adiante, foi possivel identificar que o alelo monomodular herdado
do pai apresenta o hibrido coméxon6 mutante. Logo, pelas alturas das barras na andlise de
MLPA, o alelo trimodular de origem materna carrega um hibrido que tem seqii€éncias de

CYP2]AIP apenas naregido 5’ e provavelmente até o éxonl.
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Figura 20: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B
(verde); CYP2IAIP (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBLI (violeta). Os
nimeros 1-15 abaixo de cada grafico representam as sondas de MLPA que
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, intron 2 e 3’UTR do
pseudogene CYP21AIP (3-5, respectivamente); S’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6
e éxon 8 do gene CYP2IA2 (6-10, respectivamente); 11-13 s@o sondas para os
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e 14 é a sonda para o gene
CREBLI . A presenca ou auséncia do sinal da sonda 15 identifica pacientes
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a regido do cromossomo
Y (UTY). As alturas das barras correspondem a normalizacdo dos dados
obtidos por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 — 1,2 indicam duas
copias do fragmento. As setas vermelhas indicam: na 12P, dele¢do de todas as
seqiiencias de CYP2IA2 mostrando que o alelo monomodular, neste caso é
portador do pseudogene inteiro, inclusive da regido 3°’UTR indicada pela seta
alaranjada (sonda 5 correspondendo a 2 cdpias, tanto no 12P como 12Xal); na
165M, mostram que o alelo monomodular herdado da mée € portador delecio
das seqiiéncias dos éxons 1 e 3 de CYP21AZ2; as setas verdes indicam a presenca
de dos éxons 4, 6 e 8 de CYP2IA2. Por outro lado, a paciente 12Xal é
portadora de um alelo monomodular com estrutura de CPY21 semelhante a do
165Yal e o ultimo de um bimodular com um pseudogene inteiro a semelhanga
do 12Xal.

2.2 - Resultados de MLPA para o grupo 1.2
Na Figura 21 sdo mostradas as andlises para o grupo de pacientes heterozigotos

compostos de alelos monomodulares e bi, tri ou tetramodulares, cujas copias génicas

hibridas nos alelos monomodulares apresentam o éxon 6 normal. Do total de 12 pacientes
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incluidos neste grupo, 9 apresentam a regido de recombina¢do para o hibrido
CYP2IAIP/CYP21A2 localizada entre os 3 e 4 (Figura 21, A, B e C). Na parte A foram
reunidos os pacientes que apresentaram heterozigose composta de alelos monomodulares e
tri ou tetramodulares. Esta heterozigose produziu nos trés pacientes deste grupo alturas
acima de 1,2 para as sondas 2 do gene C4B, 3 e 4, ambas do CYP2IAIP. Na paciente
196Xal o aumento das alturas das barras referentes a sonda 2 do gene C4B e a sonda 3 do
CYP2IAIP € devido a presenca de um alelo provavelmente tetramodular sem gene hibrido
que € de origem paterna como se v€ no Southern blot (Figura 12). Por outro lado, para o
paciente 70Yal era esperada uma diminui¢cdo da barra 10 uma vez que o alelo trimodular
sem hibrido herdado do pai € portador da mutagcdo p.Q318X no gene CYP2IA2. Ao invés
disso foi observado o aumento, que pode ser decorrente de uma seqii€éncia p.Q318X normal
presente em uma das duas copias CYP2IAIP presentes neste alelo. Esta suposicdo foi
confirmada pela andlise de MLPA da familia e pelos experimentos de PCR alelo-especifica
cujos resultados serdo descritos mais adiante.

Nas partes B e C da Figura 21 sdo mostrados os resultados de MLPA para os
pacientes que foram heterozigotos compostos de alelos monomodulares com genes hibridos
e bimodulares com outras mutagdes no gene CYP2IA2. Da mesma forma que a paciente
56Xal (Figura 19 C), a barra 8 estd diminuida no paciente 25Yal porque é heterozigoto
composto de delecdo de 30 kb e a mutacdo p.I172N, onde a sonda se anela. No grupo da
figura 19C, as proporcdes 2:2 das barras correspondentes as sondas 1 e 2 ndo se deve a
presenca de um gene hibrido C4 no alelo monomodular como no caso 32Ya2 mas este
hibrido estd presente nos alelos bimodulares que compdem estes gendtipos, dados
confirmados pela andlise de MLPA das familias.

Na parte D da figura 14 os trés individuos (23Xal, 99Xal e 123Yal) apresentaram
a regido de recombinacdo do gene hibrido CYP2IA1P/CYP21A2 entre o éxonl e o éxon 3.
O paciente 123Yal apresentou também a reducdo da barra correspondente a sonda 10
devido a presenca da alteragdo p.Q318X em heterozigose composta com a dele¢dao de 30
kb. A paciente 99Xal apresentou reducdo da barra referente a sonda 8 devida a presenca da
mutacdo p.I172N no gendtipo. A paciente 23Xal, por sua vez apresentou auséncia

completa da barra correspondente ao gene C4B; como no Southern blot foi observado o
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fragmento de 6,0 kb indicativo deste gene no alelo bimodular materno, supde-se que esta

coOpia seja hibrida C4B/C4A com o éxon 19 (sonda 2) correspondente ao C4A.
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Figura 21: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B

(verde); CYP2IAIP (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBLI (violeta). Os
nimeros 1-15 abaixo de cada grafico representam as sondas de MLPA que
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, intron 2 e 3’UTR do
pseudogene CYP21AIP (3-5, respectivamente); S’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6
e éxon 8 do gene CYP2]A2 (6-10, respectivamente); 11-13 sd@o sondas para os
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e 14 é a sonda para o gene
CREBLI. A presenca ou auséncia do sinal da sonda 15 identifica pacientes
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a regido do cromossomo
Y (UTY). As alturas das barras correspondem a normalizacdo dos dados
obtidos por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 — 1,2 indicam duas
copias do fragmento, valores superiores indicam aumento no nimero de copias
e inferiores reduc@o do ndmero de copias. As setas vermelhas indicam presenga
das mutacdes correspondentes as respectivas sondas em heterozigose composta
com a delecdo de 30 kb. A seta verde no paciente 70Yal indica a presenca da
seqiiéncia, embora seja heterozigoto composto da mutagdo Q318X e delecdo de
30 kb.

2.3 - Resultados de MLPA para o grupo 2.1

Este grupo € formado por pacientes homo ou heterozigotos compostos de alelos bi

ou trimodulares que carregam genes hibridos CYP2IAIP/CYP21A2 com éxon 6 mutante.

Na parte A da Figura 22 sdo observados os resultados de MLPA das pacientes Ubl6Xal e

Ubl7Xal que s@o homozigotas de conversdo, isto €, alelos bimodulares com genes hibridos

CYP2IAIP/CYP21A2, cujos resultados de Southern blot sao ilustrados na Figura 14 A. O

padrao de MLPA para estas pacientes indica que a regido de recombinagio deva ser entre

os éxon 6 e 8. Outros 4 pacientes apresentaram heterozigose de genes hibridos com estas

caracteristicas (Figura 22 B). Devemos apenas ressaltar algumas diferencas entre eles. Por

exemplo, as pacientes 28Xal e 108Xal mostram caracteristicas de combinag@o de alelos bi
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e trimodulares, como também se observa no Southern blot (Figura 14 G, H,
respectivamente). Este fato também pode ser verificado observando os aumentos das barras
referentes ao gene C4B e ao pseudogene CYP2IAIP. A diferenca entre elas é que na
primeira o hibrido estd no alelo trimodular e na segunda, no bimodular, como demonstrado
pelo estudo das familias (Figura 14). O paciente 59Ya3, além da conversdo, ¢ também

portador da mutacdo p.Q318X no gene CYP21A2 n@o hibrido.
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Figura 22: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B
(verde); CYP2IAIP (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBLI (violeta). Os
nimeros 1-15 abaixo de cada gréfico representam as sondas de MLPA que
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, intron 2 e 3’UTR do
pseudogene CYP2IAIP (3-5, respectivamente); 5S’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6
e éxon 8 do gene CYP2IA2 (6-10, respectivamente); 11-13 sdo sondas para os
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e 14 € a sonda para o gene
CREBLI . A presenca ou auséncia do sinal da sonda 15 identifica pacientes
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a regido do cromossomo Y
(UTY). As alturas das barras correspondem a normalizacdo dos dados obtidos
por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 — 1,2 indicam duas copias do
fragmento, valores superiores indicam aumento no numero de cépias e
inferiores reducdo do numero de cépias. A seta vermelha indica presenca da
mutacdo correspondente a respectiva sonda em heterozigose composta com a
delecdo de 30 kb.
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2.4 - Resultados de MLPA para o grupo 2.2

Este grupo é formado por pacientes homo ou heterozigotos compostos de alelos bi
ou trimodulares que carregam genes hibridos CYP2IAIP/CYP21A2 com éxon 6 normal. A
Figura 23 A mostra aqueles pacientes que sdo heterozigotos de alelos
bimodulares/bimodulares com hibrido com padrao de Southern blot correspondente ao A e
B da Figura 15. Observa-se que no ensaio de MLPA que os pacientes apresentaram um
perfil semelhante com a regido de recombinagdo para formacdo hibrida de CYP2]
localizada entre os éxons 3 e 4. O paciente 180Yal é também portador da mutacao p.I1172N
e, as outras duas sdo portadoras da mutacdo p.Q318X nos genes ndo-hibridos. Outros
quatro pacientes apresentaram formacdes hibridas semelhantes, com a diferenca que o
paciente 86Yal apresenta um alelo trimodular sem gene hibrido e, os 91Xal, 115Yal e
189Yal carregam a cépia hibrida CYP2IAIP/CYP21A2 em um alelo trimodular (Figura 23
B). Distin¢ado esta que pode ser feita com base na segregacao familiar (Figura 16). Assim,
nos 4 casos se observa um aumento significativo das barras correspondentes aos genes C4B

e CYP2IAIP.
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Figura 23: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B
(verde); CYP21AIP (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBLI (violeta). Os
nimeros 1-15 abaixo de cada gréfico representam as sondas de MLPA que
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; S’UTR, intron 2 e 3’UTR do
pseudogene CYP2IAIP (3-5, respectivamente); 5S’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6
e éxon 8 do gene CYP2IA2 (6-10, respectivamente); 11-13 sdo sondas para os
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e 14 € a sonda para o gene
CREBLI. A presenca ou auséncia do sinal da sonda 15 identifica pacientes
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a regido do cromossomo Y
(UTY). As alturas das barras correspondem a normalizacdo dos dados obtidos
por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 — 1,2 indicam duas copias do
fragmento, valores superiores indicam aumento no numero de cépias e
inferiores redu¢c@o do nimero de cOpias. As setas vermelhas indicam presenca
das mutacgdes correspondentes as respectivas sondas em heterozigose composta
com a delecdo de 30 kb.

A terceira formacdo hibrida observada neste grupo, € a que agregou um numero
maior de pacientes (n=9), foi aquela com ponto de recombinacdo entre a regido 5’ e o éxon
3 (Figura 24 A, B). Incluido aqui estd uma paciente homozigota (20Xal) deste alelo para o
qual a consangiiinidade dos pais € negada. Entre estes pacientes, dois apresentaram
heterozigose composta com alelos trimodulares (Figura 16, pacientes 13Xal e 198Xal),

porém a copia hibrida nos dois casos estd associada a uma conformacio bimodular.
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Figura 24: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B

(verde); CYP2IAIP (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBLI (violeta). Os
nimeros 1-15 abaixo de cada grafico representam as sondas de MLPA que
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, intron 2 e 3’UTR do
pseudogene CYP21AIP (3-5, respectivamente); S’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6
e éxon 8 do gene CYP2IA2 (6-10, respectivamente); 11-13 s@o sondas para os
éxon 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e 14 é a sonda para o gene
CREBLI . A presenga ou auséncia do sinal da sonda 15 identifica pacientes
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a regido do cromossomo
Y (UTY). As alturas das barras correspondem a normalizacdo dos dados
obtidos por eletroforese capilar onde os valores entre 0.8 — 1.2 indicam duas
copias do fragmento, valores superiores indicam aumento no nimero de copias
e inferiores reducdo do nimero de copias. As setas vermelhas indicam presenga
das mutacdes correspondentes as respectivas sondas em heterozigose composta
com a delecdo de 30 kb.

Finalmente hd um grupo de trés pacientes para os quais as evidéncias de genes

hibridos ndo sd@o muito diretas, como ja foi citado no estudo de Southern blot (Figura 17). A

paciente Ube7Xal tem um alelo trimodular, por isso apresenta nos resultados de MLPA

proporg¢des de 3 copias para as barras correspondentes aos C4B e CYP2IAIP (Figura 25).

Por outro lado, as pacientes Ube3Xal e 168Xal apresentam as alturas das barras da sonda 5

equivalentes a uma copia do terminal 3’ de CYP2IAIP o que indicaria a presenca de um
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unico pseudogene nos seus genomas. Esta seria mais uma indicativa da conformacdo
bimodular com um gene CYP2/A2 e um hibrido CYP2IAIP/CYP21A2 nestas pacientes,

sem a presenca do pseudogene.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

‘C4A 4B CYP21A1P CYP21A2 " TNXB

3
1,6
1,2
0,8
0,4

0

(=Y
F=3
v

CREBL1
Crom. Y =

Figura 25: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B
(verde); CYP2IAIP (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBLI (violeta). Os
numeros 1-15 abaixo de cada gréfico representam as sondas de MLPA que
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; S’UTR, intron 2 e 3’UTR do
pseudogene CYP2IAIP (3-5, respectivamente); 5S’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6
e éxon 8 do gene CYP2IA2 (6-10, respectivamente); 11-13 s@o sondas para os
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente € 14 € a sonda para o gene
CREBLI. A presenca ou auséncia do sinal da sonda 15 identifica pacientes
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a regiao do cromossomo Y
(UTY). As alturas das barras correspondem a normalizacdo dos dados obtidos
por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 — 1,2 indicam duas cépias do
fragmento, valores superiores indicam aumento no nudmero de cdpias e
inferiores reducao do niimero de cépias.

3- Comparacao dos resultados de Southern blot e MLPA

Para efeito de comparagdo dos métodos de Southern blot ¢ MLPA, a tabela 11
apresenta as estimativas das intensidades relativas de bandas e picos que sdo proporcionais
aos nimeros de copias dos respectivos genes. Observando-se o bloco dos homozigotos, a
unica divergéncia observada foi para os genes C4A e B, tanto no Southern blot quanto no
MLPA. Para os heterozigotos de alelos monomodulares e bi ou trimodulares com hibridos

CYP2IAIP/CYP21A2, houve divergéncia também nos genes C4. Para o paciente 165Yal, a
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andlise da mae, doadora do alelo monomodular, sugere que a copia C4 neste alelo seja
inteira C4A. Por outro lado, a paciente 12Xal pode ser portadora de uma copia hibrida
C4A/C4B com seqiiéncias de C4A até o éxon 17 no alelo monomodular herdado do pai,
cujo perfil de MLPA confirma esta suposi¢do, e outro hibrido onde o éxon 17 apresenta
seqiiéncias de C4B, provavelmente no alelo bimodular com CYP21A1P/CYP21A2 herdado
da mae. A divergéncia observada para os genes C4 na paciente Ubl8Xal s poderd ser

esclarecida pelo estudo de MLPA de seus pais.

Tabela 11: Comparagao dos resultados de Southern blot e MLPA dos alelos monomodulares.

fragmento Tag 1 (kb) MLPA
Paciente C4A / C4B' CYP2IAIP/CYP21A2’ C4A/C4B? CYP2IAIP/CYP21A2}
7/6,4/6,0/5,4/3,9 3,2/3,7 Ex17/Ex19 SEx1/S’Ex1  Int2/Ex3  Int2/Ex4 Int2/Ex6 Ex10/Ex8
32Yal 2:0:0:0:0 2:0 2:2 2:0 2:0 2:0 2:0 0:2
30Xal 0:2:0:0:0 2:0 2:0 2:0 2:0 2:0 2:0 0:2
RiobXal 2:0:0:0:0 2:0 nd nd nd nd nd nd
165Yal 2:0:1:0: 3:0 2:2 2:0 30 31 31 2:1
12Xal 3:0 1:2 2:0 30 31 31 2:1
Ubl8Xal 4:0 3:1 3:0 3:1 1 | 31 2:2
Rio3Xal 3:0 nd nd nd nd nd nd
136Yal 2:1 23 2:1 2:1 2:1 2:1 1:2
139Yal 21 2:3 2:1 2:1 2:1 2:1 12
56Xa2 2:1 2:3 2:1 2:1 2:0 2:1 1:2
Nor2Yal 21 1:1 2:1 2:1 2:1 2:1 21
UbetXal 2:1 2:2 2:1 2:1 2:1 2:1 2:]
163Xal 2:1 2.2 1:1 2:1 2:1 2:1 2:1
UbllXal 2:1 2:1 2:1 2:1 2:1 2:1 1:1
70Yal 31 2:3 ER| 31 32 32 2:3
196Xal 4:1 2:3 4:1 3l 3:2 3:2 22
102Xal 3:1 2:3 3:1 3:1 32 3:2 2:3
114Xal 2:1 2:2 2:1 2:] 2:2 2:2 1:2
141Yal 2:1 2:1 1:1 2:1 2:2 2:2 1:2
25Yal 2:1 2:1 1:1 2:1 2:1 2:2 1:2
159Xal 2:1 2:2 2:1 2:1 22 2:2 1:2
203Xal 2:1 2:2 2:1 2] 2:2 2:2 1:2
209Xal 2:1 2:2 2:1 21 2:2 2:2 1:2
123¥al 2:1 2:1 1:1 1:2 1:2 1:2 I:1
99Xal 2:1 2:2 2:1 1:2 1:1 1:2 1:2
23Xal 2:1 3:0 2:1 1:2 1:2 1:2 1:2

'Intensidades relativas das bandas no Southern blot; *Razao entre os numeros de copias C44 e C4B, e CYP21A1P e CYP21A2 baseados
nas alturas de barras para cada sonda nos experimentos de MLPA.

A mesma observacdo de divergéncia nos dois métodos quanto aos genes C4 pode
ser feita para o restante dos pacientes da Tabela 11. A presenca ou auséncia de gene C4
hibrido no alelo monomodular nestes casos sé podera ficar esclarecida com o estudo de
MLPA dos pais. Por exemplo, para os pacientes 70Yal, 196Xal, 114Xal, 159Xal, 203Xal
ficou claro que a cépia C4 do alelo monomodular € um C4A ndo hibrido pela andlise de
pelo menos um dos pais.

Quando se compara as estimativas de nimeros de copias génicas com base nas

intensidades relativas em cada experimento para os casos com conversiao e genes hibridos
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CYP2IAIP/CYP21A2, observa-se novamente alguma discrepancia para os genes C4
(Tabela 12). O grupo que apresenta alelos trimodulares (bloco ressaltado em cinza na
Tabela 12) no genoma demonstrou uma variacdo grande das alturas das barras das sondas
experimentais nos ensaios de MLPA, dificultando a interpretacdo do numero de copias,
embora as sondas controles estivessem correspondendo sempre a duas cépias, dentro do
intervalo 0,8 — 1,2. Provavelmente, nestes casos as andlises deveriam ser refeitas
estabelecendo uma nova faixa de valores para as alturas das barras correspondendo a
nimeros de coOpias maiores que 3. No entanto, as composi¢des hibridas

CYP2IAIP/CYP21A2 ficam claras em todos os casos.

Tabela 12: Comparagao dos resultados de Southern blot e MLPA dos alelos bimodulares e trimodulares.

fragmento Tag 1 (kb) MLPA
Paciente C4A [ C4B' CYP2IAIP/CYP21A2'  C4A/C4B? CYP2IAIP/CYP2IA2?
7/6.4/6.0/5.4/3.9 3.2/3.7 Ex17/Ex19 S’Ex1/5’Ex1  Int2/Ex3 Int2/Ex4 Int2/Ex6 Ex1(I/Ex8
Ubl6Xal 2:0:0:2:0 4:0 3:3 4:0 4:0 4:0 4:0 2:4
Ubl7Xal 2:0:0:2:0 4:0 4:2 26:0 4:0 4:0 4:0 24
20Xa2 4:0 2:3 4:0 2:2 2:2 2:2 2:2
50Yal : 3:1 2:3 3:1 3:1 31 3:1 2:2
59Ya3 23 1:0 3:1 3:2 2:1 3:2 3:2 3:1 3:0
180Xal 2:0:2:0:0 31 2:1 4:1 31 31 32 33
4Xal 2:0:0:2:0 3:1 2:2 2:1 3 3:2 32 3:1
16Xa3 3 : 31 2:2 2:1 EH| 3:2 32 2:1
19Xal 3:1 2:3 4:1 2:2 2:2 2:2 2:2
CI-13 2:0:1:1:0 3:1 2:3 4:1 2.2 2:2 2.2 31
61Xa2 2:0:2:0:0 31 2:3 5:1 2:3 2:1 2:3 1:2
60Yal 2:0:2:0:0 3:1 2:3 3:1 2:2 2:1 2:2 2:2
36Xal ! 31 2:3 3:1 2:2 2:2 2:2 2:1
122Xa2 4:2 1:3 3:1 3:2 3:1 3:2 2:3
13Xal 4:1 1:4 4:1 3:2 3:1 3:2 33
198Xal 4:1 2:4 4:1 4:2 4:2 4:2 33
86Yal 4:1 2:5 31 EH| 3:2 3:2 5:3
91Xal 4:1 2:4 3:1 4:1 4:2 4:2 33
115Yal 4:1 2:4 4:1 4:1 4:2 4:2 33
189Yal 4:1 2:4 4:1 4:1 4:2 4:2 3:3
28Xal 4:1 2:4 4:1 4:1 41 4:1 2:4
108Xal 3 Y 4:1 2:4 4:1 4:1 4:1 4:1 4:4
Ube7Xal 2:0:0:3:0 32 2:4 3:2 3:2 33 33 2:3
Ube3Xal 2:0:1:1:0 2:2 2:3 3:2 2:2 2:3 2:3 1:2
168Xal 2:0:0:2:0 2:2 2:2 3:2 2:2 2:3 2:3 1:2
117Xal 35, nd nd nd nd nd nd
RiolYal 31 nd nd nd nd nd nd
HAT1Xal 4:1 nd nd nd nd nd nd

TIntensidades relativas das bandas no Southern blot; ?Razao entre os nimeros de copias C4A e C4B, e CYP21A1P e CYP21A2 baseados
nas alturas de barras para cada sonda nos experimentos de MLPA.

Assim, os dados de MLPA acrescentados a Tabela 13, fazem uma nova divisao

mostrada na Tabela 13 abaixo.
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Tabela 13: Haplotipos para o Loco C4/CYP21

Haplotipo  Alelo Afetado Fragmentos Tag 1 (kb) regido de recombinagio Nimero de Alelos

C44 CYP2IAIP C4B  CYP2IAIP/ CYP2IA2 CYP2IALIP/ CYP21A2

Al Monomodular 7,0 - - 32 JUTR

Al ex 7T—ex 8

AL ex3-exd

ALV ex 1 -ex3
nd

hoLa

|

B Monomodular 6,4 ex 7 -ex 8

b | =

.1 Bimodular 7,0 3,2 6,0 32 JUTR

.l ex 7ex®
C.I1 ex3-ex4
C.Iv ex | —ex3

o0 W —

D.1 Bimodular 7.0 3.2 54 32 ex7-ex 8
DI ex3-exd
nd

E Bimodular 7.0 3.7 5.4 32 ex3-exd
F.l Trimodular 7.0 2x3.2 2x5.4 32 ex 7-ex 8
F.1I ex3-exd
F.11 ex1—ex3

_—d ] B b e

total

th
-1

Letras maidsculas de A-F= padrdo correspondente aos dados obtidos por Southern blot, Algarismos romanos |- IV = padrio correspondente aos dados
obtidos por MLPA.

4 - Polimorfismos e mutacoes nos genes CYP2IAIP/CYP21A2

4.1 - Analise por ASO-PCR

O terceiro método utilizado para andlise dos genes hibridos CYP2IAIP/CYP21A2
foi o de ASO-PCR. Foram investigadas a auséncia ou a presenca das oito mutacdes
normalmente presentes no pesudogene e sete variacOes nucleotidicas consideradas
polimorfismos (descritos em Casuistica e Métodos).

Como primers fixos foram usados: o que se anela na seqiiéncia do Cl6 normal para
os hibridos com recombinagdo entre os éxons 1-3 e 3-4 e, o que se anela na seqiiéncia do
C16 mutante para os hibridos com recombinagao entre os éxons 7-8 e 3>UTR.

Os pseudogenes dos alelos bi- e trimodulares também foram avaliados quanto a
presenca das mutagdes mais freqiientes e os polimorfismos. Para esta analise foi usado o
primer fixo CL6 mutante (Tabela 3) sense ou antisense. As Figuras 26 e 27 abaixo

7z

mostram a analise da familia 91. Nesta, o alelo estudado € trimodular+hibrido com
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recombinagdo entre os éxons 3 e 4 de origem materna. Com a avaliagdo da segregacdo, foi
possivel estabelecer os polimorfismos pertencentes ao hibrido e aos pseudogenes presentes
no alelo trimodular. Ao observarmos as imagens dos géis notamos a prevaléncia das
variantes C nas posi¢oes g.115 e g.138 - a maior variabilidade foi para o polimorfismo
2.395C>T. Por outro lado, observou-se a prevaléncia do alelo A na posi¢do g.683 e dos
alelos G nas posicdes g.1586 e g.1645. Para a variacdo IVS2-13A/C>G, em pseudogenes a
variante G (que gera o sitio de splicing alternativo) foi encontrada em 100% dos alelos

testados (Figura 27).

w115 C/T

no éxon 1, Polimorfismo 395 C/T (rs6462) no intron 2; Polimorfismos 683 A/G
(rs6474) no éxon 3; Polimorfismo 1586 C/G (rs6477) no éxon 7; Polimorfismo
1645 C/G (rs rs6472). Os produtos das PCRs foram separados em gel de
agarose 1%, o marcador de peso molecular Ladder 1 kb plus (Invitrogen
Corporation, Estados Unidos). No canto superior esquerdo de cada
polimorfismo, a letra corresponde a varia¢do nucleotidica testada. O retangulo
em preto ressalta os resultados da familia 91.

As mutacgdes foram triadas também utilizando o CL6 mutante como primer fixo. As
alteracoes p.P30L (éxon 1), delta 8 (éxon 3) e p.I172N (éxon 4) apresentaram apenas a
variante mutante tanto para a familia 91 circulada em preto, quanto para as demais
presentes nos géis (Figura 27). Em alguns casos a segregacio ndo € informativa, como no
caso da alteracdo p.V281L (éxon 7) onde o pai ndo amplificou e uma das filhas ndo
apresentou a variante mutante. Para a confirmacgao da alteracdo no CL6, foi utilizado como

primer fixo Ex3 mutante sense (Tabela 3). O pai apresentou apenas seqiiéncia mutante para
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Cl6, sugerindo a presenca de dois pseudogenes, ou seja, um em cada alelo bimodular. A
mae apresentou seqiiéncia normal e mutante para o CL6, pois seu gene hibrido apresenta a
seqiiencia normal do Cl6 (Tabela 15) e, provavelmente seus pseudogenes, apresentaram a
seqiiéncia mutante. No éxon 8 a alteracdo p.R356W foi avaliada por ASO-PCR, apenas o
irmdo ndo afetado apresentou homozigose para a seqiiéncia normal. O fragmento de PCR
gerado para verificar a auséncia ou a presenca da alteracdo p.R356W foi digerido com a
enzima de restricdo Pstl com a finalidade de detectar a presenca da alteracdo p.Q318X.
Quando a alteracdo p.Q318X estd presente € suprimido um sitio de restricdo Pst/ gerando
um fragmento de de 750 pb (Figura 27). Na canaleta 1, temos o alelo paterno onde as
seqiiéncias para p.R356W e p.Q318X sdo normais. Na canaleta 2, temos o alelo paterno que
apresentou a seqiiéncia mutante para a p.R356W e p.Q318X. A canaleta 3, representa o
alelo materno que apresentou a seqiiéncia normal para p.R356W e para a alteracio
p-Q318X apresentou heterozigose (normal/mutante). A canaleta 4, representa o alelo
materno que apresentou as seqiiéncias para p.R356W e p.Q318X mutantes. As filhas
afetadas herdaram o alelo trimodular materno representado pela canaleta 3 e o bimodular
paterno representado pela canaleta 2, j4 o menino normal apresentou o alelo paterno

representado pela canaleta 1 e o trimodular materno (canaleta 3).
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Figura 27: A)- Mutacdo p.P30L no éxons 1B, a mutacdo delta 8 no éxons 3, a mutacdo
p.I172N no éxons 4, Mutacao CI6 (p. L236N, p.V237Q, p.M239K) no éxons
6, a mutagdo p.V281L no éxons 7 e a mutacdo p.R356W no éxons 8. Normal=
primer ancora mutante combinado com a seqiiéncia normal para a posi¢c@o a ser
verificada, Mutante= primer ancora mutante combinado com a seqiiéncia
mutante para a posi¢do a ser verificada. B)- a alteragcdo ivs2-13 A/C>G no
intron 2. a mutagdo p.Q318X apds a digestio do fragmento obtido pela
combinacgdo éxons 6 mutante com éxons 8,2 normal ou com éxons 8,2 mutante.
Onde 1 = fragmento éxons 6 mutante +éxons 8,2 normal alelo paterno, 2=
fragmento éxons 6 mutante +éxons 8,2 mutante alelo paterno, 3= fragmento
éxons 6 mutante +éxons 8,2 normal alelo materno, 4= fragmento éxons 6
mutante +éxons 8,2 mutante alelo materno, 5= filho normal que herdou os
alelos referente as canaletas 1 e 3, 6 e 7= filha afetada que herdou o alelo
paterno referente a canaleta 2 e o alelo materno referente a canaleta3e 8¢ 9 =
filha afetada que herdou o alelo paterno referente a canaleta 2 e o alelo materno
referente a canaleta 3.
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4.2 - Seqiienciamento

Para os grupos 1 e 2 os genes hibridos foram estudados mais detalhadamente. A
confirmacdo da presenca da regido 5° UTR pertencente ao pseudogene CYP2IAIP foi
realizada por seqiienciamento.

Novamente, os fragmentos que foram seqiienciados foram amplificados
inicialmente em duas partes selecionadas com base na presenca ou auséncia da mutacdo
Cl6 no éxons 6, como explicado em Material e Métodos. Assim, dois grandes fragmentos

foram gerados, os quais foram purificados antes do seqiienciamento com primers internos

(Figura 28).

]

e «———2000 pb b le 1500

> num -

SARRRIARINNIN s

Figura 28: Amplificacdo do gene hibrido CYP2IAIP/CYP21A2, visualizacdo em gel de
agarose 1% (Invitrogen Corporation, Estados Unidos); L = Ladder 1 kb plus
(Invitrogen Corporation, Estados Unidos). A) fragmento de 2000 pb obtido
apos reacdo da PCR com os iniciadores 5° e éxons 6 normal (listados na Tabela
3); B) produto da amplificacio da regido éxons 6 normal intron com o
fragmento de 1500 pb.

Todos os hibridos demonstraram as seqiiéncias da 5’UTR correspondente a do
CYP2]AIP. Um grupo de quatro pacientes com alelos monomodulares demonstrou duas

mutagdes no éxon 1 que ndo sdo normalmente encontradas no pseudogene (Figura 29).
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Figura 29: Alinhamento da seqiiéncia do pseudogene CYP2IAIP, gene CYP2IA2 com a
seqiiéncia referente ao éxon 1 do paciente 165yal. Os circulos em vermelho
evidenciam as alteragdes p.P34L e p.H62L. Abaixo o eletroferograma do éxon
1 do paciente 165Yal. As setas em vermelho mostram as alteracdes p.P34L e
p-H62L, a seta verde mostra a auséncia da alteragao p.P30L.

As alteragdes p.P34L, ainda ndo descrita, e a p.H62L, rara, foram encontradas em
nossa casuistica segregando juntas no alelo monomodular com gene hibrido como mostra a
Figura 29. Este alelo ndo apresenta a muta¢do p.P30L que é a mutacdo do éxon 1
normalmente observada nesses casos. J4 nos alelos bimodulares ndo foi observada a
presenca da alteracdo p.P34L em nenhum dos alelos, porém a alteracio p.H62L foi

detectada segregando juntamente com a alteracao p.P30L (Figura 30).
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Figura 30: Eletroferograma referente a seqiiéncia do éxon 1 da paciente 16xa3, as setas
vermelhas indicando a presenca das altera¢des p.P30L e p.H62L.

Como ndo hi relatos de ocorréncia da mutacdo p.P34L e poucos relatos citando a
mutacdo p.H62L e, ainda, como neste estudo esta mutacdo foi identificada em genes
hibridos, levantou-se a hipdtese de se tratarem de mutagdes derivadas do pseudogene.
Assim, foram avaliados 80 pseudogenes de individuos nao portadores de deficiéncia de 21
— hidroxilase. A altera¢do p.P34L ndo foi encontrada e, a p.H62L estava presente em 3,4%
destes individuos.

Estas mutacdes, entdo, separam os alelos portadores em grupos de haplétipos tinicos
como mostram as tabelas 14 e 15 (haplétipos A.II.2 e D.II.1) detalhadas no préximo

topico.

5 - Combinacao dos dados de ASO-PCR e seqiienciamento

Ap6s a triagem por ASO-PCR e seqiienciamento os haplétipos da tabela 13 foram
subdivididos levando em consideragdo as formacOes dos genes hibridos
CYP2IAIP/CYP21A2 (Tabelas 14 e 15). Foram identificados 10 haplétipos para os alelos
monomodulares (tabela 14). O grupo A.I, formado pelos hibridos com Cl6 mutante,
demonstrou seqiiéncias derivadas do pseudogene para toda a extensdo, confirmando a
classificacdo do MLPA, além disso, um alelo dentro deste grupo gerou um sub-grupo por
divergir nas posi¢oes nucleotidicas g.395, g.1645 e R356W. No grupo A.Il, também com
Cl6 mutante, mas com regido provdvel de recombinacio entre éxon 6 e éxon 8, houve

também uma sub-divisdo com um alelo tnico por divergéncia nas seqiiéncias p.V281L e
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p-Q318X, além de apresentar a mutacdo nova p.H392Q no éxon 9 gerada pela troca

2.2298C>G (Figura 31), confirmando a singularidade do haplétipo.
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Figura 31: Alinhamento da seqiiéncia do pseudogene CYP2IAIP, gene CYP2IA2 com a
seqiiéncia referente ao éxon 9 da paciente Ubl8Xal. O circulos em vermelho
evidencia a alteracdo nova p.H392Q. Abaixo o eletroferograma mostrando a
alteracdo g.2298C>G.

O grupo A.IIl formado pelos alelos com Cl6 normal e regido de recombinacdo
provavel entre os éxons 3 e 4, dividiu-se em 3 sub-grupos. O sub-grupo A.IIL.1 divergiu do
A.III apenas na posi¢ao g.395. Por outro lado, os alelos portadores das mutagdes p.P34L e
p-H62L, que formaram outro subgrupo, foram tnicos por apresentarem as muta¢des novas
e, também divergiram na posi¢do -4 onde todos os outros s@do T e estes sdo C (ndo
ilustrado).

O grupo A.IV, que apresentou pontos de recombinagdo entre os éxons 1 e 3,
também se subdividiu em dois sub-grupos uma vez que o seqiienciamento revelou pontos
de recombinacdo diferentes. Nos pacientes 99Xal e 123Yal parte do intron 2 corresponde a
seqiiéncias do CYP2]AIP indicando que a recombinacdo deva ter acontecido nesta regido.
Por outro lado, a paciente 23Xal apresentou o intron 2 inteiro com seqiiéncias do gene
CYP21A2 sugerindo que neste caso a recombinacdo deva ter ocorrido entre o final do éxon

1 e 0 éxon 2, inclusive.
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A paciente 30Xal para qual a cépia do gene C4 apresentou o fragmento Taqg I de
6.4 kb, mais uma vez foi distinta de todos os demais, formando um haplétipo tunico. Além
de ndo se alinhar com nenhum outro haplétipo considerando as mutacdes e SNPs
conhecidos, o seqiienciamento do seu gene hibrido revelou uma nova variagdo na 5’UTR,
posicdo -294T>C e, na posi¢do g.1662T>C do éxon 7, apresentou a variacdo bastante rara
aparentemente derivada do pseudogene, (rs11970671) cuja freqiiéncia estimada para o alelo
C ¢é de 0,014 (Figura 32).
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Figura 32: Alinhamento da seqiiéncia do pseudogene CYP2IAIP, gene CYP2IA2 com a
seqiiéncia referente a regido 5’ da paciente 30Xal. A) Mostrando a alteragao
na posi¢do -294T>C e abaixo o eletroferograma. B) alinhamento referente a
regido do éxon 7, mostrando a variacdo g.1662T>C, evidenciada com circulo
vermelho. Abaixo o eletroferograma mostrando a alteragdo g.1662T>C
indicada pela seta.

Foram definidos 10 haplétipos diferentes para os genes hibridos presentes em alelos

bi ou trimodulares.
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O haplétipo C.I representa aqueles alelos que apresentam na regido 3 "UTR da cdpia
hibrida seqiiéncias de CYP2IAIP indicado pelo MLPA, no entanto um dos pacientes
(165Yal) apresentou seqiiéncias de CYP21A2 nas posi¢cdes p.V281L e p.R356W (Tabela
15) dividindo o haplétipo em C.I.1. Os haplétipos C.1II e C.III confirmaram a divergéncia ja
verificada no MLPA.

O haplétipo C.IV representa o grupo com maior nimero de alelos para os
bimodulares. Este grupo foi subdividido em trés grupos devido as variacdes p.P30L no
éxon 1, g2295C>T (rs6462) no intron 2, g683G>A (rs6474) no éxon 3 e g. 1586C>G
(rs6477) no éxon 7. A paciente CI-13 que compde o haplétipo C.IV.3 apresentou também
uma heterozigose da alteracdo p.A16T, porém neste caso ndo foram analisados os parentais
o que dificultou a andlise, isto explica a duplicidade dos resultados nas variagdes do éxon 7
(g.1586C/G, rs6477) e no éxon 8 p.Q318X e p.R356W. Portanto, ndo é possivel concluir se
a alteracdo p.A16T estd presente no gene hibrido ou nio, mas se forem observados os
demais haplétipos este alelo ndo integraria nenhum outro com a auséncia da alteracdo
p-P30L.

O grupo D.I confirmou a formacgdo decorrente do Southern blot e MLPA. Ja o grupo
D.II se subdividiu e outros dois grupos que se caracterizaram pela presenca da mutacgdo
p-H62L e auséncia da p.P30L nos grupos D.II.1 D.II.2, respectivamente.

O grupo E que demonstrou sua singularidade com as andlises de Southern blot e
MLPA, manteve sua formacio e ainda foi acrescido de um componente cujos resultados da
analise de MLPA foi prejudicada por degradacdo da amostra.

Os grupo F.I € representado também por um unico alelo, bem como o F.III cuja
caracterizacdo ainda ndo estad completa. O F.II foi subdivido em F.II.1 devido a auséncia de
p.P30L .

Assim, os genes hibridos aqui caracterizados geraram 10 haplétipos com Cl6
mutante distribuidos 5 em alelos monomodulares € 4 em alelos bi e 1 em trimodulares. O
maior nimero de hibridos foi daqueles com Cl6 normal que geraram 17 haplétipos, 5 em
alelos monomodulares e 10 em alelos bi e 2 em trimodulares com um total de 57 alelos em

individuos ndo aparentados.
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Os alelos bi e trimodulares, com exce¢do dos que fazem parte do haplétipo E, sdo
portadores de uma ou duas copias de CYP2IAIP. Como os CYP2IAIPs podem também
apresentar certa variabilidade, estes foram avaliados quanto a presenca das oito mutacgdes
mais freqiientes e dos sete polimorfismos (Tabela 16). Cinco haplétipos foram
reconhecidos com diferencas que se concentraram principalmente nas posi¢des g.395,
p.V281L, p.Q318X e p.R356W e, assim provocaram novas sub-divisdes nos haplétipos

estabelecidos anteriormente.

6 - Genotipos dos pacientes

Assim, de acordo com os haplétipos os genotipos dos pacientes ficaram esclarecidos
(Tabela 17).
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Tabela 17: Variabilidade Genotipica

Paciente’ Alelo paterno Alelo Materno Genétipo7 Fenétipo2
4Xal D.Il.2.e ¢.920_921insT + p.Q318X+p.R356W PS PS
12Xal Al ClIla PS PS
13Xal p-I172N+p.V281L C.IV.a NPS NPS
16Xa3 ¢.920_921insT + p.Q318X+p.R356W D.Il.1.d PS PS
19Xal IVS2-13A/C>G C.IV.a NPS NPS
20Xa2 CIV.a C.IV.a NPS NPS
20Ya3 CIV.a C.IV.a NPS NPS
23Xal AlIV.1 IVS2-13A/C>G NPS NPS
25Yal pI172N A1 NPS NPS
28Xal IVS2-13A/C>G Fle PS PS
30Xal B B PS PS
32Yal Al Al PS PS
36Xal ¢.920_921insT + p.Q318X+p.R356W C.IV.a NPS NPS
50Yal C.ILb IVS2-13A/C>G PS PS
56Xa2 pI172N Al NPS NPS
59Ya3 Cla p-Q318X PS PS
60Yal CIV.a pI172N NPS NPS
61Xa2 CIV.a pI172N NPS NPS
70Yal p-Q318X A.IIL.2 PS PS
86Yal p.V281L D.ILb NC NPS/NC
91Xa2 F.ILd IVS2-13A/C>G PS PS
91Xa3 F.ILd IVS2-13A/C>G PS PS
99Xal AIV pI1172N NPS NPS
102Xal Al p-V281L NC NC
108Xal p.-V281L + p.R426C D.Ic PS PS
114Xal ¢.920_921insT AIIL2 PS PS
115Yal FIL1.d IVS2-13A/C>G PS PS
117Xal IVS2-13A/C>G D.Il.1.d PS PS
122Xa2 p.I172N CIV.2.c NPS NPS
123Yal AIV p-Q318X NPS NPS
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Paciente’ Alelo paterno Alelo Materno Genotipo Fenétipo
136Yal IVS2-2A>G All PS PS
139Yal Al ¢.920_921insT PS PS
141Yal AIIL2 p.R356W PS PS
159Xal Al IVS2-13A/C>G PS PS
163Xal Al p.P30L? PS PS
165Yal Cllb AIIL2 PS PS
168Xal IVS2-13A/C>G E PS PS
180Yal C.IIL.b p.I172N NPS NPS
189Yal FIL.1 IVS2-2A>G PS PS
198Xal p-V281L C1v NC NC
196Xal p- AL PS PS
203Xal p-R356W A1 PS PS
209Xal IVS2-13A/C>G A1 PS PS

Nor2Yal Al IVS2-13A/C>G PS PS

Ube3Xal E IVS2-2A>G PS PS

Ube6Xal Al p- L236N, p.V237Q, p.M239K (Cl6) PS PS

Ube7Xal E p-V281L NC NC
Ubl1Xal Al IVS-13A/C>G PS PS
Ubl6Xal Dl.c D.I.c PS PS

Ubl7Xal Dl.c D.I.c PS PS

Ubl8Xal AIL1 F.Ille PS PS
RiolYal pI172N D.II NPS NPS
Rio3Xal Al ClV.l.c NPS PS ou NPS??
Rio6Xal Al Al PS PS

HAT-1Xal E p-V281L NC NC
CI-13° C.IV.3 ou p.Q318X+p.R356W p-Q318X+p.R356W ou C.IV.3 NC NC

c6digo padronizado no laboratério: 1° nimero = nimero da familia; X = sexo genético
feminino; Y = sexo genético masculino; a = afetado; 2° ndmero = ordem na irmandade, CI
= caso isolado, Ubl= Uberlandia, Ube= Uberlandia, Nor= Nordeste, Rio= Rio e Janeiro,
HAT= Manifestacdo tardia da defiiencia de 21-hidroxilase . “PS= perdedor de sal; NPS=

ndo perdedor de sal; NC= Nio cldssica, *gendtipo mais provavel.
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1 - O Médulo RCCX

A grande homologia existente entre os genes que compdem o moédulo RCCX
favorece emparelhamento desigual entre os alelos, durante a meiose I, e conseqiientemente
introduz variabilidade genética. Como conseqiiéncia hd a formacgao de alelos com alteragcao
no nimero de médulos existentes, ou seja, reducdo ou aumento. Segundo Blanchong et
al.(2000) a conformagdo alélica mais freqiiente em humanos € a bimodular
(RCCX+RCCX) com 69% de ocorréncia. Também sdo encontrados nas freqiiéncias de
14% e 17% alelos trimodulares (RCCX+RCCX+RCCX) e alelos monomodulares (RCCX),
respectivamente (BLANCHONG, C.A., et al., 2000). Estes rearranjos no moédulo RCCX,
podem ser considerados macroconversdes por serem responsaveis por delecdes ou
duplicagdes de cerca de 30 kb, que € o tamanho aproximado de cada mddulo. H4 duas
possibilidades: ou estes eventos de recombinagdes ocorreram em uma determinada época
evolutiva gerando as diferentes conformacdes alélicas ou, estes eventos estdo ocorrendo
continuamente ao longo do tempo, assim como em cada formagdo gamética, seja na
espermatogénese ou na ovogénese, ocorre recombinacdo com a finalidade de introduzir
variabilidade genética. Considerando que a homologia € alta entre os genes do modulo
RCCX e que sua estrutura mais freqiiente € a bimodular, o emparelhamento desigual pode
ocorrer com freqiiéncia relativamente alta gerando alelos com novas caracteristicas
(CARROLL, M.C., CAMPBELL, R.D. e PORTER, R.R., 1985, DONOHOUE, P.A. et al.,
1986, RAUM, D. et al., 1984, RODRIGUES, N.R., et al., 1987, SINNOTT, P., et al.,
1990). Além do aumento ou reducdo do nimero de médulos RCCX, dependendo da regido
onde o crossing over ocorra pode haver a formacdo de genes hibridos. Para pacientes com
deficiéncia de 21-hidroxilase a recombinacdo de interesse imediata € a que ocorre
envolvendo o pseudogene CYP2IAIP e o gene CYP2IA2 gerando um hibrido inativo com
terminal 5° correspondente ao pseudogene e 3’ correspondente ao gene.

Neste trabalho, para se avaliar a variabilidade dos genes CYP21 e C4 que integram
o médulo RCCX nos pacientes com deficiéncia de 21-hidroxilase, foi utilizada
primeiramente a técnica de RFLP produzido pela enzima de restricdo Tag 1. Dessa forma,

foi possivel a identificagdo de genotipos diferentes nos individuos portadores de deficiéncia
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de 21-hidroxilase (Figura 11). Dado que a intensidade dos fragmentos nos blots podem
induzir a uma conclusdo erronea, devido a heterozigoses compostas de alelos
monomodulares e trimodulares, por exemplo causando um efeito do tipo de compensacao
de dose, com a andlise dos familiares foi possivel a identificagdo das composicoes alélicas
presentes em cada gendtipo. A Figura 12, que mostra a andlise de segregacdo em quatro
familias no item de Resultados, ilustra claramente este caso. Além de identificar a origem
dos alelos monomodulares portadores de genes hibridos, no caso das duas primeiras
familias; na terceira familia (Ubl8) foi possivel verificar que o individuo afetado nao
apresentava homozigose para alelo bimodular + hibrido CYP21A1P/CYP21A2, que sugeria
seu perfil de hibridizag¢do e, sim um alelo trimodular + hibrido CYP2IA1P/CYP21A2 de
origem materna e um alelo monomodular + hibrido CYP2IAIP/CYP2IA2 de origem
paterna. O mesmo ocorreu com a quinta familia (196) na qual as intensidades dos
fragmentos para o filho afetado sugeriria uma duplicacdo da unidade C4B + CYP2IAIP,
devido as maiores intensidades das bandas de 6,0 kb, referente ao gene C4B, e de 3,2 kb,
referente ao pseudogene CYP2IAIP e, também, a menor intensidade do fragmento de 3,7
kb referente ao gene ativo CYP21A2. Quando os pais foram avaliados foi possivel concluir
que a mae apresentava um alelo monomodular+hibrido CYP2IAIP/CYP21A2 e o pai um

alelo pouco freqiiente tetramodular.

2 - Alelos monomodulares com a presenca de genes hibridos

CYP2IAIP/CYP21A2

Este estudo descreve novos alelos com delecio em pacientes brasileiros com
deficiéncia de 21-hidroxilase e descreve também a variabilidade dos alelos monomodulares
C4/CYP21 avaliada por Southern blot, MLPA, ASO-PCR e seqiienciamento.

A freqiiéncia de alelos com delecdo que causam deficiéncia de 21-hidroxilase é
cerca de 9% no Brasil (BACHEGA, T.A. et al., 1999, CHU, X., et al., 1992). Em geral,
alelos monomodulares carregam genes hibridos CYP21AIP/CYP21A2 com composi¢des de

seqiiéncias diferentes e com manifestagdes clinicas diferentes (KILLEEN, A.A., SANE,
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K.S. e ORR, H.T., 1991, KOPPENS, P.F., HOOGENBOEZEM, T. e DEGENHART, H.J.,
2000, L'ALLEMAND, D., et al., 2000, LEE, H.H., 2005).

Estes alelos sdo caracterizados pela presenca de um tinico modulo RCCX associado
ao gene hibrido CYP21A1P/CYP21A2. Foram encontrados 26 alelos que apresentaram esta
conformacao alélica na casuistica deste trabalho.

Os genes C4A e C4B devido a homologia que guardam entre si também podem se
recombinar dando origem a genes hibridos C4A/C4B, assim como o CYP2IAIP e o
CYP21A2. Um gene hibrido C4A/C4B, que se caracteriza pela banda Taq I de 6,4 kb, havia
sido descrito tanto em conformagdo alélica monomodular, com dele¢dao C4B + CYP2IAIP
como em trimodular (BLANCHONG, C.A., et al, 2000, KOPPENS, P.F.,
HOOGENBOEZEM, T. e DEGENHART, H.J., 2002). O mais comum para este hibrido ¢ a
associagdo a delecao de C4B + CYP2IAIP que foi até proposta como uma configuracdo
com associacdo negativa com deficiéncia de 21-hidroxilase e também como pré-mutacdo
(SINOTT et al., 1990). No presente trabalho os dois hibridos C4A/C4B (6,4 kb) e
CYP2IAIP/CYP21A2 (3,2 kb) foram encontrados em um mesmo alelo monomodular na
paciente 30Xal de deficiéncia de 21-hidroxilase. A paciente apresentou homozigose deste
alelo devido a consangiiinidade de seus pais (Figura 13). A segregagdo deste alelo raro foi
verificada em trés geracdes da familia indicando que surgiu ha varias geracdes, porém foi
identificada pela primeira vez nesta paciente. Ao diagndstico a paciente apresentava
ambigiiidade genital com grau III segundo a classificacdo de Prader, e seu fenétipo para
deficiéncia de 21-hidroxilase é perdedor de sal (PS). Assim, o alelo raro estd relacionado
com a forma mais grave de HCA devido a deficiéncia de 21-hidroxilase.

A andlise por MLPA dos pacientes com alelos monomodulares corroborou e
complementou a andlise de RFLP com Tag 1. Como as sondas do kit POS0OB nao se limitam
apenas as regides 5S’UTR e 3’UTR, mas estdo também localizadas em regides exonicas e
intronicas dos genes, com esta técnica foi possivel, além da verificacio do ndmero de
moédulos estimar a regido de recombinacdo dos genes hibridos CYP2IAIP/CYP2IA2 e
C4A/C4B. Para os genes hibridos CYP2IAIP/CYP2IA2 foram observadas 3 regides

principais de recombinagdo: entre os éxons 1 e 3 (n = 3), entre os éxons 3 e 4 (n = 10),
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entre os éxons 6 ¢ 8 (n = 6) e genes que apresentaram a seqiiéncia do pseudogene até o
éxon 8 (n = 5) e n = 2 nido determinados.

Nos casos dos pacientes homozigotos de alelos monomodulares, a formacdo do
gene hibrido CYP2IAIP/CYP21A2 foi semelhante para os dois casos, porém estes alelos
diferiram no que diz respeito aos genes C4. A paciente 30Xal apresentou o hibrido
detectado por RFLP, que no MLPA se mostrou portador de seqiiéncias C4A até o éxon 19,
sendo que neste experimento ndo foram detectadas seqiiéncias de C4B (Figura 19A). O
paciente 32Yal, também filho de casal consangiiineo, apresentou fragmento de 7,0 kb
correspondente ao gene C4A no Southern blot, porém no MLPA apresentou barras
correspondentes a0 C4A e ao C4B, sugerindo também um gene hibrido C4A/C4B. Porém,
este caso ndo envolvia o terminal 5’UTR e sim a regido entre o éxon 17 do gene C4A e o
éxon 19 do gene C4B. A Figura 19A referente a este paciente apresentou nas barras
correspondentes aos genes C4A e C4B alturas correspondentes a duas cOpias destes
fragmentos no genoma. Como estamos avaliando conformagdes alélicas monomodulares,
ou seja, conformacdes sem a presen¢a da unidade C4B, ndo deveria aparecer a barra
referente a este gene em individuos homozigotos, assim como no caso da paciente 30Xal,
ou esta altura deveria ser reduzida pela metade para os individuos heterozigotos (Figura
210).

No entanto, estes resultados confirmaram os dados recentemente descritos onde as
quantidades de proteinas C4A e C4B foram baixas, respectivamente, nos pacientes 23Yal e
30Xal (DODDS, A.W. et al., 1996). Considerando que C4A e C4B guardem 99% de
homologia, as proteinas por eles codificadas possuem diferencas quanto a atividade
hemolitica, afinidade covalente frente aos antigenos e a imuno-complexos e reatividades
sorolégicas. C4B tende a formar ligacdes covalentes de éster com substratos contendo
grupos hidroxilas, enquanto C4A forma efetivamente ligacdes covalentes do tipo amidas
com antigenos contendo grupamento amina (BLANCHONG, C.A., et al., 2000,
DONOHOUE, P.A., et al., 1995).

Copias do gene C4A que produzem uma proteina que se comporta
eletroforeticamente como C4A, mas antigenicamente reage como C4B, foram descritas em

associacdo com o haplotipo HLA-A3 (22). As diferencas que conferem estas afinidades
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especificas de ligacdo estdo contidas no éxon 26 (SORENSEN, K.M. et al., 2008), portanto
o alelo monomodular do paciente 32Yal pode ter o terminal 5’ do gene C4A indicado pelo
fragmento de 7,0 kb e o terminal 3’ do gene C4B indicado pela presenca do éxon 19
detectado pelas técnicas de MLPA e ELISA. De forma similar, os pacientes 56Xal,
136Yal e 139Yal (Figura 19C) e também as 159Xal, 203Xal e 209Xal (Figura 21C)
podem ser portadores do gene hibrido de C4A/C4B devido a divergéncia de resultados
obtidos por Southern blot e MLPA ( Tabela 11).

Efeito semelhante foi observado para a paciente 23Xal (Figura 21D) que ndo
apresentou barras no MLPA para o gene C4B, em divergéncia ao resultado do Southern
blot onde estava presente o fragmento de 6,0 kb. Provavelmente, esta paciente € portadora
também de um hibrido que confere caracteristicas de C4A a proteina ja que Guerra-Junior
et al.(2008) descreveram a paciente como tendo baixa resposta imune ao anti-soro. Embora
nesse trabalho tenha sido demonstrado que pacientes com alelos monomodulares tenham
baixa quantidade de proteinas C4A ou C4B os resultados ndo indicam correlacio com
doencgas do sistema imunoldgico.

Os genes hibridos CYP2IAIP/CYP21A2 foram estudados e mapeados quanto a
presenca ou auséncia de seqiiéncias do pseudogene, buscando delimitar a regido onde a
recombinagdo tivera ocorrido, através de ASO-PCR e seqiienciamento automadtico. As
regides pertencentes ao pseudogene CYP2IAIP e ao gene CYP2]A2 foram analisadas
baseando-se nas mutacdes mais freqlientes provenientes do pseudogene e dos
polimorfismos intrénicos e exonicos.

Combinando os resultados obtidos pelas técnicas de Southern blot, ASO-PCR,
seqiienciamento € MLPA foram identificados 10 haplétipos diferentes com gene hibrido
em alelos monomodulares (Tabela 14) que divergiram de acordo com a regido de
recombina¢do. Um grupo com 6 genes hibridos apresentaram a regido de recombinagdo
entre o0 éxon 7 e 8. Os 5 alelos que pertencem aos grupos de haplétipos A.Il e A.IL.1 s@o
similares aqueles descritos primeiros e foram encontrados em outras populagdes (18, 22,
37, 38). O gene hibrido da paciente 30xal diferiu dos grupos A.Il e A.Il.1 no SNPs rs6462
e 6472, e também em um SNP novo na regido 5SUTR demonstrando mais uma vez a

singularidade deste alelo (Figura 32). Seis pacientes apresentaram a seqiiéncia integral do
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pseudogene CYP2IAIP no alelo monomodular, inclusive a paciente 12Xal que
apresentava a mutacdo p.Q318X, mas divergiu dos outros do grupo no SNP rs 6472 e na
p-R356W (haplétipos A.le A.L1).

Um grupo de 12 alelos apresentaram regido de recombinacdo entre o éxon 3 e 4,
entretanto este grupo se subdividiu em 3 outros grupos. Haplétipo A.III difere do A.III.1
apenas no SNP rs6462 onde a variante C e T sdo mais freqiiente no pseudogene e no gene,
respectivamente. Entretanto o haplétipo A.IIl.2 diverge dos outros dois grupos por ser
portador de duas mutagdes raras, p.P34L e p.H62L. Uma peculiaridade é que este gene
hibrido foi observado somente na conformac¢ao alélica monomodular e em 4 pacientes nao
relacionados. A recombinagdo envolvendo CYP2IAIP e CYP2IA2 deu origem a um gene
hibrido com seqiiéncias do pseudogene até a regido do éxon 3 e a partir do éxon 4,
seqiiéncias do gene ativo. No entanto, no éxon 1, supostamente com seqiiéncias referentes
ao pseudogene, a mutacdo p.P30L estava ausente, mas as mutacdes raras p.P34L e p.H62L
foram identificadas. Como a alteracdo p.P30L pode estar ausente nos pseudogenes, infere-
se que o pseudogene que gerou este hibrido teria a seqiiéncia normal para p.P30L. Uma vez
que as seqii€éncias que margeiam estas duas mutacdes nos alelos aqui descritos sdo
derivadas do pseudogene, foi levantada a hipétese destas serem provenientes do
pseudogene. Ficou demonstrado que a alteracdo p.H62L pode ser oriunda de CYP2IAIP
uma vez que sua presenca foi identificada em 3,4% dos pseudogenes estudados. Entretanto
a alterac@o p.P34L ndo foi observada em nenhum pseudogene, assim sua origem ainda ndo
foi esclarecida. Pode-se sugerir que o pseudogene ancestral poderia conter a p.H62L e que,
apo6s a formacao hibrida a alteracdo p.P34L tenha surgido. A p.P34L ainda nao foi descrita
e, a p.H62L foi recentemente descrita em associacdo com a p.P453S em pacientes com a
forma ndo classica da deficiéncia de 21- hidroxilase (BRAUN, L. ef al., 1990, MENASSA,
R. et al., 2008, PINTO, G. et al., 2003). A presenca destas duas muta¢des caracteriza um
novo alelo que pode ser freqiiente em pacientes brasileiros que apresentem em seu genétipo
alelos monomodulares, neste trabalho representaram 15% dos alelos monomodulares.

Finalmente, um grupo composto por trés alelos, mostrou que além de ter
600 pb da regido promotora 5’ correspondendo ao CYP2/AIP, incluiu a alteracido p.P30L

no éxon 1 e, também, seqiiéncias até a metade do intron 2, sendo que a partir do grupo de
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6Gs no pseudogene e 7Gs no gene apresentou seqii€éncias do CYP21A2 (tabela 14, A.IV e
A.IV.1). A subdivisdo nestes casos ocorreu devido a divergéncias no intron 2, sendo que a
paciente 23Xal apresenta o intron 2 inteiro com seqiiéncias do CYP21A2, ressaltando a
singularidade deste alelo. Estes alelos sdo considerados do tipo virilizante simples e nado
sdao muito freqiientes em outras populagdes (LEE, H.H., 2005, SOARDI, F.C. et al., 2008).

Como houve uma ampla distribuicdo alélica nos haplétipos com configuracao
monomodular, ndo ha evidéncias para um efeito fundador destes alelos em casos de

deficiéncia de 21-hidroxilase.

3 - Alelos bimodulares e trimodulares com hibridos CYP21A1P/CYP21A2

Os alelos bimodulares, quando analisados por RFLP com a enzima Taq I, se
caracterizam por apresentarem um gene C4A de 7,0 kb, um pseudogene CYP2IAIP de 3,2
kb, um gene C4B de 5,4 ou 6,0 kb e um gene hibrido CYP2IAIP/CYP21A2 de 3,2 kb. Estes
alelos sdo conhecidos como portadores de conversio génica em larga escala. Foram
avaliados 26 alelos bimodulares. A triagem com a enzima de restri¢do Taq I dividiu em
dois grupos: os alelos com o gene C4B de 5,4 kb (n= 9 alelos) e os alelos com o gene C4B
de 6,0 kb (n= 14 alelos) que foram representados pelos haplétipos C e D respectivamente
(Tabela 10). O hapldtipo E também apresentou o gene C4B de 5,4 kb, mas o pseudogene
estava ausente. Este haplétipo foi identificado em trés individuos nao relacionados (Tabela
10).

Na Tabela 12 onde sdo comparados os resultados obtidos por Southern blot e
MLPA, observa-se certa discrepancia no gene C4A assim como foi notada nos alelos
monomodulares. Os individuos Ubl7Xal e 59Ya3 assim como os individuos que integram
o bloco ressaltado em cinza apresentaram esta divergéncia. Estes genes C4 podem ser
hibridos (C4A/C4B ou C4B/C4A) com regido de recombinacdo envolvendo apenas os éxons
19 e ou 17 ndo envolvendo o terminal 5’; desta forma apenas as sondas de MLPA
detectariam estes hibridos justificando a divergéncia de resultados.

As regides de recombinacdo dos genes hibridos contidos em alelos bimodulares

foram: entre os éxons 1 e 3 (n = 8), entre os éxons 3 e 4 (n = 8), entre os éxons 6 e 8 (n =4)
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e genes que apresentaram a seqiiéncia do pseudogene até o éxons 8 (n = 2) e ndo
determinados (n = 4). Para alelos trimodulares foram: entre os éxons 1 e 3 (n = 1), entre o0s
éxons 3e4 (n=3),entre os éxons 6e 8 (n=1).

Nos trés individuos ndo relacionados que integram o haplétipo E ndo foi
observada a presenca de pseudogene em seu alelo bimodular (C4A 0% 4 cyp27A2 37+
+ C4B P4 L cYP21AIP/CYP21A2 B2 Ezquieta er al. (2006) descreveram um alelo
bimodular semelhante, sem pseudogene e com uma cépia do CYP2IA2 portador da
mutacdo p.Q318X. Assim como Ezquieta et al. (2006), também observamos a mutacdo
p-Q318X neste gene alelo. A diferenca entre o alelo descrito e o aqui identificado € a cépia
hibrida com ponto de recombinag¢do entre os é€xons 3 e 4, fazendo com que este haplétipo
se separasse dos demais com ponto de recombinag¢do na mesma regido. Outra caractristica
peculiar deste haplétipo € que os CYP21A1P/CYP21A2 ndo apresentam a p.P30L no éxon
I, nem as outras mutacdes raras, como nos casos dos monomodulares negativos para
p.P30L.

O haplétipo D.II.1 da Tabela 15 do item resultado apresentou 2 alelos. Neste
haplétipo a regido de recombinacdo também se localiza entre o éxon 3 e éxon 4, mas neste
hibrido hé a presenca da alteracdo p.P30L, auséncia p.P34L, a presenca da alteracdo rara
p.-H62L e a variante g2.395T (rs6462) no intron 2. Diferente entdo dos hibridos em alelos
monomodulares que apresentam as mutacdes p.P34L e p.H62L sem a p.P30L e que na
posicdo g.395 (rs6462) apresentam a variante C; estes genes hibridos, identificados nos
bimodulares, apresentam a p.P30L, a p.H62L e a variante g.395T (rs6462). Sendo assim,
estes hibridos podem ter se derivado de dois pseudogenes ancestrais diferentes, ambos
apresentando a alteracdo rara p.H62L, mas em eventos de recombinagdo diferentes: o
primeiro envolvendo perda de material genético e, o segundo ndo apresentando ganho e
nem perda. O haplétipo D.II.1 de genes hibridos foi observado apenas nos alelos
bimodulares.

Os demais haplétipos apresentaram divergéncia no polimorfismo no intron 2
2.395T>C (rs6462), que € considerado hot spot para alteracdes polimorficas, nos
polimorfismos g.683G>A (rs6474) presente no éxon 3, 2.1586C>G (rs6477) e na mutacao
p.-V281L ambos no éxon 7.
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Para estabelecer os haplétipos dos alelos bi- e trimodulares foram avaliados os
pseudogenes (Tabela 16) quanto a presenca das mutagdes e polimorfismos. Quando
comparamos os diversos CYP2IAIP, as regides que mais divergiram foram: o
polimorfismo g.395T>C (rs 6462) e, no éxon 7, o polimorfismo g.1645G>C (rs 6472).
Estes pontos de divergéncia também foram observados nos genes hibridos que
apresentaram o CL6 mutante. Como nos alelos trimodulares hd presenca de dois

pseudogenes é mais dificil estabelecer exatamente as variagdes, mesmo com analise de

segregacao.

4 - Comparacao dos genes hibridos CYP2IA1P/CYP21A2 dos alelos mono, bi e

trimodulares

O ndmero de alelos com uma cépia de pseudogene completa no lugar do gene foi
significativamente maior nos alelos monomodulares (n = 7) que nos bimodulares (n = 2).
Por outro lado, com excecdo dos dois hdplotipos de alelos tnicos (Tabelas 14, 15,
haplétipos A.I.1 e C.I.1.b), as composi¢des nucleotidicas nos dois casos parecem similares,
embora muitos alelos ndo tenham sido caracterizados completamente.

No grupo de genes com éxon 6 mutante e recombinagdo entre 6-8, os hibridos dos
alelos mono (n = 5), bi (n = 3) e trimodulares (n = 1) ndo se igualam e divergem
principalmente nos polimorfismos g.395 no intron 2 e g.1645 no éxon 7 (Tabelas 14, 15,
haplétipos A.Il e D.I.c). Mais uma vez, dois haplétipos isolados, um de cada grupo, ndo se
alinham com os demais (Tabelas 14, 15, haplétipos A.IL.1 e F.Le).

No grupo de genes com éxon 6 normal, considerando o ponto de recombinacao
entre os éxons 3 e 4, hd duas vezes mais haplétipos no grupo dos bi e trimodulares (n = 22)
do que nos monomodulares (n = 10), no entanto ha apenas dois haplétipos que
compartilham hibridos CYP2IAIP/CYP2IA2 com estruturas nucleotidicas semelhantes, o
monomodular A.IIl.1 (Tabela 14) e o bimodular D.II (Tabela 15). Todas as outras
formacdes foram caracteristicas ou de monomodular ou de bimodular. Novamente, o ponto
de divergéncia foi principalmente o g.395 onde nos alelos monomodulares predominou a

variante C e nos bi a variante T. Os tnicos que apresentaram a variante C nos bimodulares
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foram os que portavam também a mutagdo rara p.H62L no haplétipo D.II.1 (Tabela 15).
Outro ponto de divergéncia foi a p.P30L. O haplétipo monomodular AIIl.2 ndo apresenta
esta mutacdo, mas sim as p.P34L e p.H62L (Tabela 14), por outro lado o haplétipo
bimodular que € negativo para pP30L ndo apresenta nenhuma das outras duas mutacdes
(Tabela 15, haplétipo E). Esse haplétipo € caracteristico do alelo que ndo possui
pseudogene na sua composi¢do, mas sim uma copia do CYP2/A2, inativa por carregar a
mutagdo p.Q318X, e o gene hibrido. Da mesma forma os alelos trimodulares (Tabela 15,
F.II.1) ndo apresentam a p.P30L, mas diferem dos demais por apresentarem a p.V281L.

Finalmente, no grupo com ponto de recombinagdo entre os éxons 1 e 3, novamente
o SNP g.395 determinou a separacdo entre mono (n = 3) e bimodular (n = 6) (Tabelas 14 ¢
15, A1V e C.IV).

Desta forma podemos sugerir que cada conformagdo alélica originou-se de
eventos de recombinacgdo diferentes aumentando a variabilidade destes alelos. Além disso,
o grande nimero de haplétipos diferentes ndo indica a possibilidade de efeito fundador,
nem para delecOes, nem para conversdes em larga escala, na propagacdo dos alelos
afetados causadores de deficiéncia de 21-hidroxilase.

Na Tabela 17 a relacdo fen6tipo com genétipo ndo foi discordante na maioria dos
casos, apenas o individuo Rio3Xal apresentou divergéncia em seu fendtipo que foi
informado como PS enquanto seu gendtipo indica NPS. Deve-se ressaltar aqui o fato de
identificarmos alelos apenas com a regido 5’UTR correspondendo ao pseudogene que
devem estar ligados a forma NC (ARAUJO, R.S. et al., 2007), como no caso CI-13 (Tabela
15, haplétipo C.IV.3), pois esta paciente com a forma clinica ndo classica deve apresentar
heterozigose composta com p.Q318X+p.R356W que sdo mutacOes reconhecidamente
provocadoras da forma PS de deficiéncia de 21-hidroxilase. J4 o haplétipo C.IV.a que
apresenta também a p.P30L além de toda a regido 5’UTR do pseudogene seria responsavel
pela forma NPS, como se observa nos pacientes homozigotos deste alelo (Tabela 17). O
efeito virilizante simples deste haplétipo deve ser resultado do sinergismo das alteragdes na
regido promotora com o efeito na atividade enzimatica provocado pela mutac¢io p.P30L que
¢ da ordem de nao-classica (ARAUJO, R.S. et al., 2005, BOBBA, A. et al., 2000, KYLLO,
JH., COLLINS, M.M. e DONOHOUE, P.A, 1995).
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Em relacdo ao nimero de unidades RCCX, foram identificados 26 alelos mono, 26
alelos bi e 5 trimodulares portadores de genes hibridos responsaveis pela deficiéncia

de 21-hidroxilase em 56 pacientes.

Verificou-se um alto grau de variabilidade tanto nos alelos mono- como nos bi- e
trimodulares dado pela recombinacdo em pontos diferentes dentro dos genes C4A e

C4B e de CYP2IAIP e CYP21A2;

Foram identificados 10 haplétipos mono, 15 haplétipos bi e 5 haplétipos

trimodulares;

A avaliagdo molecular quanto as mutacdes e SNPs dos hibridos
CYP2IAIP/CYP2IA2 e dos CYP2IAIP identificou estruturas nucleotidicas
caracteristicas para cada configuragdo mono, bi ou trimodular formando haplétipos

especificos;

Foi identificado um alelo monomodular novo portador da variante C4AIo4 K] que se

mostrou tnico inclusive quanto a formacao hibrida CYP21A21P/CYP21A2.

Um haplétipo se distinguiu em 15% dos monomodulares por apresentar as mutacoes
p.P34L e p.H62L no exon 1 ao invés da esperada p.P30L; por outro lado, a p.H62L
foi identificada também em dois alelos bimodulares com configuracdo
CYP21AIP/CYP21A2 diferente onde hd a presenca da p.P30L e divergéncia no SNP
2.395;

a p.P34L € uma muta¢do nova ndo derivada do pseudogene e a p.H62L pode ser
derivada do pseudogene uma vez que foi identificada em cerca de 3,4% de

CYP21A1Ps analisados;
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SNPs no terminal 5’UTR, no intron 2 e no éxon 7 responderam pela diferenciagdo
principal entre os hibridos tanto nos haplétipos de mesmo grupo como na

comparacao entre os de grupos diferentes;

Nao se observou um haplétipo com freqiiéncia expressiva;

Em conseqiiéncia da variabilidade encontrada ndo foi possivel estimar efeito

fundador para nenhum dos haplétipos;

O uso de diferentes métodos de andlise identificou haplétipos novos indicando que a
combinacdo de técnicas de biologia molecular € bastante indicada para a

genotipagem em casos com deficiéncia de 21- hidroxilase.
Os genes hibridos podem estar relacionados as formas clinicas perdedora de sal, ndo

perdedora de sal e ndo cldssica dependendo da regido onde ocorreu a recombinagao

para sua formacao.
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Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VI - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 27 de novembro de 2007.

(B
Profa. Dra. Canr{em%ﬂ_via Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE BE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-T187

13084-971 Campinas - SP cepia fem.unicamp.br



ANEXO 2

165



SPECIAL FEATURE

Clinical Case Seminar

XX Maleness and XX True Hermaphroditism in
SRY-Negative Monozygotic Twins: Additional
Evidence for a Common Origin

Andréa Trevas MaciekGuerra, Maridla Falandi de Mello, Femanda Boechers Coli,
Marcelo Lima Fibeiro, Mércio Lopes Miranda, Antonia Pauls Margues-deFania,
Iania Tereza Mbtias Baplista, Suzana Guimardes Moraes, and Gil Guerra-linior

GIUpS Inard Eripinar 35 Exbutios d Daranmiragan & DN ERCe;=0 00 S60r, Farudans os Cenda Mecics, UINICANY, 12063570
Canpna, ian Puln, Bzl

Context: Differentistion of testicular tissue in 46,5 ndividuaks is szen sither in XX males, the
majority of themwith SRY gene, orin irdividuals, usual by SR =) with ovotesticular disorder of sex
development (OT-DS0). Althaugh they are sporadic cases, there are some reports on familial
recurrence, including cosuistence of XX malersss and OT-D50 in the samre family

Objective: We report on a case of SR —) 46, XX monozygotic twins with genital ambiguity.

Methads: Harmonal svalustion included testosterone, FiH, and LH messurements. SRY gene was
irwestigated by PCR and two-step PCR in peripheral leukooytes and gonadal tissues, respectieely,
Direct DMA sequencing of the DAY-T coding ssquence was performed. Real-time PCR for SCX9
region on chramosome 17 was obtained.

Results: Both twins had a 4630 karyotype. Twin A had a 1-cm phallus with chorde s, penosootal
hypospadias, and palpable genads. Serum leveks of FSH (224 milUml), LH (8.8 miLUml), and tes-
tosterane (1.6 ngiml) were normal, and biopsies revesled bilateral testes. Twin B had & 0.5-m
phallus, perineal hypespadias, no palpable gonad on the right, and a left inguinal hermia. Hor-
monal evalustion revealed high FiH (8.2 mIWm b and LH (15 milin D) and low testosterones (0,12
na'ml). Upon hernictomy, a right testis (crossed ectopia) and a small left cvotestis wers found 5RY
genewas ahsentin both peripheral leukocytes and gonadal tissue samples. Neither DAX-T morta-
tiors nor S0X9 duplication woas identified.

Conclusions: This case provides svidence that both XX maleness and 30 OT-D5D are different
manifestations of the same disorder of gonadal development (J Clin Endocrinod Metab 93:
339-342, 2008)

Iu 46, XY normal males, SRY (sex-detsrmining region on the ¥
chromcsome) is the key gene, which triggers the expression
of a complex gene cascade leading b0 tesicular differentiation | 1,
11 However, testicular tissue differentiation can be observed in
453X individuals, thess with XX maleness or true hermaph-
roditism, now called ovetesticular disarder of sex development
[OT-DE0) (3).

XX males usually have normal male genitalia, small
azcospermic testes, and hypergonadotropic hypogonadism (4),
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Gopyright & 008 ry The Eroaine Sockty

oo 10,1184 B07-1 115 Recabved Map 21, 2007 Aepind Movamar 17, 2007
Anst Putihed Cring Cocamiet 4, 1007

and moet of them carry the SRY gene due to unequal cromsing
over berween X and Y chromosomes during paternal meicsis| 5,
whereas those who are S Y] — ) usually exhibic genical ambigu-
ity, but complete masculinization in an inbertile individual has
also besn described (6] Generally, individuals with OT-DsD
have genital ambiguity combined with both cvarian and testic-
ular fissuss in varicus arrangements {ovary pls testis or sither
gonad plus an cvotestis or tao ovotestes|; most 46 200 OT-060
subjects are SR¥(-) [7).
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There are some repores on familial recurrence of 324 males or
OT-DED and on the coexistence of both conditions in the same
tamily aswell (& -1 OL We reporton a rare case of 46, XX SRV -
monorygotic twins with genital ambiguity, one of them an 23
male and the other an XX OT-DED.

Subjects ard Methods

Laboratory assays

LH. F5H, tescosterone, and excrad ol were measured by elecerochemi
luminescence |BMMHitachi Elecsys 2010; Roche Disgnoscics, Boehr-
inger, Mannheim, Germany).

Amplification of SRY gene

Peripheral bleod sarmiples were collscted from patients and parenes.
An informed consent was chrained according ro cur instimcional guide-
lines. Genomic DA was isclared from whale-blood leukocyres using a
proteinase K and phenolchlocoform exiraction (11). Primers used o
amplify S8 ¥ HMG box and SBY whode-coding sequencewers described
elsewhere (11, 13). & CYPIIAZ (2 -hydroxylase gene) primer pair,
which amplify a fragmene expandiog: from exon 2 to exon & (forward,
FGGACCTGTCCTTOOGAGAC TAC S revene, 5 CCTCAGCT-
GCATCTC CACGA-3'), was used as intemal amplification concrol. Par-
affio-em bedded gonadal cissse DA was obmined by weatiog 25 mg of
each sample with 1200 ul of xylens (Smch Chemical Co., 530 Paula,
Brazil). Samples were vigorously vorrexed and cenerifuged for 5 min ar
3000 cpm ar roam temperature. To remave residual xylene, sam ples-wers
trearsd rwcice wich 12001 100%, sthanal IMerck Chemical Darmseade,
Germaryy). Room remp eraturs centrifigation st 3000 rpm for 5 min was
uszd to remove supernatant afeer each coeaiment. Samples were inos-
bated 10 min at 57 C toaliminare residual echanol. Toextract DA from
wonadal cissue, the DiNeasy Blocd and Tissue kit (QTAGERN, Hilden,
Germary) was used, accordiog to the manufacharer's instructions. 4
rwo-scep PCR was performed for SRY HMG bex and for an exon 3 to
intreoid CyYP21IAZ 401-bpam plifying fragment lintron 4 reverse primer,
FCAGTTCAGCACAACCAGAGGC-2"), For che ficx sep, a 15-ul
final volume PCE. was carned cutwith PCR Maseer Mix Kic (Promega,
Madison, W) following the provider's prococel A second step PCE wich
the same primer pairs was performed as in the firse stzp, excepr using 4
ulaf che fire PCR produce as cem plars,

Genotyping

Cenotyping: was performed by eesting three different single-nucle-
otide pabmnorphisms (88Psl in CYP2IA2 gene and Tag 1 rexriction
fragment kength polymaorphism in both C42 and class 11 HLA genes.

DaxX-1 and S0X9 gene analyses

Primers used to amplify che raro #xons and exon-intron boundaries
afthe DAX.T gene were published elsewhere [14). Direcrsaquencing was
perforned using the A Kl FRISM RBigDye Terminaror Cycle Sequencing
Kir ¥3.1 Ready Beaction {Applied Bicaysrems, Foarer Ciry, CAl on a
700 automared sequencer ( Applisd Bicsystems).

Ciantiacive PCR for 50X% gene was performed using primers de-
scribed by Rajender of &f. (15). Reactions were carned oux inoa 7300
Real-Time PCE Svseem | Applied Bicaystemsl, and chezshold cycle num-
bers were decermined using RO Scudy Software [Applied Bicsysterm .
Reacrions wepe performed in criplicate, and chreshold cycle mumbers
were averaged. The 50-ul reaction mixnare was prepared as follows: 23
il Placinum 5YER Green qPCR, SupecMix-UDG ([ovicrogen Life Teds-
nologies, Alameda, CAJ, 10 us of each primer. and diffzrene DA
armeounis, Momnal fervile 4£2K7Y male DA wan used as 2 srandard for
reakrime PCE assary. Three reactians were sst up indz pendently foc each
concentration of genomic DNA (1.25, 1.5, 5.0, and 10 ng) for drawing
the standard ploi. Similacky, three independent reactions wers set up for

1Cin Endacringl Matab, Fabruary 3008, 0313329 -343

eachaf the wo concenrations of the tes sam ples (2.5 and 5.0 og). The
reaction was crcled with prelimina ry UG coeatment for 2 min ac 50C
and a denaturation step for 2 min at 95 C, followed by 45 cyeles of
denamration at 95 C for 15 sec, annealing for 15 sec, and primer ex-
termion at 72 C for 15 sec, This was followed by melting-poine analysis
af the double-sranded amplicons consisting of 40 cypcles of 1 C dacre-
ment |15 s=c =ach) beginning at 5 C, The firc derivative of chis ploc,
dFMT, is che race of charge of fluorescence in the reaction. and a signif-
icant change in fluorescenc e accompan ies che melting curve of che doo-
ble-srranded PCR, produces. A plocof —dFdT e, temperature displays
these changes as distince peaks.

Results

Case reports

The twins were born by cesarean section in the 35th week of
gestation due o fetal diswess, Pregnancy was complicacsd by
diabetes, depression, and polytrauma in the first month; the
miacher cook metformin, amitriptilin, clonazepam, and fluosetin
and had many radiographs in the first mimeseer. She had om
previous geseations: a 13-vr-old bay from her first marrizge and
a @-yr-old boy. Family hiscory was unremarkable sxcepe for a
maternal aunt with primary amenorrhea.

Twin A had a bicch weight of 1530 g, length 40 cm, head
circumnfersnce 30 cmy 1-min and 5-min & pgar scores were 7 and
8. The child had a 1-cm phallus with chordee and penoscroral
hypeospadias, and gonads were palpable bilarerally in che seroral
folds (Fig. 1, & and Bl. Hormonal evaluation ar che age of 25 d
revealed normal FSH (2,34 mIUml ), TH (8.8 m[TVml), and tes-
toscercne | 1& ngfml) levels, and biopsies carried cur arthe ageof
1 month revealed bilateral cesees [Fig. 2, A and Bl

Twin B had a hirth weight of 1210 g, lengeh 37 cm, head
circurnfersnce 29,5 cmy 1-min and 5-min Apgar scores were £
and 8. The child had a 0. 5-cm phallus, perin=al hypospadias, no
palpable gomad on che right, and a lefeinguinal hermia [Fig. 1,
and D). Hormonal evaluation at the age of 23 d revealed high
FsH (8.2 mi¥ml) and LH (15 mllFml] and low testosterone
[0.12 ngfml). At the age of 1 month, berniccomy revealed the
presence of two gonads: the right restis [crossed ectopia) and a

"

. + |
FIG 1. Exteral gantalla of twin & (4 and B) and twin B (C and 00,
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A& 2. Histology of the gonads of twin A (& ard B) ard twin B 0 and D)
Trea st ons vwiars Stairs d with hamataey in and @osin. B B & highsr
mizgnification of tra bossd anas In A ard shows Immatura sofid fubulks
of tha prapubsral tasts farrows. 03 hghar magrifizton of tha ket
gonad doxed ared In Cand shiows a primordlal follich (amowd Inaearlan
stroma. Mot in Cthe primondial aplddymis (astantt). Magrifiation, <50
(4 and <) =nd =750 (B and 0.

srnall left gomad, which was removed rogether with an epididy-

mis and Millerian remnante. This gonad was found to ke an

cvoeestis, with ovarian falliclesineerspersed amongseminiferous

rubules (Fig. 2, C and D). The right testis was translocated from

the |=ft to the right side and orchidopexy was carried cut.
Both eavins had a 46, XX karyotrpe (Fig. 3, & and B).

Molecular studies

SRY gene was negative in peripheral blood leukocyrees as ver-
ified by PCR using twodifferent primer pairs, one for SRYHMG
bax [Fig. 4a) and the cther for the whole coding sequence (data
not shown). The CYP21A2 internal amplification conral pro-
ducinig a 7O07-bp bragment was positive in all samples (Fig. 44).
To test the presence or absence of SEY in gonadal tissues, a
rwro-step POR was performed. Megative results wers obainedin
bath steps bor twin A and ewin B (Fig. 4B). To avoid misinter-
pretation of negative resules due to nonampliffing samples, a
separated PCR praducing an SRY size-equivalent fragment was
carried cut using a CYP2LA2 primer pair and gonadal DRA as
rermplare (Fig. 4C). Posifive results bor the 401-kb CYP21A2
tragment led us to conclude chat both ovins are SEY negative in
gomadal rissues as well. Homozygosity betwesn twins was ver-
ified afeer testing three differene SHPs in CYP21A2 gene and Tiag
I resiriction fragment length polymorphisme in both 4B and
clazs T HLA genes (data mot shawn].

Mo mutations were identified in DAY coding sequence, The
analyzis revealed only heterozygosity for o SWPe [SMP D
&l S0C—T and 5P 1D re2369345G—A] in bath children.

The copy number of 50X gene in the patisnts was investi-
gared by real-time PCR assay. Therswas no evidence bor a S0OX
dazage effect becauss both nvins presented an amplification pat-
tern similar to the normal male control [Fig. 5).

Afrer discussions with the parents, rwin &, an X male, was

...f

("' &
. %
N

AG 3. Karpotyps of bwin & (5 and B (EL anrows IndGite the X
chromoeomes.

\."’

assigned a male gender, and cwin B, with OT-DSI, a female
gender. When the twins were 5 months old, the boy underwent
chordee correction and urethroplasty, whereas his sister under-
went clitcroplasty, intreitoplasty, and right gonadectomy.
When the children were 17 monthsold, a human menopausal
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AG 4. Gal shactrophoresls of the FCR amplicons of tha SRY and CYFP2042
genat A, Laukooyte DMA Tha IFYHMG redon produces 3 360 -bp
fragment, and the CYPITAZ gers, Wseed 3t Intamal condrad, producss 2
T07-bp fragmant axpandirg from swon 3 1o sean 6.1 1-kb laddsr plus
(Irmtrogens lans 1, Wwin & 2 male: lare 2, bwin B, 00 OT-O50 lans 3,
45X nomal femaks: lana 4, 45X nomal mak: lans 5, bank contraol
(welthizat CRA). B and C, Paratfin-ambs dded gonadal tize DMA ussd &
tarmplabs for the fiststap PR (upper paned) In the twostep POR
proedr e (owar ara tha meults of the cond-dep PR for 57
HPAG b (B) ared con 3Amtron 4 CYRZTAZ fragmant (C) lane 1, XX mals,
Aght gonad: lare 2, XX mals, kit gonad lara 3, 900 OT-DED,
Qubssrnizculume lara 4, 200 OT-OSD, right gonsd: lang 5, XX OT-050, kit
gonzd: lane &, 46X nomal femak: lane 7, 46,XY nomal mak: lans 8,
bilank control (et DHA).
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AG 5. Staredard cures plot for raal-tima POR @say o sstimats S0X0 gars
copy rambar. Cf represents tha numbsir of the FCR ook ©o achivas the
thrashald flusrsscenca inthe rsal-tims PCR. Raadtkors wan parformad in
triplicats, and thrashold cycks numbsrs wne averadad. Sanamic DHA
amounts for drawling the standard plot were 1.35, 2.5, 54, and 10 ng.
Standand plot wias conrtroded with a nomal mala DHA sample. The tast
DHA samples wara St upwith 2.5 and 5.0 ng sach Tor tein A& QO mals)
ard twin B [ OT-DE0)

gonadomrapin stimulation test was performed (chees im injec-
ticns of Pergonal, 150 TU of FSH and LH on successive days).
Testosterons levels increassd in twin & (from 0.54 to 1. 14 ngfml|
but noe in ewin B (<002 ngfml both before and afrer che injec-
ticns], and there was no response of estradiol in both children
[from 131 o 1265 pg'ml in twin A and from 1253 o 11.78
pa‘mlin owin B, indicating absence of gonadal remnants in twin
E and reinforcing the diagnosis of X malensss in twin A.

Discussion

In thisshudhy, we report a case of 46,3 X monozygodc rvins with
genital ambiguiry. One is X3 male and the ather X3 OT-D5I.
SEY gene is absent in both peripheral laukocytes and gonadal
tizsues, The possibiliey of inhibition in che PCR using blocd DMA
samples was excluded because positive amplification was ob-
served with an internal PCR control gene and for DAXYE and
SOXE genes as well. Similarly, an SREY gene mosaicism in the
gonadal tissue was also discarded, becanse positive amplification
was oheerved for the conerol gens in the second-step PCR. (Fig.
4], whersas SRV -negativerssults were obrained after both PCR.
steps for fwin A and B (Fig. 4Bl Hidden SRY mosaicism in
gonads is rare and has been described in coly two cases of 200
OT-DED (16, 171 and one case of 32X malensss (18],

DAX! and 50X% hawve been proposed to funcrion down-
stream o the SEY gene in the male sex-dersrmination pathway
[19, 20},

Originally, DAX T duplication, an X-linked gene within che
D55 locus [dosage-sensitive sex reversal) at Xp2 1, was consid-
ered to canss male-to-female ss=x reversal in SR Y+ ) 48 XY in-
dividuale (21}, whersas mutations in DAX! coding sequence
were associated with hypogonadetropic hypagonadism and con-
genital adrenal hypoplasia in 46 XY individuals (22}, Lately, a
function as an eacly mediaroe of testes developmentdownstream
ta SRY has besn proposed (19, Sequence analysis of the coding
regions of DAXT inthe present cases did not show any mutarion.

The human S2X7 gene belongs o the SEY -relabed HMG ko
{50 | gene family and maps to chromosome 17924, In general,

1 Clin Encocring | katal, February 2008, 0313355 -343

mutations in the S0X% gene are resporsible for Campomelic
dysplasia in which skeletal malformations are associatsd with
XY male-to-female sex reversal [23).

Eecause increased sxpression o £ 52 X9 has been considered to
cause female-ro-male sex reversal in 48 XX SE V- ) individuals
[24-24), we imvestigated SOX9 gene duplications in both chil-
dren. The resules showed normal gens dosage, sxcluding the
invohement of 50X in the phenotypes described here

Either X3 male or OT-D50 condition is sporadic in the ma-
joricy of cases. However, bath may coexise within a same famiky
[8-10). Although SRY/+) sibs with either 33 malensss or
44, 30K OT-DED have been described (91, mose familial cases are
SEYY =), and sibs with SR ¥]— ) 204 maleness have been reported
[8). Some pedigrees indicate an aubcsomal recessive inheritance,
whereas cthers suggest an autosomal dominane patesrn with in-
complets penetrance or even an X-linked mutation transmiceed
through a carrier 44,5 mals {10}

Thie case presented here is, 8o the bestof our knowledge, the
Firse report on the cosxistence of XX malenses and OT-DSD in
identical twins, and this finding brings additional evidenes thar
they are different manifestations of the same gonadal develop-
meent disorder. More repores en pwins will be necessary to eval-
uate the extent o which this erait is inherieed, thatis, to estimate
the heritability of chis discrder.

In addition, the many gestational problems referred in the
present case suggest that adwerse envircnmental conditions may
play a role in testicular differentiation in susceptible SRV =)
4£. 30 subjects.

In fact, as pointed out by Mitrwoch (27, the idea of 2 single
Y-chromosomal gene responsible for initiating vestis differenti-
atien is giving way ro the recognicicn thar this gene, in collab-
cration with non-T-chromosomal genes, increases proliferation
in the cells in which it is active, thus suggesting that the genes
required for male sex differentiation act as promoters of growth
[28). Hence, thess genes must be assumed o interact to some
extznt with environmental facroes (17),
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Apparent Mineralocorticoid Excess Syndrome in a Brazilian
Boy Caused by the Homozygous Missense Mutation p.R186C

inthe HSD11B2 Gene

ABSTRACT

The apparent mineralocorticold excess syndrome (AME) I8 3 rare autosomal -
cesslve disonder dus to the deficdency of T134vdroxysterold dehydrogenase
tvpe 2 enzvme ( 11betaHS02). The 11beta-HE02 enzyme, encoded by HSDT152
gene, metabolizes active cortisol Incortizone. Mutations on H50 1152 gene affect
the anzyme acthity by lBading bo an excess of cortisol, which eauses It Inappro-
priate access to mine@locorticold receptar. Themfors, cortsol will bind miner-
glocortieold receptor. The human HSD 1152 gens maps to chromosome 18922
and conslsts of flve exons encoding a proteln of 406 amino aclds. We present
nere dinkcal and molecular studies on 3 Brazillan boy who was bom pre-tsrm
aftar an oligodramnlous pregnancy. He was diagnosed &5 having AME atthe age
of 26 manthz. HiE parents am second cousing. Maolscular charadterization of the
HSDT1E2 gene revealed the homarygous mutation p.R1SSC. The patient de-
ecribed hers Is the second case of HDE1 162 gens MULStion eported In Brazillan
patlents with AME. &g Bras Endocrino Metab 2008 52/8:1277-1287]

Keywords: Apparent ming ralocorticold excess; H507 152 gene; Hypertenslon:
Defclency of 115-hydroxystercld dehydrogensse type 2; Mutations

RESUMO

Gindrome de Excesso Aparsnte de Mineralocortlcalde em um Menino Brasllelo
Causada pela Mutagao p.R186C Bm Homozlgese no Gens HED 1162

& sindrome de exeesso aparente de mineralocorticalde (8ME) & uma doenga
gutossamica recesslvarara devidoa dellclé nela da enzimat 13-hid roedestendlde
desldrogenase Hpo 2 (11keta-HS02). A enzima 11beta-HSD2 metabollza o
cortlsal aivo a cortlsona. &5 MUtagtes no gens H501182,. que codifica a en-
zima, afetam zua aividade levandoa um excesso de cortlsol, que terd acesso
Inapropriado ao receptor de mineralocortcdide, competinda com a ligagso
da aldostarona. O gens HOST 182 humano estd locallzado No cromossomo
16022 & @ Tormado por 6 8xons que codINCam uma protama de 408 aminoasl-
dos. Esta relato apresenta os estudos ciinizos @ molecularss de um paclents
brasllelr do sexo masculing que nasced prematurs depols de uma gestagso
s0b ollgodramnlo. Recebey o diagnostco de AME com 28 meses de Idade.
Seus pals 530 primos em segundo grau. A caracterizagio molecular do gens
HSO 152 revelou a mutagho p.R1SSC em homaozigoss, O paclents descrito &
o 22gundo caso relatado de brasllaire com mutaclo no gens HS0T 152 [An
Bras Endocrinol Metab 2008; 52 /2:1277-1281)

Descritores: Excasso aparents de minaralocorticdlde; Gene HDS1 182 Hipar-
tensao; Deficléncla dal13-hidroxlesterdlde desldrogenasae tipa 20 Mutastes

NTRODUCTION

pparent mineralocorticoid excess (AME; OMIM & 207765) 15 a rare auto-
somal recessive disorder, which consists in an inhented form of hyperten-

Arq Bras Endecriral Mebab 2008528

clinical case report
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D.RI8SC Muwtation in HSD 182 Gene
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sion comsed by the deficiency of 115-hydrooopste road
dehydmogenase type 2 (11beta-HSD2) (1-3). This en-
zyme is highly expressed in mmeralocorticoid tanget
tissues and functons mﬁdLnecti.cnna]l],r‘bD convert corti-
sol to cortisone, an inactve form (4. Although cormsal
16 a less potent mineralocorticoid chan aldosterone, the
rmain mineralocormicooid produced in the adrenal gland,
hoth aldcsterone and cortisol bind to the mineralocor-
ticosd receptor (| MB) with equal affnity (51, whereas
cortisone does not. Therfore, 11beta-HED2 enzyme
protects normal subfeces from cortisol intoodcanon by
comverting it into cortisone and providing a mechanism
that ensures the proper occapancn of ME. by aldoste-
rone (A ). As cornsol 1s secreted 10 concentrations much
higher than aldosterone, the deficiency of 11beta-
HED 2 leads to an inappropriate inactivation of cortisol,
which in excess, acts as a mineralocorticoid. This corti-
sol excess stimulates the ME causing invense sodiam
retention, h].']:aka.ltmja and lwp-arhenmm (1-3n

Twm jsotorme of 11beta-HED have been identifed
and characterzed (7). The type 1 isoform, which is ex-
pressed i several human dssues, 15 a MADT-dependent
enzyme with reductase acoviey (8, @0 The oype 2 so-
form , which 15 only 20-26% idenncal tooype 1,is NAD-
dependent and presents dehydrogenase acovity (100
The human HSDIIB? gene, encoding the 11keta-
HEDZ enzyme, is located on chriomeosome 16922, con-
sists of 5 exons spanmng abour 6.2 Fh, and encodes a
protemn of $05 amino acids (1175

AME s a result of mutations in HEDU B2 gene
(12-15}. In general, the discase is present in early chuld-
hood, with a severs phenotype including low birth
weight, faihare h:hthri.w._h'ypol:a]emi.c mietabolic alkala-
sis, and high mortalicy rate in ontreated patients (2,
16} However, milder phenotypes have been descrbed
in adults with clinical features such as l'qu-emnmcn
without electrolyte abnormalities (17-20) Milder phie-
notypes are asscciated with mutanons causing cnly par-
tial inactraarion of HED1T1E2 (210

In this study, we report a boy wath typical clinical
features of AME with p. R1880C homoaygous mutation
i the HEDITA2 gene.

SUBJECTS AND METHODS

Blood specimens and chinical data of the patent and
relatives were callected with approval by the appropna-
te mstitational review board;, signed informed consent
was obmined.
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Clinical data

A Brazilian male, son of a consanguinecus marriage,
was born pre-term (weight = 1,700 g; length = 40
cm), Apgar score 8-9, after an oligedramnious preg-
nancy. He had normal male genitalia with palpakle
testes. His development was normal up to the age of
i months when he had bronchiolits, Thereafter he
presented fulure to thove. When he was 17 months
old he was admired in a hospital for pneumeonia when
he Pn_-l:-enr\ed Eu:h]'g,rl.u:i.n.. _p-n]'gr\d.ipaia.. h],rpokalem.i.a. | -
rum potassiom, 1.9 mmol /L) and bypertension. He
was frst examined by us at the age of 26 months
when he was referred to our h.n:-:pi.tnl for evaluanon
because preduisons and chlorthalidone failed to con-
tred his labale h'g.rP-ertenmm At this ome his weigh
{8,580 g) and heighe (76.8 cm) were both below the
third percentile (zW = - 3.32 and zH = - 2.53). He
aleo presented hypertension (130,90 mmHg). Labo-
ratonal findings indicated hypokalemia (serum potas-
sinrn, 2.5 mmal /L), alkalosis (pH = 7.51) and normal
sodium (141 mmol /L), plisma renin acenary (0,48
ng/ml b, normal .15 02,23 ), aldosterone (26 pg’
ml, normal 10 62 160 pe/mL}, 1 1-decoyeortizcl (2.0
ng/mL, normal « 8.0 ng/mL) and serum cortiscl
(9P pg AL, normal 7.58 to 27 pg/dL,). On 24-hour
unne he presented normal cormisol (219 pg/24he,
normal 20 o 90 pg24hs) and hypercalciuna (18
mg kg day, normal < 4 mg/ kg day). Unformunace-
by, neither cortisel nor cortisons unnary metabaolices
could be evaluaed.

Eenal ultrascunds revealed the presence of biareral
nephrocalcinoss (not progressree) whereas  cardiac
echocardiography showed mild lefe venencular hyper-
trophy when he was § yeam old.

He has been treated wath diuretics, antthyperten-
arve drugs, salt restriction and Pﬂhmum -:uPpl.em-enta-
tion and he responded well to the teatment. On
fd.low—up. baochemical resalts indicated normal seram
kevels of both sodium and P-D-taac.i.um, and blood pres-
sure in the upper limit of nommality He also had an
mmprovemnent of growth parameters. Ar the age of 11.1
vears his weight was 32,300 g (L = .41}, height
14004 cm (£ = —0.48), pubertal stage G2P3, his blood
pressure was norrmal {110,760 memHg) . In the lase con-
sultation, his chmical feanims were stable upon treat-
ment with KOl (3,30 g/day), Amilonde (12.5 mgy
dayy, Caproprl ( 100 mg/day), Hydrochlorothiazide
(25 mg/day), Arenclol (18 mg/day) and Losartam
Potassam (25 mg, day ).
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Molecular analysis

Gepomic DMA was extracted from penpheral Hood
kukccyres by standard phenol /chloroform method
(22) HEDIIB2 gene was amplified by PCR amplifica-
won of the entire coding region including ewon-memon
pancions and both B'UTE and 3'UTR mgions using
mmitherc cligonucleotides | Inwirogen, A, TI5A) as
peimers (table 11 which were dedigned using P'omer 3
open access sottware  (http:/ /pomerd sourceforge.
net). The amplifed fragments were directly sequenced
using Bag Dhve TM Termimator Cyele Sequencing Ear
V3.1 Ready Eeaction (ABI PREISM / PE Bicsysteme,
Foster Ciry, CA, TISA) The sequences cbtained in an
ABL37T Semi-Automated Sequencer | ABI PRISM /
PE Bicoystems | were compared to the normal sequence
of the gene (WCBL # 273170

Tabla 1. Primers ussd for PCR HSDT T B2 gane amplficdion.

RESULT

HEDII B2 pequence anabysis on patient’s DA revealed
a ¢ 5EACHT homozygous transiton in codon 186 loca-
ted i exwon 3. This nuclecnde substinanomn leads o the
p.RlSﬁC rmussense mutation | Figure 14, Further se-
quence anabysis on parent’s VN A samples showed hete-
roaygosis for the mutanon n both father and mother
{Fignare 1B ).

DISCUSSION

In the present stady we descobe a boy diagnosed as
hinng AME disease. Clinical and hormonal data sup-
ported the presence of a deficiency in the 11bera-HSD2
enzyme acoary. Facing chmcal and labomtonal feana-

PrMmi=r SedUaficed (537 Tm FCh Hza (pb
HEO11B2-5"-F FEEECTCTCATASAS CTCE
E-UTR &0 =5
HEO11B2-5"-R CCAGACECASSTCTZASC
HEO11B2-1F TAEAAGCTCTCTICTCCCCEE
Exon 1 &1 g
HEO11B2-1R CCTETHEAETETCCASTCCC
HEO11B2-2F TEETSATT TS EEETIETCT
Buon 2 &0 3
HSO11B2-2R CACAS M=CAGASEAGEEAMG
HEO11B2-3F EACAL FEEEACTSEAASTT
=TT &0 e
HSO11B2-3R GECTOCTTTIIECTOCAST
HEO11B2-4F BCTZEAGCAANAMS EAS 0T
Exond ] 206
HEO11BZ-4R CTECOCCCATAARTTATT
HEOT1B2-5F CEOEEETTAAACAIETCCTAS
Evon 3 a1 0
HEO11B2-5R CCCTeE00E 5T ATAS
HEO11B2-50F BT CATCACASATEDECT
Exon 51 &2 patrs
HEO11B2-5IR SOCTOCTET OIS CAETS
HEO11B2-53"-F ASSACCCAAACCTEASCC
FUR-1 &0 o
HEO11B2-5-R GITCTOCAMG CTEEAREETA
HSO11B2-3"-IF CACTCTITCATGAS CCTA A
¥-UTR -1l &0 408
HSO11B2-3"-1R CACACTSTSTCACTC MCICA
Arq Brs Endoorinol Metob 2008:52/8 129
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P.RIAGC Mutation in HEDT 182 Gene
Cosll Fermzetd.

(L AR
T* v
ACTTTCTIGT AGC

GCTACATG A AAGT

Foreurd Rewerse
B
oT G
¥ "

ACTTTCNCT ACGT

A )

Foresrd

T AT NS AAAGT

Agura 1. HDTEZ gerne s=quencing slschophengrams
showing part of =xon 3 The 05T = IET nucleotide charge i
denoted. This change cousa: the mizerss mutaion R126C
cbeerved in homorygoss for patient’'s DNA (&) in the -
guencing with both foreord ond reverss primen The
heterozy gous shahus wos werdfied for his parents (B

res, the efclogies raised were: AME and Liddle Sym-
drome. Several climical charactenstice, such as low birth
weight, failure to thove, bypercalciuna and also parent™s
consangainity favored AME diagnosis and led v 1o se-
arch for HSDT 1B gene mutarions.

Molecular investigation identified the p.R1&sC
homozygous mutation o the HSDIIEZ gene. This
mutation was previcusly descobed by Wilson and cols.
(230, The aminoacid residue B186 is conserved acposs
several species. In addifion, computer analyeis of the
predicted protein structre revealed that p. R186C sub-
stitution yields a protein with a new P-sheet from resi-
chaes 189 £o 195 and anincreased hydrophobicity from
regidues 180 to 191 (24). e pitre erneymanc acoviey
aszays showed complete inactivanion of 11keta-H3DZ
enzyme due to p 1260 mutancn (241

To date, cwer 30 different mutations cn HADILE2
gene have been meported woddwide and in many ethnic
groups, mcluding Caucasians, Afnicans, Asians, and
Amencan Indians (25-28). Consanguinity, endogamy
ar a founder effece for AME have been considered in
several families, especially those from ethnics in whom
recurrence of certamn ASDH I A2 mutations 15 chserved
(251, The Bramlan family descobed here is fommed by
a consanguinecus martage and both father and mother

1280

are pRIBSC camiers. Since this mutation was previ-
cushy described segregating in an African-American
farvaly {207, a founder effect should ke comsidered.
However, inthe present case it is difficult to explain the
mutation recurrence by considening a founder effect of
an African-denved disease-causing allele without ana-
byzing mclecular markers, which conld give an estioma-
tve of Afnican ancestry index for thie farnily az defined
by Parra and cols. (29). Therefore, we cannot discard
the possibility of this mutated allels being an Afncan-
cnginated allele.

Corersely, the CoT tramemwon at codon 186
(CGT=TGT s a typical CpG-consequence mutation.
This diraclectide is considered to be prompt to un-
dergo mutations through spontane ous deamination of
cytidine to uracil (30, 311 Therefors, the ccourrence
of the p.R136C mutation in two unrelated families
could suggest that the codon B186 is a hot spot for
mutations in HEDI TR gene, like other mutations lo-
cated in exons 3 to 5 (21, 32). However, the mumber
of patients beanng the mutation is low, therefore there
ar no sgrificant evidences tor this possibidity unless
more patients are sudied.

In general there are few cases of AME reported
workdwide, since this is a very rare autosomal recessive
disorder { 25, 271 The boy descnbed in the present pa-
per was clinically diagnosed with AME and malecular
findings confinmed the phe: e. This 15 the second
case of AME with a deletenous HDEI B2 gene muta-
tion reported in Brazlian patients (33).

Acknowledgements: We chank Maria M. Vasconcelcs Bosa for
astisrance and rechnical suppare. We thank Conselho Madonal ds
[Desermvahimenco Ciencifico & Tecnolagico (CNPg) and Coorde-
naglo de Aperfeigoamienm de Passod de Nivel Superior (CA-
FEZ) for financial suppore. The authior would also like ro thank
the family swadied for agreeing oo pardcipane in this reseacch,

REFERENCES

1. White PC, Mune T, Agarwal &K, 11beta-Hydrowsstenoid
dehydrogenass and the syndrome of apparent minaralooort-
oold excess, Endoor Rea, 1287: 1501 13656,

2. Mew B, Wikson AC. Btercld disorders In children: conganltal
adrenal hyparplasia and apparent minenalooorticold sxoess.
Prioas Mutl Acad Bl WSS, 1952056023 12707,

3 Luft FS. Merdsdlan forms of hurmen fypeartenslon and mishs-
risme of dissass. Clin Med Aes 200314 291-300

4. Krozowskd I The 11bste-hydroxysterold dehvdrogenases:
functions ard phvsiologloa affecis Mol Call Endocrinol 1555
1E11-21: 121-3

Arq Bras Endocringl Metab 2008:52/8



R84 C Mutalion In HSD) 182 Gene
Cosl, femoz st al

12.

13

1.

1.

m.

Krozowsk Z8, Funder JW. Renal minsralocortiold racspeors
and hippocampal coficosterons-binding spades have Identh
cal Imiringls stercld specifichy, Proo Hall Acad Scl UEA
198320(191: BOEE-E0.

Edwards C, Stewart P, Burt Oy, Brett L, Mzircyra M, Sutans W,
ol ml Localisaton of 11bhyoroxvsterold dehyd a: He-
sue specific proteckor of the mineralocoriodd recapion Lan-
oak. 1SEE:HSEH) HBE-5

Erozowsk ZE, Prowencher FH, Bmilih AE, Obeyssalurs YA,
PMleroer WR, albksbon AL, socymes of 11 beis-hydmoocysienald
dehydrogenass: which snmymae endows minerslocoridoald
specificty? Steroids. 1994:652 116.20.

Manrs OO, Mallon SH, Mural J, Sitan PE, Milkr S, Stnicurs
and function of tha hapatlo farm of 116-ydrawstancid dal-
drogemse In tha squimel monkey, an animal mods of glues-
corthoold reslstance. Endoannalogy. 19653 1331]; 35875,
Slwwart FM, Murry BA, Mason A Human  Hdney
T 2-hydrowysterold dehydrogenacs |5 s Rilgh sMnly nkootin.
amide sdening dinuclectde-dependent enzyme and diffars
from tha cloned typs | lsodamm. J Clin Endoarinal Metab.
1958478 21:480-4,

Ruswal E, Maray-Fejes-Toth A A new ofamn of 116-ed roges-
terold detnedroganssa In aldosterons target calk. J Elol Cham.
1953268151107 1720,

Agaraval AK, Rogerson PR, Muns T, Whiks PC. Sens stnicura
and chirornosomal leosllzatien of the Rumsn HEDA 1K gars &
coding he kidnay (byps 2 l=oovme of 11 bets-hydroxystarald
dehydrogenass. Senomios. 199623101969,

Muna T, Rogarsan FM, HIKKIE H, Agareal AK, Whits PC. He-
man hypsrterslon caused by mutstlors Inthe kidney lsozymae
of M1beta-hydrowycterold  dehydrogenasa.  Het  Genel.
1985101433049,

LI &, Tedds A, Krozowsk I8, Fala &, LI KX, Shacklsban CH, ot
al. Moleoular bacis for fypamension Intha *tvps | warlare® ot
apgarant mineralocorticold sacsss. Am J Humo Genat
19082531 2):370-9.

Mawe M1, Galler DB, Falle F, Wikson RC, Manogenic low renin
hyperiansdon. Trends Endacringl Metab, 2008 16(31:82-7.
Stwwart FM, Krozowskl Z5, Gupta A, Milford OV, Howle Ad,
Shuppard MC, Whorsssd CB. Hypartanslon In the syndroma
of apparant mineraocortioold axcess dus o mutation of the
Tl beta-hydromvaterald debwdnegesmass 1vpe 1 gens Lancel.
1955347 B34 2881,

Caawa-Eharma 5, Wllson AC, Harblzon MD, Hewfield R, Azar
MR, Krocowskd ZE, ot el Examineton of ganctyps and phen-
oyp= ralationships In 14 patlenes with apparent mineralocortk
ookl wogas. J Clin Endocrin Mekab, 19822317 0124454,
Uarasbul F, sWers T, Rubiretain F Hew M1, 'Wilson AC. Praws-
lance of mid apparert mireralocorticold aooess N Merno-
ritzs. J Clin Endosrres | Medab. 1959841247368,

Wllson AC, Cave-Shamma 5, 'Wal JO Chayesekarn VA, LI K,
FararlF, ai al. & genstio datact resulting In mild low-ranin by-
perinnslon. Proc Natl dcad Sol USA, 158858017 102005
Lawery GG, Rorconl W, Draper M, Rabbkt EH, Lyone W, Chag-
man KE, =t al. Lats-onsst apparem minara ocorfloold sxcess
cared by novel compound helerooygous mutatons In the
HED11BL gene. Hypartanslon 2002421221239,

Iracla M, Iwassll K, Imal C, Hashimots S, Two sldarky patants
with minsralocomcold excess due to 11 bets-hydroxystarald
dehydrogenass fvpe I (11 Esta-HSDI) Impalrment. msem
Mled, 200477 E1-6.

Arq Bros Endocrinel Metok 2008:52/8

H

2.

2E.

IT.

3

3z

. Murez ES, Angarson FM, Mura T, igarashl ¥, Makagavwa ¥, Phi-

lpow G, et al. Mutamis of 11baie-hydrovysterald dehydrogenase
I M-HECZ] wiih partlal actiwiiy: Improwed cormaletlans bebwesn
ganotypa ard blochemizal phanctypa i appanent minerskeoor-
Tleodd ewcess. Hy perendon 1953344 P 1063540,

Eambrook J, Fristsch EF, Manlails TE. Inc Mokecular Clening: A
Labaratory Manusl. Cold Epring Harbor Prass, Cold Eprirg
Harbor, HY, LS4, 1565,

. Wikion AC, Harbdeon MO, Kroooevsld 25, Funder S, Shackle-

1on €H, Hansusks-Abal HM, ot ol Several homazygous muka-
flors In the gens for 11bsta-hydnonysterold defydrogenase
type 2 In patlants with apparam minsrsiooorioold sxess. J
Clim Endacrinod Metab, 199520011 3145-50

. Farrar P, Obeyesekars ¥R, LI K, Wison RO, Mew MI, Fundar

Jo¥, Erozowesld Z5. Point muiatons sbolish 17 bsa-redrooys-
terold datvdrogenasa tvps || schvity In thres families with the
vongantisl symdrome of sppeent minerelicconioold axcess.
Mol Call Ercdocringd. 192 100110214

Wikon RC, Himkam &, Mew MI. Apparert mineral coortloold
emieas Trends Endocring Melak, 2001 1213110411,

. Culrkier M, Bappal B, Drapar N, AHartury A, Lavery &3,

Walker EA, ot al. Molecular basds for the apparem mineralo-
vortoold sxcess mywdrome Inthe Oman population. Mol Call
Eredocringl. 2004:21701-21143-8.

Kamide K, Kolubo ¥, Hanada H, Nagura J, Yang J, Takbachl 5,
wl al. Geneds vardations of HSD1E2 In hypatenshe patlants
and In the genaral population, slx rane missersaframeshiit
mikailons Hypariens Rea, D006, 5504024362,

Marirasy G, Bulmert ¥, Sslomon R, Aqustkempd B, Jeura-
mialire X, Miced J, Feran F Appareri minsrsbscorioold su-
vess: roporl of sl new cates and exienchve perconal
axperiance, J Am o0 Nephrol. D005 171111317684,

. Fama FC, Amado AC, Lambsriucc] JR, Rocha J, Arkunes M,

Fana ED0. Color and genamic ancestry In Brazllars. Proc Matl
Arad S50 USa, 2003:100] L L77-821.

. Cilllz J, Leppakinen |, Whinen M. Ssquance spadfichy In Cpd

mikation hotspobs, FEES Lekt. 1556 3%502-30:118-22.

. al Ared &, Malfrat 0, Mannct M, Lescot E, Canvart O, Far-

mardlan B Structural deviatons at CpG provide @ plausible
axplaration for the hilgh frequancy of masstion at this she.
Fhioaphorus nuckar magnekic resonanoe and circular dichro-
lsm siudies. J Mol Blol, 1555130013738,
Fsgaift O, Smakenibzia 2, Bargadd |, Valla]o &, Barorinl M, Hal-
nrich A, Ferrari B The codon 213 oftha 1 1betae-hydroocstercid
dahydrogenesa typs 2 garm |5 @ hot spot for mutat ons Inap-
parerd mireraocorticold suocsss. J Clin Endocringl Matab,
15658831 D4381-3,

. LA, U KX, Marul B, Krozowskl 25, Badsia MC, shorwaosd CB,
wl &l Apparent minaralocorntkold axzess in & Brazillsn kindred: |5

hyparensioninthe hetarccyaoie staba, J Hypartens., 195716112
FE 111357402,

Corteipondence

taricida Polandi d= Mellz
CBMEGUricamp

Caia Fosdd 6010

13083-575 Caormpines, SR Brosl
E-rrail: mmedo @unicampubr

1221

ol koo

CopryrighlE A BRI fock s

179



ANEXO 4

181



oo o o e o e vodoe

o0 P b A BEE: A

Heterozygosls for CYP21A2 Mutation Considered as
21-Hydroxylase Deficiency In Neonatal Screening

perspectives

FERreANDA CAROLINE S04 EDH
Sora Haens V. Leros-Maswi
Feerianna Borcnees Coen
Vicror GoncAnes Mamzans
Mircia Dusete BARCEA D4 i
Renan Dagm Bmnis o

(zigeLiE ZeneER Jusmo

Magcnng Paranor pe-Maio

Centro da Biologia Maolecula &
Erigertearia Gendtica (CENVEE).
Universdads Bstadud de
Campirce {Unicamp) (FCS, FBC,
Wik, FACBE, RDE, MPRAY:
Departamanta da Pediatia &
nitrz k= Investiopacda am
Pediciria. Faculdade de
Ciancios Madicas, Universidods
Estadud de Campings
{Uricarmp) (SHVLKY, Campinas,
SRBrasl Discipling e Biokgia
fdclecular, Departameanta de
Bioquimica, Universidods Fedamal
da 5o Podo (Unifesp) (520, 530
Paula, 5P Brasi.

Received n 2522008
Accepisd in 1470:2002

ABSTRACT

Sterold 21-hydroceylase deflelency (21-0HCG accounts for maoe than 900 of
congenital adrenal hyparplasla. CaH newborn ecreaning, In general, |= based
an 17-hydroeyprogesterone dosage (17-0HP), however It 18 com plicatad by
the tact that healthy preterm Infante have high levels of 17-0HP resulting In
Talzse posltlve cases. We report on molecular features o a boy born pre-term
(G0 = 30 wWesks: walght = 1,290 qi with elevated levels of 17-0HP (312 nmal L.
normal < 407 upon neonatal screening who was treated a= having CaH up to
the age af & months. He was brought to us for malacular diagnosis. Medica-
tlon was gradually suspendad and sarum 17-0HP dosages mantained nor-
mal. The p W23 1L mutatlon was found In com pound heterceygou s status with
agroupof nucleatide atteratlons located atthe 2 and Intron 4 and B end exon
B cormesponding to the splice slta aceapbor raglon. Molecular shudles contin-
ued In arder to exclude the pozsibility of & nonclassical 2140HD Tform. The
group of three nucleotide changes was demonstrated o b2 a normal varlant
glncea they Talled to Inte rfere with the normal splicing process upon minlgens
studles. (Arg Bras Endocrinol Matab 2008 52/8:1398-1342)

Kenyrwords: Meonatal screening: CYFZ1AZ mutations: Minlgenes: 21-ny droxy-
lase deflclency

RESUMOD

Heterozlgose para Mutagdo no Gens CYP21A2 Conslderada comao Deflcléncla
de 21-Hidroxllase na Triagem Meonatal,

A deficléncla de 21-hldroxliass 21-0HD) @ uma doenca autossomica recessl-
va qua confribul com mals de 90% dos casos de hiparplazla congénita da
adrenal. O teste de dosagem de 17-hidroxlprogesterona (17-0HF) por radio-
Imunoensalo em amostras de sangue colhldas em papel de fitro tem sldo o
método mals usado nos programas de trlagem naonatal. KMo entanto, essa
triagem pode apresentar alto numara de falso-positivos palo Tato de8 08 ra-
cém-nascldos pramaturos apresentarem dosagens mals elevadas dests es-
tercide. Apresentamos aqul os estudos moleculares de UMa cranga, 9o
masculing, nasslda pré-terma ilG = 30 sem: peso = 1.280 g) qua apresentava
valoras elevados de 17-0HP sérlca 1.2 nmaliL, normal < 40) na tlagem nao-
natal & gue fol tratada como portadora da forma classlca da 21-0HD até a
Idade de & meses quands nos fol encaminhada para dlagnasticoo molecular. &
terapla fol, entio, gradativaments descomtinuada, sendo que &8 concentra-
phes sarlcas de 17-2HP sa mantlveram normals. A mutagio p.v2EIL fol en-
contrada em heterozlgose composta oom urn grupo de alteragoes noterminal
¥ do intron & & no terminal 5 do &xon & comespondando & reglio do sitlo
acaptor de spicing. & andllse do gene CYA21A2 prossequlu para se exclulr a
posslblildade de a crianga ser afstada com a forma nioclissica de 21-0HD.
Pala andllse de minlgens flcou demonstrada que o grupo de trés Tocas nu-
clentidicas n&o afsta o processo normal de ranscrizio. Conduindo, 8 cranga
# apanas heterczlgota da mutagio p.v2&1L sam necezsidads da ratamento.
{&rg Bras Endocrinol Metab 2002; 52/8:1328-1282)

Descritoras: Trlagem neonatal; Mutagdes CYF2 142 Minigenes: Deficlancla
de 21-hldroxlliase
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Amissciagnosis of 210HD un Neonatal Screening
Soardi &t al

NTRODUCTION

teroid 21-bydroooylase deficiensy (21-0HD; OMIM

+ 2019110 iz an autcescmal disorder thar accounts for
more than 0% of congerutal adrenal J'nIPerPJ:.ia.gC.ﬁ.HI
(12 Impaired 21-hydrooylase acoviry resules in de-
aeaed cortisol and aldosterone levels. Frequently, the
cassical 21-0HD causes ar baguons external gerutalia at
barth in females, precocious puberty in makes, and ac-
celeranion of somatic gromth in both sexes (1,27, Hthe
level of the enryme mmpairment is higher than %%, min-
eralooormooid srnthesis is severely affected lzading to
sale-wasting crisis. Theretore, dirocal spmptoms may -
dude falum to thove, vomiting, byperkalemia, h'g'pa.na
temia, dehydranon, metabolic acdosis (1,20 The
nondassical foom (MC) 18 charactenzed by labe-cnset
mandestaton and resalts from a mild deficiency of the
enzyme. The excess of androgens presents different of-
fects in nonclassical patients at any phase of postnatal
development a5 pseudoprecocious puberty, hirutsm,
acne, short sature | and decreased ferolioy (21

21-0HD s cansed by mutancons on CTP21A2
gens that in general are derrved from it adjpeent
perudogens on chromeosome &pll. Either carriers for
CTP2IAZ murations or NC patents with homozygous
CYP2IAZ mutations present an overapping rangs for
responees of 17-0HE levels upon ACTH teet that var-
tes, from vahaes of 13 omel/L up to 30 nmal /L (35
The higher vahie 15 genermlly considered as the lower
Lirut for the diagnosis ofthe N form (4, 51 However,
this value 15 normally established before the identifica-
won of mutations in the CTP2LAZ gens,

There 1= a high number of different techniques for
diagnoang 21-0HD, but mcet CAH newhbom screen-
mg is based oo 17-hydrosyprogesterone radiowmmu-
neassay ondned blood onfilter paper(£-8 | Manomde
and regional CAH sereening programs have been in-
troduced in several countmes (7, 9, 100 mcluding i a
few mgions in Brazd (11, 123,

In the present study, we repore the molecular fear-
ez of a child that presented elevared kevel of 17-OHP
in the necnatal screening, which was nonmalized wachin
few months of age. The search for CYP2LA2 mutanons
mdicated compound hetercaygosis tor p VI3 1L muta-
tion and a group of three macleotide alteranons lecated
at the 3'-end intron 4 and 5'-end exon 5 correspon-
ding to the splice site acceptor region. Molecular stu-
dies continued to exclude the posability of this boy to
develop a MC foam of 21-0HD later. This group of

&g Bros Endoorinol Medtob: 2002 52/8

alteraticn was demonstrated to b= a normal vanant sin-
ce 1t fuiled to interfere with the normal splicing process

upon minigens studies,

SUBJECTS AND METHODS

Clinical report

A Brgihan Caucaman male from non-consanguinecus
parents was born pre-term |.|.1'I. = A weeks WEI.EhI: -
1,320 g; height = 40 cm)), atter an s piéro ferobzanon
rripler pregoancy. Upon 21-hydroooylase deficiency ne-
onatal screening he presented high levels of 17-hydro-
TYprogesterone (17-0HFy (91.2 nemol/L, nommal «
40}, Arche age of 27 days confirmatory test was perfor-
med and 17-0HT serum value was 73 nmol/L {nor-
mal 3.5 to 122). The chald has never had dehydrancn
or vomiting episcdes. Also, falure to thove was never
observed. He was reated with hydmocortisone and was
reterred to cur curpanent clinies when he was & mon-
the old for molecular studies becanse the parents were
interested in pre-naral disgnoss m funre pregnancies.
The treatment was gradually suspended during four
months in order o confrm the diagnosis, At the age of
22 months he was asmmptomans and his 17-0HF ze-
rum kevel was 2.2 nmol /L normal 0.2 to 4.6). Mormal
grovang and nocmal 17-0HP levels did not mdicate
the classical form of 21-hydromylase.

DHA extraction and analysis of the
CYP21A2 gene
Thus study was reviewed and approved by the appro-
prate Ethics Commitree from Faculdade de Ci#ncias
Medicas ar Universidade Estadual de Campinas {Uni-
camp, Campinas-5F, Brasil) and informed consent was
obeained from the parents.

izenomic DNA samples from the child and his pa-

rents were cbtamed from penpheral blood by Protema-

s E digestion and phencl/chlorcform  extracnon ]

tollowing standard techmiques (13), CT2IA2 large

gene comversions and 30-kb deletons were screened by

Southem-Hot (14). The eight most frequent Pa-eud.ct

g
i

1

gene-denved mutations were nvestigated by ..‘I.Sl:l i

PCE (151, Por uequencmg expenments, CIP2IAZ

gene was amplifed in two fragments, 5" TTR-exon G
and exon 6-3"UTE, using specific CITP2IAZ pnmers

.,.

rr|

(15}, The amplfied fragments were punfied with Wi- &

zard 8V Gel and PCR Clan-UT Sysrem (Promega)
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Sequencing Fit V3.1 Beady Beaction (AR PRISM /TE
quubama, Foster Ciry, CA, 1154 ) usng the intemal
prmers as previously descnbed | 18], Purthed PCE pro-
ducts were sequenced in both sense and anfisense
onentaticns using ARl FRISM 3700 Auvtcrated DA
Sequencer according to the mamifacturer’s recommen-
dations (AEL FRISM /TE Biceystems, Foster City, CA,
840 Muclsonds and amino acid mambenng follcwed
the published sequence by Higashi e af. (17 (NCEI
#M12702)

Minigene construction, transfection

ard cDNA analysis

A minigene with a fragment spanning from exon 2 to
exon & was constructed. After the first amplification to
selece CTP2IAZL gene, a nested-PCR was pertformed
to canstruct the minigene with the following primers:
Exon 2 sense-Xba 1 57 CCA GAT GTC TAG ATG
ATG AAC TCC AAG -3 and Exon & antisense- Bam
HI&'- GTG GAT COG AGG GGA GGC CGT -3
The minigene amplification product was purified with
Wizard 8V Gel and PCB. Clean-TUP Syetern { Promega,
Madison, WI, 1184 and digested with Xba I and
BawH [ restniction enzymes. The digested fragment
was ligated into a BamH [/ Xba | opened pEVL vectar
(Pharmacia, Piscataway, NI, U5A) These constre-
ticns were transtormed into B coli DHSe competent
cells, Clones with the comect msert size (1,110 bpj
were sequenced to venfy their identity. Becombinant
plasmids were transfected in CO3-7 cells. Approsama-
tely 1= 10 cells were plated in each 10 cm diameter
tissue culture dish containing & mLDMEM medium
(Imvirogen Cadsbad, CA, USA) supplemented with
10% fetal calf serum (PCS) and antibictics, After 24
howrs, CO8-7 cell cultures were transfected wach 10
ug of the construction using Lipofectamine 20404 {In-
witrogen). Transfected cells were collected 24 hours

o s 0
;qlu.*ﬁ'ﬂﬂ“”

Agurs 1.

prrrems: right - L2801 mutard primer. F - father,

after transtection and total BMA was isolated by use of
BMeasy mini kat (Qlagen, Hilden, Germany), follo-
wed by DMase T { Invitrogen) digestion. Fist-strand
symchesis was pertormied wsing 1 pL of Improm 11 re-
verse  transcoptase (Promega) according to the
manufacturer’s recommendations. The DBA was
amplined by FCR using the intemal prmers ExdMs -
ExéMNa (15 PCE produces were fractionsd and isola-
ted on a 1.5% agarcse gel and the products were
directly sequenced as descrnbed above vath appropoa-
te prmers.

RESULTS

A child with high 17-0HT serurm levels in the necnatal
screening was referred to miolecular imvestigation on
CYP2IA2 gene. Southern blot anabsis from family
mernbers mvealed neither 30-kb delencns nor gene
conversions | data not shown | However, upon sereen-
g for eight preudogene-denved mutations by ASO-
PCR the heterozygoss for pV2E1L mutancn was
observed. Segregation analysis performied by screening
parents’ DMA showed that the father was a camer for
p¥2ISIL i Figure 1A} The mother’s inhented alkle,
hewvever, did not show any peeudogene-denved muta-
tion. [n order to charactenze this allele, CTP2IA2 di-
et pequencing analysis of the entire geme was
performied. The group of alterations g 11044-C +
g 1111C:T + gll21CxG, the fimt two located at
I¥34-154=C and IV34-8C.T, mspectively, and the
third in the first codon of exon & keading to the putative
missense p. D182E was identified { Figure 1B
Asthose nuckotide changes, now named [V54-Exh,
were located within intron 4/exon & panction sequence
and could nterters with the normal acceptor splice site,
they were urestigated on thewr infheence upon the for-
maticn of the correct CYP2LAL transenpt using mini-

1 | 1 fTIM
."|I'|l|| 1L I'-I'

TSR LA At Tl 1T

A3 ASC-PCR resubs for p V2RIL. Amplfisd ment: wers separate
i hf rndhﬁ:EE chid; NC - normal contral; MC oconhal

ILe-'H H'lu'u'}.'E-Imrrrd

dm-:l'l'.E--:lg:lm
HC- heterozygous

contral.The 14 Plus DMA lodder (Iretho gen) wos used as morboer. (B DNA saquencing dd\:n:-ﬂ'l'-errdm:hln:l:l'mng part of
irfron 4- ewon 5 Boundary regicn. The arows indcatbe the ruclectide changes.
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gene constructions. The cDMA: resulted from the
transcnption of mingene contunng CTP2LA2 exons 3
to & did not show any sequence difference between the
normal comtrol and the vanane constnaces {Figuee 2.

DISCUSSION

A male child presenting high levels of 17-0OHP in the
neonatal screening was conducted to molecular invest -
gation for CTP21A2 muranons.

CYPHAY gene was screened for 30-kb deletion,
large gene comversion and peeudogene-decived muta-
tions, The paternal inhented allele showed pWISLL
Thiz mutation is pseudogene-denved and it i known
to present a residual enzvroatic actviey of 20-50% (18,
19, It is consdered the most common Cancasian mu-
tation among cases of ME form of 21-0HD (20, The
maternal allele presented three nuclectide changes,
named IW54-Ex5. Theee changes are also peeudogene-
denved but had newer been descnbed in the acove
CYP2IAZ g, except one report on the D133E mu-
tation in exon 5 (21), As no other sequence vanaticns
wers cheerved in the matemal allele the IV34-Exf nu-
cleonde change was considered as a result of a rare mi-
COOCOnVersion mutational event.

The excn b gll210:-G cansing the mutation p.
D1 83E had been studied before and did noc affe ce the
normal ereymatic activaty, therefore was consdered a
pobmorphism n CTPAAZ{19). However, the TVE4-

Exf nuclectide changes together were not investigabed.
Drue to their location in the acceptor splice site region,
they could nterfere wath the nommal splicing process.
Minigene i pitro experiments demonstrated that the
recogronion of the intron 4 acceptor eplice site by the
spliceceome aceurred in both wild-type and nutant se-
quences. Therefore, neither pDV153E reduces enzy-
matic actrity nor [Wed-Ex5 mucleotide changes alter
nomal transcoption ndicating a normal variane for
the allele.

Elevated 17-0HF blocd level is normally vsed as
an indicator of CAH. In generml, the te-:l:nl.q_ue =3
analyzing 17-0HF in necnatal screenings is radicirm-
muncassay in filter-paper blood samples (&, 7). It has
been discussed by ssveral authors thar this procedurs
generate a high rate of postive results attnbutable b
physialogical reasans and to cross-reactions with steroi-
de other than 17-0HT, especially in pretenm neonates
{9,100 In addinen, Bachega & a2l (5] smudied ohligate
heterozygote paments of patients wath 21-0HDY and
theyoboerved that 11 of 19 p V28 1L camiers presented
elevared ACTH-stimulated 17-0HT levels. Therefore
we consder that this cudy ilhastrate such technical ar-
tifact where a p V28 1L camer newbaorn was considered
as having 21-hydromdase deficiency and reated. Con-
cluding, the child described here cannct be considered
atfected with 21-0HD, although a rare allelic vanant
had been idenefied in compound heterozygosis with
pV2E1L

nl E :I T l:ﬂﬂ ﬂ ﬂ ﬂi!}!l C E|E| c_ a 1I=C i E |- |]' :léuE .-I:I-!
J‘L|||| | .|/ |'|/|ﬁ|! CETTV E

» # y“ | l | | | HI l |I | | : Il
ﬂ" , I||J i et | .:| I,
i |'|I 1 r ) IhI |:' - . ﬁ : | .- I‘! i |r' |!| f -. | |'! ||'|I ’ I\
I||I ||I II |I| IH' II|I 1 ”I I.\ II!I ! II'J! I| 'n' II II' 'I lll || ]il III Il II I' | I| '.lul I| !.!{
l II }' ||! II I:ll::"-| III .LIII & AW i’l 'II '\“II u Il' III ll' .--"' [ I \.J' |!I ll E'l!ul'u

E::-r.-l-l- i—t—n Exom 5

Figura 1. Behopherogram showing part of the cDMNA ssquence formed by =won 2 fo =uon 6. (4] wid-type minigens s=-

quence: (B sequence of minigens containin
warzion in codon 183 (p.D183E). Amosws indical

#rq Bros Endocring Medok: 2008:52/8

the [543 ExS nuclectide changes. The grey box denotbe the EACs GAS frare-
the axon 4 - swon & pnchion.
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[n summary, the molecular smdy presented here
contributed to define the normal phenctype of o boy
consdered as 21-0HD in necnatal screening. Therefo-
re, this case illustrates the importance of molecular kio-
logy as feamble tocls to confimm presumed altered
neonatal screeming results. Furthermore, this repor
provided new insights concerning the function of peeu-
dogene-denved alterations in intron 4 /' exon 5 accep-

tor splice ate region. Fnowledge about the functional
effects of alterations improves a correct genotype-phe-
notype comelanion. The mok cular investigation poin-
ted out this case as 2 heterzygous carner diecong
clinical management.
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ORIGINAL ARTICLE

T allele of —344C/T polymorphism in aldosterone
synthase gene is not associated with resistant
hypertension

Riccardo Lacchind', Maricene Sabli', Fermanda B Coell®, Fabriclo F Faver', Juan Yugar-Toledo!, Tatlane
C lridore-Toledo?, Valéria C Sandrin?, fosé E Tanus-Santos?, Maricikla P de Melle? and Heitor Moreno Jr!

Resistani hypedension (RH] is the maintenance of slevaled blood pressure concument with the use of thee different anti-
hyperiensive drugs, ane of which is a diunefic. The Renin-Angictensin-Aldosterone System plays & major role in wolume-
dependent hypertension. Thenefore, its componens are infersling tangels for penetic smodiafion studies. This wolk focused an
the — 344 T polgmorghism in the CYPLIDZ gene, which encodes aldosterone smfhase, This work el ustes the association
between T allele and resistance 1o amti-hypedensve teatment. Genolyping amalysis included BB subjects with RH, 142 wha
wese nesponsve 1o anti-hypetense teatnent and 110 subjects &5 a confnol group. Plasmatic concentafions of aldosterone,
renin and corfisol, carolid infima-media thickness and carofid-femosal pulse wae velocily were assessed in a smaller subset of
hyperiensive patients. An sssocistion was found betwesn T allele and hypertension {P<0.005], but there was no difference in

il lede frequencie s befwesn bofh hypertemive goups. Thers was no difference in plasmatic psmeters sither, in emodeling

indicatons between the genolypic goups.
Hyperens Res (2005 0, 000-000. doi: 10010388 200836

Keypwonds: aldosterons CTFHLZ; phammacogenstics; elraciony hynelemon, mssiant fypelemon

INTRODUCTION

Hypentendan ia one of the mog imporant e in public heakth
care; and {5 asocatsd with inoressd moriedity and maorialitg, mainky
through i secondary conequenoss.

Redzant jor refmcary) hypenemsion (HH) & defined asx e
mamenance of high blond pressore (140E0mm Hg fr grssolic-
diamalic anedal peaue, rapactvedy; 13030 in diabetics), concar-
rent with the we of three diferent and hyperfensne drags {one of
which & a draretic) in opimized doses, with a high oo mpliance of the
pasent s mement ! Ome of dhe proba ble canses of restance 0 anti-
hypesense raament & the maintenance of an mncweassd imravas
cular wolume, even wing dmete, and thersfor, the Benm-Angio
temins Aldostemne Sptem may have a phoul role 1o pliy mothis
phenomenon’ Among the genes that partiapate in this sygem, the
gene that enoodess aldostemne gmthase (CTPI) s an inferesting
targe: for genetic assocaon stadiss, as this enzyme & responisihle for
the final mep of aldostercme grothesis in ot ghomeralar ceBa® Several
stodiss foomed on the ~M40T polymarphiam, which (s looatsd i
the promaoter of this @ne, in a region where e tranaeripton Goor,
steroidogenic Gctor- 1, hinds o the promoser® This palpmarphism

cold affact CVP 12 evpression, and indiracdy ddosterone release
Although there ars some disoordant reporis, maost of the stadies link
the T alldle 1o demimemml effecs in hyperende subjecs ™7 More.
ower, thers is an assocaton hetween the T allsde and higher plasma
adogerans bewels in subpos with a high salt kad®

Higher levels of aldosemne are cormelanad to hazardom effecs an
the cardiovacdlr spmeme higher areriad fiffnss, amemed throngh
crotid Emoml ple wave velocky [FWVLF and higher caratid
Imtima -media thicknss (IMT )0 bath parametens considersd as pre-
dictive factons for cardiovescole oukames '™ Forhermore, w0
recent studies ssaluating minerabocoriooid amagonss shwed ben
efits that cannot be explained merly by the raduciion in plama
wiame frongh ddoserone Bockade ™ 1t ha been shown fus
adomerans ha o synergk efec with angloeenem I on vasoulr
smiooth muosde oells groneth; therefore, 1 can act directly on candio
smzar remed sling m moncontralisd hypertansive patiens'®

This sody aims 1o assess the réaSorehip hetween T aliele and the
pharmacelogical redgances % antl-hypemeneive mament. In addi-
gom, this stady alo mvestigites the possile phypdological dterations
wsncated with genotypic influence on adosterone releass, sich
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CYP 1142 and resistaree bo bype ferion Mredment
A Larchind o !

L)

plasmatic aosemne renin and cortisal, carotid IMT and carotid-
femaml P

METHODE
To oy gmady we sscluded M0 poligers, 31 of wioss bl RH 140 wese
3 (BT sl Ll e By cosgonds,
u.u!_&::mc?nim ¥ Pt dhe g ectl: Bl o plyssdogicd
et e, we sRedied @ emsdler st of gt tesgy, 16 of witoes wes ETasd 42
RH, whe wes dividad soosaling b geset ype. Briclly, the Sududes cieses
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RESULTE

The characerstis of the gmups are showm in Table 1.
Genofypic and allelic fraquenaes are presentad in Pigores 2 and 3,

raspectiely. Al genonypic digribation: wers in the Hardy-Weinherg

equilitriam {Pe=1 for the con ol groap: P=07370 for BT goap and

P=0791% for HH groap L

i i P aeancs
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Figure 1 Rasiric ton i 1 hangh pody fiam of e CYFIILE gana.
Hghreauion agrose gel (3R why) slamc W efium bomida
Cofurma & ladde (S0gh) Coumn & poiymerase chain reton (POR)
Eoduct BT gesind. Coumng O and O dgesied produet: TT Rom
Columas C E F and H digesied moduc?, CT halanngous. Tha sioas of T
fragrmants an ndica had on ot sl of T gal

A smaller sabset of the hypemensive patients (26 KT and 42 RH)
was divided as O, CT' and TT genotype carriers 10 asss the genetic
inflaence on plamatic adosterane, renin, corteal and in remod sing
indicators PWY and IMT [Table 21

DISCUSSION
Two impaortant findings reponad hew aw the following T alde of
30T polymorphism in the CTPEZ gene & more freqoent in
bith hypemenane groaps when oompared with comtrol groops, this
saggesting that this alleds & assodated with hypemension. The sscond
imponang revali & that there is no difference in T aBele fregaency
when hypertemives that rapond to meament and dose dhat ane
magant are compared, thas suggesting that this allele is saf Inled 1o
EaRanoe 10 anti-hypere nehe tranment

Besides the amociation with hypenension phenotype we found o
aheration in plsmatc aldwewne in T alsdes carriers (CT and TT
@Enatypes) comparad with that in noncarrers. Low salt boad in
aimentation was used @ one of de nomphanmaco kg al approache
w0 the treatment of all hypertensive safjecie As the maintenance of
high salt boad stmalits aldeone rdase s may obsoare the
gnetic infloence of dhe T alllsle omn plasmatic aldosts rone in the stodiad
sabdects. bwai and coleagned fomnd inceased plarmatic al coserome
in'T carriers with a high salt imakewhich srengthens this hypothesis

mce the aldosterone concemration was not sogmentad in T allek
carrieTs no satwagquent alteraton was expactad o appeaar in PWY and
T i O and TT genotypic grodps @ & indesd huppenad |
imersting o obeere tat thew b oa dear asodaton henween BH and
imcreass in 1M1, @ 0w groap has sarker reporied '™ However the T
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this not reflecting the maintenance of high plasmatc aldogerans
lewls in the abeence of a high salt koad.
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colagraes® They hypothasiesd that the Tallse of the ORI 1b2 gene
wiod be in Hnlage disaquiitciam with ancther anknown genesc
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