
 i



 ii

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 iii 

 



 

 v

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Quando você está trabalhando, o passar das horas  
deve soar como musica extraída de uma flauta. 
...E o que é trabalhar com amor? É como tecer  
uma roupa com fios que vêm do coração como  

se fosse o seu bem amado a usá-la....” 
   

     Kalil Gibran 



 

 vii

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

“Todos tem um propósito de vida...um dom singular ou um talento único para dar aos outros. 
E quando misturamos esse talento singular com benefícios aos outros, experimentamos o 

êxtase da exultação de nosso próprio espírito – entre todos o supremo objetivo.”   
 

Deepak Chopra 



 

 ix

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Aos meus pais 
 

Wilma Regina Borchers Coeli e Fernando Collier Coeli 
dedico. 

 
 
 



 

 xi

 
AGRADECIMENTOS 

 
 
À Profa. Dra. Maricilda Palandi de Mello, minha orientadora, agradeço pela confiança e 
participação efetiva para o meu crescimento profissional. Seu exemplo de caráter, força de 
vontade, determinação e sua amizade durante os anos em que juntas trabalhamos estarão 
sempre presentes em minha vida.  
 
À Profa. Dra. Edi Lucia Sartorato, por seu estimulo ao meu trabalho. 
 
Aos membros titulares da banca: Profa. Dra. Maria de Fátima Sonati; Profa. Dra. Margaret de 
Castro; Profa. Dra. Ester Silveira Ramos; Profa. Dra. Mônica Barbosa de Melo e aos 
suplentes: Dra. Maricene Sabah; Profa. Dra Maria Isabel de Souza Aranha Melaragno e Prof. 
Dr. Louis Bernard Klaczko por aceitarem avaliar meu trabalho.  
 
À Profa.  Dra. Laura Ottoboni e a Profa. Dra Andréa Maciel - Guerra que compuseram  minha 
pré banca. 
 
Aos professores Dr. Louis Bernard Klaczko e a Dra. Vera Solferini pela orientação durante os 
dois semestres de PED. 
 
Agradeço aos pacientes e familiares que permitiram a realização deste trabalho de pesquisa.  
  
À Dra. Sofia Lemos Marini por encaminhar  os pacientes com diagnóstico de Hiperplasia 
Congênita da Adrenal por deficiência de 21- hidroxilase. 
 
As enfermeiras do Hospital das Clínicas de Campinas que fizeram as coletas das amostras.  
 
À Profa. Dra. Estela Rosseto, que durante a graduação me incentivou a continuar no meio 
acadêmico. 
 
À Dra. Marcela de Araújo e a Dra. Juliana Assumpção por suas importantes contribuições em 
nossa área de pesquisa. 
 
À secretária do curso de pos graduação Lourdes por sua colaboração. 
 
À CAPEs e a FAPESP pelo apoio financeiro, sem o qual este trabalho não poderia ser 
desenvolvido.  
 
 
 

 
 



 

 xiii 

À minha família por estar sempre presente em minha vida, pelo incentivo, pela confiança, pelo 
amor incondicional e pela paciência nos momentos difíceis. Ao meu pai Fernando, pelo 
exemplo de honestidade, caráter e superação. A minha mãe Wilma Regina, pela cumplicidade, 
por chorar e rir todas às vezes comigo e ao meu irmão Carlos Rudolfo, pelo carinho.  

 
À minha oma Elisabeth por todo amor que me dedicou enquanto estivemos juntas, in 

memorian. 
 
Aos meus padrinhos Francisca e Mario Albino Vieira pelo carinho e afeto. 
 
Ao casal Caren e Luis Paulo, meus amigos de infância que sempre estiveram presentes em 
minha vida.  
 
A Riccardo Lacchini por sua amizade, atenção e gentileza. Agradeço pelas sugestões na 
redação deste trabalho. 
 
À Mada por sua alegria, disposição, carisma e aos seus fabulosos macetes...  
 
As meninas da secretaria Sandra, Tânia, Andressa e Andreza por cuidarem da parte 
burocrática. 
  
Aos amigos do PED: Marcos, Milana, Ayana, Leo, Mit pelos bons momentos. 
 
À Fernanda Soardi por ter me ajudado no inicio de minha caminhada no Laboratório de 
Genética Molecular Humana CBMEG. Pelas nossas horas agradáveis de estudo com o 
saboroso miojo de galinha caipira...  
 
À Cene que me trouxe até o CBMEG acreditando em meu potencial.  
 
À Mariana pela amizade companheirismo, bom humor e por nossas longas conversas... 
 
Ao pessoal do Laboratório de Genética Molecular Humana: Raquel, Eduardo Becker, Andrey, 
Luis Eduardo, Ericka, Fernanda Reis, Camila, Frau, Vanessa, Carol Paraná, Nathalia, Paulo, 
Zelo, Emerson, Renan, Francine, “Lucios Fabios”, Flavia II, Diego, Daiane, Carol Xuxa, 
Denise, Débora, Paula, Jéssica, Sueli, Ana Letícia, Milena. 
 
Aos amigos do Maranhão Ianik e Caio por suas gentilezas.  
 
À Renata Lima pela amizade, ajuda e pelas oportunidades que me ofereceu.   
 
Ao Daniel, Dany boy, por suas inúmeras e constantes perguntas... Obrigada pelo carinho e 
amizade. 
 
À Fabiana Alexandrino por sua amizade e hospitalidade.  
 



 

 xv

À Carolzinha, a sócia,  pela alegria contagiante e pela forca nos momentos complicados. 
 
À Mara por sua alegria e aos seus filhos Camila e Gustavo pelos lindos desenhos...    
 
 
À minha companheira de MLPA, Carol Lincoln, pela paciência, bons momentos e horas e 
horas junto ao “elefantinho branco”. 
 
À Flavia Leme de Calais (Flor) pela amizade, momentos agradáveis e engraçados que 
passamos juntas. 
  
A Reginaldo, um bom amigo sempre prestativo.   
 
A Rodrigo, o químico capaz de resolver todos os problemas.   
 
À Tia Lúcia Helena Peterline Lima, professora do primeiro ano primário,  por ter siso 
responsável pelo inicio de minha educação formal.  
 
À família Santos pelo apoio, orações e carinho. Obrigada!  
 
Aos amigos do CBMEG por me ajudarem a superar os obstáculos encontrados nesta 
verdadeira “maratona” que juntos empreendemos. 
 
Aos amigos da graduação: Daniela Mateika, Evandro Ricardo Marin, Leandro Moutinho, 
Camila Gil Neto, Juliana, obrigada pelos momentos agradáveis e de estudo. 
 
Aos amigos Nelma e Ronaldo Blotta por me “ensinarem o caminho das pedras” além claro, 
das inesquecíveis conversas. 
 
À Marilene e Robson pelo apoio nas horas mais difíceis que passei em minha vida. 
 
Ao pessoal do ônibus Vera Lúcia, Sergio, Julio, Caca, Xande, Chicão, Mary, Dona Ana, Luis 
Barea, Luis, Sandra, Betão pelas horas agradáveis durante as viagens diárias. 
 
À família Draganoff Torres, Alice, Janet  e D. Olga agradeço pelas orações, torcida e sincera 
amizade. 
 
À família Lo Prete pela amizade cultivada por longos anos, em especial ao patriarca Salvador. 
 
À família Melo Meirelles pela hospedagem e pelos bons momentos compartilhados.  
 
À Marisa Melo Meirelles que nos contagia com sua dinâmica, bom humor e com sua frase: 
“Agora ou nunca...” 
 
E a todos que direta ou indiretamente contribuíram com o meu trabalho. 



 

 xvii

Sumário  
 

ABREVIATURAS...............................................................................................................xxiii 

RESUMO..............................................................................................................................xxix 

ABSTRACT........................................................................................................................xxxiii 

INTRODUÇÃO.......................................................................................................................37  

1.1- Esteroidogênese......................................................................................................39 

1.2- Hiperplasia Congênita da Adrenal .........................................................................40 

1.3- Deficiência de 21-hidroxilase.................................................................................42 

1.4- O Módulo RCCX (Organização do lócus)..............................................................44 

1.5- Gene CYP21A2........................................................................................................48 

1.6- O gene C4................................................................................................................51 

1.7- Gene TNX................................................................................................................52 

1.8- Gene RP..................................................................................................................52 

1.9- Pseudogenes............................................................................................................53 

1.10-   Deleção, Duplicação e Conversão Gênica ...........................................................55 

1.11- Genes Híbridos .......................................................................................................57 

1.12- Polimorfismos do gene CYP21................................................................................58 

 

OBJETIVOS............................................................................................................................63 

Objetivos Gerais ......................................................................................................................65 

Objetivos Específicos...............................................................................................................65 

 

CASUÍSTICA E MÉTODO...................................................................................................67 

 

1 – Casuística..........................................................................................................................69 

2 - Obtenção das amostras de DNA e Extração de DNA genômico....................................72 

3 - Análise da variação numérica dos genes CYP21 e C4.....................................................72 

3.1 - Southern blot............................................................................................................72 



 

 xix

Sumário  
 

         3.2 - Sondas utilizadas......................................................................................................73 

        3.3 - Marcação das sondas através de Random Priming...................................................74 

        3.4- Purificação da sonda..................................................................................................74 

3.5 -  Hibridização.............................................................................................................74 

3.6 -  Auto-radiografia e remoção da sonda das membranas.............................................75 

4 -  Avaliação dos genes Híbridos CYP21A1P/CYP21A2.........................................................75 

5 - Investigação dos polimorfismos intragênicos.....................................................................77 

6- Seqüenciamento da região 5’ dos genes Híbridos CYP21A1P/CYP21A2............................79 

7- MLPA  Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification................................................81 

7.1 – Desnaturação do DNA genômico e hibridização com sondas SALSA MLPA........81 

7.2 – Reação de Ligação....................................................................................................82 

7.3 – Reação da PCR Multiplex ........................................................................................82 

7.4 -  Separação dos produtos amplificados por eletroforese capilar................................84 

7.5 – Análise dos dados obtidos por MLPA......................................................................85 

 

RESULTADOS........................................................................................................................87 

1 - Análise por RFLP com a enzima Taq I..............................................................................89 

1.1 - Alelos Monomodulares Com Genes Híbridos CYP21A1P/CYP21A2.......................89 

1.2  - Alelos Bi e Trimodulares Com Conversão e Genes Híbridos 

CYP21A1P/CYP21A2.........................................................................................................93 

1.3 - Haplótipos com Genes Híbridos CYP21A1P/CYP21A2............................................97 

2-  Análise por MLPA ............................................................................................................98 

2.1 – Resultados de MLPA para o grupo 1.1.................................................................. 101 

2.2 - Resultados de MLPA para o grupo 1.2....................................................................105 

2.3 - Resultados de MLPA para o grupo 2.1....................................................................108 

 



 

 xxi

Sumário  
 

2.4 - Resultados de MLPA para o grupo 2.2....................................................................110 

3- Comparação dos resultados de Southern blot e MLPA.....................................................113 

4 - Polimorfismos e mutações nos genes CYP21A1P/CYP21A2...........................................116 

      4.1 - Análise por ASO-PCR.............................................................................................116 

4.2 – Seqüenciamento......................................................................................................120 

5 - Combinação dos dados de ASO-PCR e seqüenciamento..................................................122 

6 - Genótipos dos pacientes....................................................................................................126 

 

DISCUSSÃO..........................................................................................................................133 

1 - O Módulo RCCX .............................................................................................................135 

2- Alelos monomodulares com a presença de genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2............136 

3-Alelos bimodulares e trimodulares com híbridos CYP21A1P/CYP21A2............................141 

4- Comparação dos genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 dos alelos mono, bi e trimodulares 

................................................................................................................................................143 

 

CONCLUSÕES.....................................................................................................................145 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS................................................................................149 

ANEXO 1................................................................................................................................161 

ANEXO 2................................................................................................................................165 

ANEXO 3................................................................................................................................173 

ANEXO 4................................................................................................................................181 

ANEXO 5................................................................................................................................189 

 

 

 

 

 

 



 

 xxiii 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ABREVIATURAS 



 

 xxv

ABREVIATURAS 
 
 

aa- aminoácido  

∆ 4- A  ∆ 4 androstenidiona 

ACTH- hormônio adrenocorticotrófico 

BSA- albumina sérica bovina 

C4 – gene que codifica o quarto componente do complemento 

CRH- hormônio liberador de corticotrofina 

CYP – família do citocromo P450 

CYP21A2- enzima 21- hidroxilase 

CYP21A2 – gene que codifica a enzima 21- hidroxilase 

CYP21A1P – pseudogene de CYP21A2  

DHEA – desidroepiandrosterona 

DOC – desoxicorticosterona 

EDTA – ácido etilenodiaminotetracetico 

g. – posição gênica 

HCA – Hiperplasia Congênita da Adrenal 

HLA – complexo principal de histocompatibilidade 

IVS – do inglês intervening sequence 

Módulo RCCX – nomenclatura utilizada para designar alguns genes contidos em 6p  

MLPA – do inglês Multiplex Ligation- dependent Probe Amplification  

NC – forma não clássica da deficiência de CYP21A2 

p.- posição do aminoácido na proteína 

PCR – reação da polimerase em cadeia ( do inglês Polymerase Chain Reaction)  

RFLP – do inglês Restriction Fragment Length Polymorphism 

PS – perdedora de sal forma clássica da deficiência de 21- hidroxilase 

RP1- pseudogene de RP2  

RP2- ou  gene STK19 (serina treonina kinase)   

rpm. – rotação por minuto 

composto S – 11- desoxicortisol 

SNP – polimorfismo de um único nucleotídeo ( do inglês single nucleotyde  polymorphic)  



 

 xxvii

ABREVIATURAS 

 

TNXA – pseudogene de TNXB 

TNXB – gene que codifica matrix extra celular 

UTR – região não traduzida (do inglês  untranslated region)  

VS – virilizante simples forma clássica da deficiência de 21- hidroxilase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 xxix

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

RESUMO 
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A hiperplasia congênita da adrenal é causada pela deficiência de uma das cinco enzimas 
responsáveis pela síntese do cortisol na esteroidogênese, sendo que mais de 90% dos 
casos ocorrem devido à deficiência de 21-hidroxilase (21-OH). O genoma haplóide 
humano possui duas cópias em tandem do gene que codifica para a 21-OH, denominados 
CYP21A2 e o CYP21A1P. Embora as duas cópias, CYP21A1P e CYP21A2, tenham 
aproximadamente 98% de homologia, CYP21A1P é classificado como um pseudogene, 
devido a algumas alterações deletérias em sua seqüência. Foram mapeados no braço curto 
do cromossomo 6, assim como os genes RP, C4 e TNX também duplicados em tandem. 
Este loco é denominado modulo RCCX, onde cada letra representa um gene. Uma 
conseqüência esperada deste tipo de organização é que esta favorece eventos de crossing-

over desigual, produzindo cromátides irmãs assimétricas e pares de gametas com um 
número variável de unidades completas. O crossover desigual não gera somente um tipo 
definido de deleção (alelos monomodulares), de duplicação (alelo trimodular) ou de 
conversão (alelo bimodular), mas pode, dependendo da sua exata localização, produzir 
um grande número de alelos diferentes, com significados funcionais variáveis. O objetivo 
deste trabalho foi investigar a variabilidade dos genes híbridos CYP21A21P/CYP21A2 
quanto à região de recombinação nos alelos monomodulares, bimodulares e trimodulares 
de indivíduos com deficiência de 21- hidroxilase. Foram incluídos 55 pacientes com 
deficiência de 21 – hidroxilase, que foram avaliados por Southern blot, Multiplex 

ligation-dependent probe amplification (MLPA), PCR - Alelo especifico (ASO-PCR) e 
seqüenciamento. Na triagem por Southern blot foram identificados 26 alelos mono-, 26 
bi- e 5 trimodulares com prováveis genes híbridos. Foi identificado um alelo 
monomodular novo portador da variante C4A

[6,4 kb] que se mostrou único inclusive quanto 
à formação híbrida CYP21A21P/CYP21A2. Com a técnica de MLPA foi possível mapear 
três regiões principais de recombinação dos genes híbridos CYP21A21P/CYP21A2 nas 
três configurações alélicas. Além disso, foram identificados possíveis híbridos dos genes 
C4A e B, tanto nas configurações mono quanto nas bimodulares. Assim, ficaram 
definidos 5 haplótipos monomodulares, 7 bimodulares e 3 trimodulares. As técnicas de 
ASO-PCR e sequenciamento para análise dos híbridos CYP21A21P/CYP21A2 e dos 
CYP21A21P nos alelos bi e trimodulares refinaram a caracterização subdividindo estes 
haplótipos em 10 mono, 15 bi e 5 trimodulares. Dado o alto grau de variabilidade 
encontrado não foi possível se identificar efeito fundador de nenhum haplótipo específico 
para a deficiência de 21-hidroxilase. Por outro lado, um haplótipo novo correspondendo a 
cerca de 15% dos monomodulares foi caracterizado como portador das mutações p.P34L 
e p.H62L e um haplótipo igualmente não descrito portador da p.H62L foi encontrado 
entre os bimodulares. SNPs no terminal 5’UTR, no íntron 2 e no éxon 7 responderam 
pela diferenciação principal entre os híbridos tanto nos haplótipos de mesmo grupo como 
na comparação entre os de grupos diferentes. Este trabalho indica que a combinação de 
quatro técnicas e o estudo de segregação nas famílias foram fundamentais para o 
esclarecimento dos genótipos dos pacientes. Os genes híbridos podem estar relacionados 
às formas clínicas perdedora de sal, não perdedora de sal e não clássica dependendo da 
região onde ocorre a recombinação para sua formação. 
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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, CYP21A2 and CYP21A1P. Although the two 
copies are approximately 98% homologous, CYP21A1P 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 
CYP21A21P/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

[6,4 kb] 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 CYP21A21P/CYP21A2 
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- Esteroidogênese  
 

O córtex da adrenal secreta dois tipos principais de hormônios adrenocorticais, os 

mineralocorticóides e os glicocorticóides. Além desses hormônios, são secretadas pequenas 

quantidades de hormônios sexuais, sobretudo hormônios androgênicos, que exercem efeitos 

semelhantes aos do hormônio sexual masculino, a testosterona. Em condições normais, tais 

hormônios têm pouca importância; mas, em certas anormalidades do córtex da adrenal, 

observam-se secreções de quantidades elevadas, podendo resultar em efeitos 

masculinizantes. O córtex da glândula adrenal apresenta três camadas distintas e cada uma 

produz uma categoria de hormônio esteróide. Na zona glomerulosa são produzidos os 

mineralocorticóides, onde o principal é a aldosterona que regula a retenção de sódio renal, 

influencia tanto o balanço de eletrólitos quanto o volume e pressão sanguíneos. Na zona 

fasciculada são produzidos os glicocorticóides onde o principal é o cortisol, que determina 

uma grande variedade de funções orgânicas. Finalmente, na zona reticular há produção de 

andrógenos adrenais desidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona, bem como 

pequenas quantidades de estrogênios e alguns glicocorticóides que são responsáveis pelo 

desenvolvimento de caracteres sexuais secundários. Estes andrógenos adrenais podem, 

quando em excesso, causar virilização em indivíduos 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 retroalimentação negativa que pode alterar acentuadamente a quantidade 

disponível para a síntese de esteróides. O ACTH, que estimula a síntese adrenal de 

esteróides, aumenta o número de receptores de LDL nas células adrenocorticais, e aumenta 

também a  atividade das enzimas que liberam o LDL. Uma vez no interior da célula, o 

colesterol é levado para as mitocôndrias, onde é clivado pela enzima colesterol desmolase 

para formar pregnenolona. Esta etapa limita a intensidade da síntese subseqüente dos 

esteróides adrenais. Em todas as três zonas do córtex da adrenal, essa etapa inicial da 

síntese de esteróides é estimulada pelos diferentes fatores que controlam a secreção dos 



Introdução 

 40

principais produtos hormonais, a aldosterona e o cortisol (Figura 1) (MILLER, W.L., 

2008). 

O eixo hipotalâmico - hipofisário é regulado por retroalimentação negativa pelo 

cortisol (Figura 1). Quando o cortisol não está presente, ou está disponível em menor 

quantidade ocorre um super-estímulo da glândula adrenal tornando-a hiperplásica. 

 
 

Figura 1: A) Processo normal de inibição do eixo hipotálamo-hipófise exercida pela 
presença do cortisol circulante; B) Liberação do eixo hipotálamo-hipófise 
causada pela ausência de cortisol circulante levando à hiperplasia da glândula 
adrenal. 

 
 
 
1.2- Hiperplasia Congênita da Adrenal  

 

Hiperplasia Congênita da Adrenal (HCA) é uma doença autossômica recessiva, 

definida como um erro inato do metabolismo na síntese de cortisol a partir do colesterol.  



Introdução 

 41

A prevalência 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 deficiência de pelo menos uma 

das cinco enzimas envolvidas na esteroidogênese no córtex da glândula adrenal (Figura 2). 

Citocromo P450 é a denominação para a família de enzimas oxidativas. Recebem este 

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

grupo heme (KEEGAN, C.E. e KILLEEN, A.A., 2001, MILLER, W.L., 2008). 

 

 

 

 

Figura 2: Esteroidogênese no córtex da adrenal - via metabólica dos mineralocorticóides e 
glicocorticóides e dos hormônios androgênicos.  
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1.3- Deficiência de 21-hidroxilase 

 

A deficiência de 21-hidroxilase é responsável 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 síntese do cortisol e aldosterona no processo de esteroidogênese da 

glândula adrenal. Na diminuição ou ausência de sua atividade, as conversões de 

progesterona (P) e de 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) para desoxicorticosterona e 11-

desoxicortisol, respectivamente, são alteradas deixando de sintetizar a aldosterona e o 

cortisol eficientemente (Figura 2). Em conseqüência da falta do cortisol, há perda do 

feedback negativo, o que resulta em elevados níveis de ACTH (Figura 1), levando à super 

produção e ao acúmulo dos compostos que antecedem o bloqueio: a P na via dos 

mineralocorticóides e a 17-OHP na via dos glicocorticóides; em resposta ao acúmulo destes 

compostos, há um desvio da síntese para o sentido de uma secreção de andrógenos: a 

DHEA e ∆4-A (Androstenediona), que é convertido em testosterona (Figura 2). Altas 

concentrações plasmáticas desses andrógenos no início da gestação causam virilização da 

genitália externa em fetos femininos (NEW, M.I., 2003).   

 Essa deficiência é clinicamente classificada em duas formas: a forma clássica, na 

qual ocorre o bloqueio total ou parcial da atividade enzimática, estando presente no 

nascimento e a forma não clássica (SPEISER, P.W. et al., 1985), que envolve somente 

bloqueio parcial da atividade enzimática, manifestando-se geralmente na infância ou no 

início da adolescência. A forma clássica de HCA pode ser do tipo virilizante simples (VS) 

ou perdedora de sal (PS), sendo estes dois tipos distinguidos pela capacidade de sintetizar 

ou não quantidade suficiente do mineralocorticóide aldosterona (FIFE, D. e RAPPAPORT, 

E.B., 1983, NEW, M.I., 1995).  

 A incapacidade de sintetizar aldosterona leva a crises de perda de sal associadas a 

graves hiponatremia, hipercalemia e hipovolemia com acidose metabólica, perda do tônus 

vascular e choque hipovolêmico, que em muitos casos pode ser fatal (MILLER, W.L., 

1991, NEW, M.I., 1995). Pacientes não tratados podem ir a óbito nas primeiras semanas de 

vida pela incapacidade de reter sódio (NEW, M.I. e LEVINE, L.S., 1984). Os sintomas de 
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perda de sal podem ocorrer a qualquer instante após os primeiros dias de vida, enquanto 

que a virilização costuma se tornar evidente após um ano e meio de vida. Níveis elevados 

de andrógenos afetam o desenvolvimento da genitália externa (MILLER, W.L., 1991). 

Deste modo, a criança com o genótipo 46,XX portadora da forma clássica, apresenta 

virilização já na vida intra-uterina. Como a intensidade do bloqueio enzimático pode ser 

variável, a genitália externa pode se apresentar com graus diferentes de virilização: desde 

uma leve clitoromegalia até uma fusão completa de pregas labiais, assemelhando-se a uma 

genitália do tipo masculino, porém com gônadas não palpáveis (Figura 3). No genótipo 

46,XY pode haver macrogenitossomia neonatal, porém o mais comum é a criança 

desenvolver sinais de hiperandrogenismo após os primeiros 6 a 12 meses de vida 

(MILLER, W.L., 1991, NEW, M.I., 1995). 

  Em ambos os sexos a secreção excessiva de andrógenos pela adrenal também 

resulta em rápido crescimento somático, com avanço da idade óssea durante os primeiros 

anos de vida, mas desenvolve um adulto com estatura baixa devido à fusão precoce das 

epífises, quando há tratamento inadequado ou ausência de tratamento. Entretanto a 

diferenciação dos órgãos internos é sempre normal, não sendo afetada por andrógenos 

(HOMMA et al.,2004). 

 

 

 

Figura 3: Representação dos 5 graus de diferenciação anormal das genitálias femininas 
definido por Prader. A genitália normal, passando por uma genitália ambígua até 
completa virilização.  
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1.4- O Módulo RCCX (Organização do lócus) 
 
 

O gene que codifica a enzima CYP21A2 está localizado no cromossomo 6p21.3 

entre os locos HLA-B e HLA-DR assim como os genes de histocompatibilidade da classe 

III, que são o segundo componente do complemento C2, o fator Bf e os genes que 

codificam para as duas formas do quarto componente do sistema complemento sangüíneo 

(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 haplóide humano inclui duas 

cópias do gene que codifica para a CYP21A2, denominados CYP21A2 e o CYP21A1P. 

Esses genes estão, respectivamente, localizados a aproximadamente 3 kb do terminal 3’ dos 

dois genes que codificam para o complemento C4, o C4B e o C4A, que são altamente 

homólogos (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 cópias, CYP21A2 e CYP21A1P, guardam 

aproximadamente 98% de similaridade entre suas seqüências de nucleotídeos (éxons), 

sendo CYP21A1P um pseudogene resultante de algumas alterações deletérias na sua 

seqüência (HIGASHI, 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, 

são transcritos a partir da fita oposta e sobrepõem o terminal 3’ dos CYP21A1P e 

CYP21A2, respectivamente (GITELMAN, S.E., BRISTOW, J. e MILLER, W.L., 1992, 

MOREL, Y. et al., 1989). Dois genes não traduzidos, YA e YB, são também codificados e 

transcritos na mesma direção e em sobreposição aos genes CYP21A1P e CYP21A2 

(BRISTOW, J. et al., 1993a). Devido a esse acúmulo de genes o loco recebeu o nome de 

módulo 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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Figura 4: Representação esquemática da configuração do loco RCCX e dos genes que o 
compõem; A e B são fitas de DNA complementares; as setas indicam o sentido 
da transcrição. 

 

Tal complexidade na organização do loco favorece eventos de recombinação 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 números de cópias 

gênicas e, conseqüentemente, 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 conseqüência de um polimorfismo no gene C4B (PALSDOTTIR, A. et al., 

1987, YANG, Z., et al., 1999). Portanto, se for considerado o módulo RCCX podem ser 

encontradas unidades monomodulares, bimodulares ou trimodulares com as respectivas 

variações longas e curtas. As freqüências desses rearranjos na população em geral são, 

respectivamente, 17%, 69% e 14% (BLANCHONG, C.A. et al., 2000). Como a 

organização bimodular parece ser conservada em muitas espécies, considera-se que as 

unidades monomodulares e trimodulares sejam resultantes de eventos de recombinação 

com emparelhamento desigual (STRACHAN, T., 1989, STRACHAN, T., 1990, 

STRACHAN, T. e WHITE, P.C., 1991). Os alelos encontrados nas diversas populações 

estudadas indicam que os rearranjos podem ocorrer em vários pontos da unidade gênica de 

30 kb (C4/CYP21A2) tanto dentro do gene CYP21A2 (COLLIER, S. et al., 1989, 

DUNHAM, I. et al., 1989, HAGLUND-STENGLER, B. et al., 1991, HELMBERG, A., 

1993, HIGASHI, Y. et al., 1988, WHITE, P.C. et al., 1988) como dentro dos genes C4. 

Dentre alelos trimodulares e monomodulares, são mais freqüentes os que envolvem a 

unidade CYP21A1P+C4B (Figura 5) (DE-ARAUJO, M. et al., 1996, LOBATO, M.N., 

A 

B 

30kb 

TNXB TNXA Sentido da transcrição 

CYP21A1P CYP21A2 RP2 
Sentido da transcrição 5’ 

C4B C4A RP1 
3’ 

3’ 
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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 não estarem relacionados com a deficiência 

de 21-hidroxilase, eles predispõem o portador a gerar novos alelos afetados, por facilitar o 

emparelhamento cromossômico desigual na meiose I (SINNOTT, P. et al., 1990). Apenas o 

crossover dentro ou, nas extremidades das cópias CYP21A2 gerando gametas com a 

deleção de uma unidade C4B/CYP21A1P é de importância para indivíduos com deficiência 

de 21-hidroxilase. Se o crossover ocorrer em um ponto dentro das seqüências de CYP21A2, 

o gameta resultante da deleção de aproximadamente 30 kb será portador de um gene 

híbrido formado pela porção 3’ do pseudogene CYP21A1P e a porção 5’ do gene CYP21A2 

funcional, CYP21A1P/CYP21A2 não funcional. Estes alelos são referidos geralmente com a 

expressão generalizada, porém  inadequada, de “deleção de CYP21A2” (BORMANN, M. et 

al., 1992, HELMBERG, A. et al., 1992).  

 

 

Figura 5: Conformação alélica do loco C4/CYP21. A) alelo monomodular com deleção da 
unidade gênica C4B+CYP21A1P; B) alelo bimodular a forma mais freqüente 
encontrada em humanos; C) Alelo trimodular duplicação da unidade gênica 
C4B+CYP21A1P.  
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Outro evento mutacional que forma um gene híbrido é o que se convencionou 

denominar de conversão gênica em larga escala (SPEISER, P.W. et al., 1992, 

STRACHAN, T., 1989, STRACHAN, T., 1990, STRACHAN, T. e WHITE, P.C., 1991). O 

gene híbrido neste caso pode surgir pela ocorrência de dois eventos de crossing-over 

desiguais entre as fitas emparelhadas incorretamente (Figura 6), não havendo perda de 

DNA. No entanto, o crossing-over desigual não gera somente um tipo definido de deleção, 

de duplicação ou de conversão, mas pode, dependendo da sua exata localização, produzir 

um grande número de alelos diferentes, com significados funcionais variáveis. 

 

Figura 6: Eventos de recombinação durante a meiose I, devido a emparelhamentos 
desiguais. Os retângulos em azul evidenciam as formações alélicas que serão o 
foco deste trabalho. Os retângulos vermelhos e laranjas representam os genes 
híbridos CYP21A1P/CYP21A2. As letras minúsculas a, b, c, d indicam 
diferentes regiões de recombinação e as setas mostram o produto gerado em 
cada recombinação não homóloga. 
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1.5- Gene CYP21A2 
 
 

O gene CYP21A2 é composto por 10 éxons e codifica uma enzima microssomal 

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

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

mineralocorticóide e glicocorticóide, respectivamente (Figura 2). CYP21A2 apresenta 

duplicado em tandem um pseudogene, CYP21A1P.  A Hiperplasia Congênita da Adrenal 

por deficiência de 21-hidroxilase não é devida exclusivamente a alterações provenientes do 

pseudogene (CYP21A1P), conhecidas como microconversões, mas também por mutações 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Oito alterações provenientes do pseudogene CYP21A1P – microconversões. Os 
retângulos verdes representam os genes C4A e C4B, os retângulos vermelhos e 
laranjas representam CYP21A1P e CYP21A2, respectivamente. T = sítio de 
reconhecimento da enzima de restrição Taq I. Cada uma das oito alterações está 
representada pelos aminoácidos alterados em CYP21A1P e pelos aminoácidos da 
proteína normal em CYP21A2, no caso das mutações missense e, por N e M nas 
alterações de splicing, deleção e cluster de mutações para as seqüências normais 
e mutantes, respectivamente. 

 

Cerca de 75% das alterações de CYP21A2 são devidos a microconversões, ou seja, 

mutações pontuais ou conjuntos de mutações que na maioria das vezes são provenientes do 
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seu pseudogene CYP21A1P. São nove as principais alterações provenientes do pseudogene 

(Figura 7). A alteração ivs2-13 A/C>G, que cria um sito de splice alternativo no intron 2, é 

a mais freqüente nas 15 nacionalidades diferentes apresentadas na Tabela 1. A segunda 

mais freqüente é a p.I172N no éxons 4, seguida da p.V218L no éxons 7. As outras 

alterações se distribuem de maneira mais uniforme  (RAMAZANI, A. et al., 2008).  

No terminal 5’ existe uma variação polimórfica no sítio reconhecido pela enzima de 

restrição Taq I, com esta variação é possível distinguir o gene CYP21A2 de seu pseudogene 

CYP21A1P. Após Southern blot seguido de hibridização com sonda específica, são 

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 possível detectar os grandes 

rearranjos gênicos, ou seja, duplicações, deleções e a formação de alelos com conversão 

gênica. Alelos com deleção e com conversão gênica apresentam genes híbridos que são 

constituídos pela região 5’ de CYP21A1P e o terminal 3’ de CYP21A2 (JAATINEN, T. et 

al., 2002, LEE, H.H. et al., 2002).  
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Tabela 1: Distribuição das oito mutações mais freqüentes em 15 populações diferentes  

Tabela adaptada de Ramazani et al. (2008). nd = não descrita, Cl61 = p.L236N, p.V237Q, p.M239K.

Nacionalidade 
Número 
de alelos p.P30L 

Ivs2 -13 
A/C>G 

g.706-
713del8 p.I172N Cl61 p.V281L p.Q318X p.R356W Referências 

EUA 394 2% 31% 4% 10% 4% 9% 4% 4% SPEISER, P. W. et al,1992b 
Suécia 400 2% 27% 1% 20% 5% 6% 2% 4% WEDELL, A. et al, 1994 

Inglaterra 284 0% 40% 0% 7% 0% 0% 0% 10% LAKO, M. et al, 1999 

França 258 nd 21% 4% 9% 6% 17% 4% nd BARBAT, B. et al, 1995 

Italia 146 4% 20% nd 6% 12% 11% 8% nd CARRERA, P. et al, 1996 

Japão 102 0% 29% 0% 14% 4% 1% 0% 14% HIGASHI, Y. et al, 1991 

China 40 nd 25% nd 28% 5% nd 8% 10% KO, T. M. et al, 1998 

Turquia 31 0% 22% 3,2% 11,4% 3,2% 0% 8% 9,6% TUKEL, T.  et al, 2003 

Espanha 58 2% 26% 5% 2% 5% 17% 4% 4% EZQUIETA, B. et al, 1995 

Chile 126 nd 19% nd 7% 10% nd 9% 11% FARDELLA, C. E. et al, 1998 

México 94 9% 48% 2% 12% 1% 9% 4% 7% ORDONEZ- SANCHES, M. L. et al, 1998 

Argentina 72 nd 18% 4% 15% nd nd 14% 6% DARDIS, A. et al, 1997 

Finlândia 102 nd 12% nd 29% 10% 3% 2% nd LEVO, A. et al,1997 

Iran 100 0% 28% 13% 9% 3% 3% 9% 5% RAMAZANI, A. et al,  2008 

Brasil 74 nd 25% 1% 19% 5% 4% 11% 8% PAULINO, L. C. et al,  1999 

Brasil 91 1% 14% 1% 20% nd 18% 1% 6% TORRES, N et al., 2003 

Brasil 228 2% 20% 1,3% 14% nd 18% 5,7% 7% BACHEGA, T. A. et al., 1998 
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1.6- O gene C4 
 
 
O quarto componente do sistema de complemento sanguíneo, C4, é um fator 

essencial para a resposta imunológica humoral. Ao contrário dos outros genes que 

compõem o modulo RCCX, que apresentam um gene e um pseudogene, os dois genes C4 

são funcionais (SZILAGYI, A. et al., 2006). O número total de cópias do gene C4 em 

organismos diplóides pode variar de zero a seis copias (SZILAGYI, A., et al., 2006). 

Os genes C4 são denominados de C4A e C4B. Cada gene C4 é composto por 41 

éxons e o tamanho gênico é dicotômico variando entre 14.6 e 21 kb. Deleção ou duplicação 

dos genes C4A e C4B ocorrem, geralmente, com deleção e duplicação de CYP21A1P e 

CYP21A2 (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 são observados 

fragmentos de 6,0 kb e ou fragmentos de 5,4 kb. Esta variação de tamanho é devida à 

presença de retrovírus endógeno HERV-K(C4) no intron 9, quando ele está presente no 

gene C4A ou no gene C4B gera os fragmentos maiores (YANG, Y. et al., 2003, YU, C.Y., 

1991). O significado fisiológico desta família de retrovírus endógeno ainda não foi 

esclarecido. A forma mais freqüente de C4A é a que possui a integração do retrovírus, ou 

seja, os fragmentos de 7,0 kb (a forma 6,4 kb é mais rara na população humana). Os genes 

C4A e C4B duplicados em tandem produzem proteínas distintas tanto fisiologicamente 

quanto imunologicamente. A presença ou ausência do retrovírus endógeno é devido a 

eventos de recombinação nestes genes. Quando é detectada a presença do gene C4A em um 

fragmento de 6,4 kb (através de RFLP do sítio Taq I), o que ocorre na realidade é a 

presença de um gene híbrido formado pelo terminal 5’ do gene C4A (7,0 kb) e pelo 

terminal 3’ do gene C4B que não tem o retrovirus endógeno em seu intron 9 (5,4 kb)). O 

terminal 3’ do gene C4B localiza-se a 2.466 pb antes do sítio de inicio de transcrição (start 

codon) do gene CYP21A2. Seqüências promotoras necessárias para a transcrição do gene 

CYP21A2 estão 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 CYP21 são transcritos no sentido oposto ao destes genes (Figura 4). O último éxon dos 

genes XA e XB sobrepõem o terminal 3’ da região do éxons 10 de CYP21A1P 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 sítio da 

enzima de restrição Taq I, assim como CYP21 e C4, também apresentam variação. O genee 

TNXB apresenta fragmento de 2,5 kb e o pseudogene TNXA fragmento 2,4 kb (KOPPENS, 

P.F., et al., 2003). A identificação de um paciente com deleção de CYP21A2 e XB que 

apresentava deficiência de colágeno sugeriu que o gene XB estaria envolvido com a 

produção de colágeno (BRISTOW, J. et al., 1993b). Como a estrutura da proteína predita 

pelo gene XB apresentava semelhança com a de tenascinas, assim foi renomeado tenascin-

X (BRISTOW, J., et al., 1993b). BURCH, G.H. et al., (1997) relacionaram a deficiência de 

TNX com a síndrome de Ehlers-Danlos. 

Os 4,5 kb do gene TNXA truncado e duplicado correspondem à região do intron 32 

ao éxons 45 do TNXB (JAATINEN, T., et al., 2002). O gene TNXA contém uma deleção de 

120 pb no limite éxons/intron 36 gerando um codon de parada prematuro (frameshift), desta 

forma é considerado um gene não funcional (MOREL, Y., et al., 1989, YANG, Z., et al., 

1999). Entretanto o transcrito de TNXA é detectado no cortéx da adrenal apesar de não ter 

sido observada a produção de proteína. (TEE, M.K. et al., 1995), identificaram transcritos 

menores de TNXB (XB-S), na glândula adrenal.  Estes transcritos eram gerados devido a 

uma seqüência promotora presente no intron 26 do gene TNXB. Esta sequencia é identica à 

região promotora presente no gene TNXA. A função da proteína XB-S da família da 

tenascina ainda não é 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 prêmio Nobel de Imunoquímica 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 à 

duplicação dos últimos dois éxons e meio de RP1 (YANG, Z., et al., 1999). As cinco 

primeiras regiões do gene STK19 são ricas em seqüências 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 RP1 codifica uma proteína nuclear que provavelmente é uma serina/treonina kinase.  

A proteína é composta por 364 aa e possui uma extremidade hidrofílica N-terminal e uma 

C-terminal que por sua vez apresenta regiões hidrofílicas e hidrofóbicas alternadas. STK19 

contém um possível sítio de ligação para sinalização intranuclear, múltiplos sítios 

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

 
1.9- Pseudogenes 
 

Pseudogenes são seqüências de DNA que derivaram de um gene funcional, mas 

adquiriram mutações que impedem sua tradução em proteína. As comparações entre 

seqüências revelaram evidências de homogeneização intra-específica (em conjunto com a 

evolução) dos genes CYP21, provavelmente durante o processo de expansão e redução, que 

são resultados de freqüentes e desiguais crossing-overs. As unidades gênicas sofrem 

alterações pontuais e estas mudanças podem introduzir variabilidade gênica. Um dos 

fatores evolutivos mais importantes é a mutação, onde seqüências de DNA podem ser 

alteradas. As unidades gênicas sofrem alterações pontuais causadas por estas mutações, 

resultando em variabilidade gênica Sendo assim, existe um grande interesse no campo da 

evolução molecular em determinar padrões de mutações espontâneas (BEALE, D. e 

LEHMANN, H., 1965, ZUCKERKANDL, E., DERANCOURT, J. e VOGEL, H., 1971). 

As mutações são definidas como erros na replicação ou na correção da seqüência de DNA. 

Podem ser classificados em: 1 - substituição; 2 - recombinação; 3 – deleção; 4 - inserção; e. 

5 - inversão. Quando inseridas em um gene funcional podem torná-lo não funcional. A 

Figura 1 mostra um simples método para inferir uma substituição em uma seqüência de 

pseudogene (GOJOBORI, T., LI, W.H. e GRAUR, D., 1982, LI, W.H., WU, C.I. e LUO, 

C.C., 1984).. A seqüência 1 é um pseudogene, a seqüência 2 é a funcional equivalente da 
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Seqüência 1 
Pseudogene 

Seqüência 2 
Gene 
funcional 

Seqüência 3 
Gene funcional 

mesma espécie e a seqüência 3 é a seqüência funcional que divergiu antes de surgir o 

pseudogene. 

 

Figura 8: Uma árvore para inferir a parte de substituição nucleotídica em uma seqüência de 
pseudogene. A linha pontilhada representa a seqüência não funcional 
(pseudogene) (LI, W.H., WU, C.I. e LUO, C.C., 1984). 

 

As alterações observadas são randômicas e as taxas de mutações variam de 

nucleotídeo para nucleotídeo. As seqüências gênicas podem derivar de um ancestral comum 

e em momentos diferentes divergirem ou para outro gene funcional ou, então, quando 

associadas a alterações que modificam o quadro de leitura, divergirem para genes não 

funcionais (Figura 8). CYP21A1P em humanos é um pseudogene devido a três alterações 

deletérias: deleção de 8 pb no éxon 3, inserção de 1 pb no éxon 7 e, uma alteração pontual 

no éxon 8. As duas primeiras causam alteração do quadro de leitura (mutação frameshift) 

originando um transcrito truncado e a última causa uma terminação prematura do transcrito 

(mutação nonsense) (HIGASHI, Y., et al., 1986, WHITE, P.C., NEW, M.I. e DUPONT, B., 

1986). Kawaguchi et al. (1992) demonstraram que a deleção de 8 pb também estava 

presente em chimpanzé, entretanto as duas outras alterações não foram encontradas em 

chimpanzé,  gorila ou orangotango. Em gorila e orangotango, entretanto, cópias extras de 

CYP21 são inativas por outras alterações de modo que o número de cópias funcionais é 

reduzido em cada espécie. A deleção de 8 pb observada em chimpanzé, sugere que esta 

espécie também tenha um pseudogene. É possível que o gene CYP21A1P tenha sido 



       Introdução 

 55

silenciado entre 5 e 7 milhões de anos atrás (KAWAGUCHI, H. et al., 1990). Uma possível 

alternativa é, entretanto que ambos os cromossomos com unidades mono- ou bimodulares 

sejam  formas polimórficas de um único ancestral (KAWAGUCHI, H., O'HUIGIN, C. e 

KLEIN, J., 1992). 

 
 
1.10-   Deleção, Duplicação e Conversão Gênica 
   
 
O número de cópias dos genes C4 e CYP21 presentes em humanos não é constante. 

Pode ocorrer aumento ou diminuição das cópias. Bontrop et al., (1991) estudaram 

polimorfismos dos genes C4 e CYP21 em algumas espécies de primatas. Após RFLP com a 

enzima Taq I foram observados apenas um haplótipo para chimpanzés, um para gorilas, três 

para orangotangos, cinco para macacos Rhesus e sete diferentes haplótipos para humanos. 

Destes sete o haplótipo mais freqüente em humanos foi o bimodular RCCX/RCCX 

(BLANCHONG, C.A., et al., 2000, BONTROP, R.E. et al., 1991). Já o gene híbrido 

C4A/C4B 6,4 kb, detectado por RFLP da enzima Taq I, foi encontrado em humanos, 

chimpanzés, gorilas e macacos Rehus, estando ausente em orangotangos (BONTROP, R.E., 

et al., 1991). 

 A similaridade entre as seqüências dos genes C4A e C4B, assim como a dos genes 

CYP21A2 e CYP21A1P sugerem que eventos de duplicação ocorreram recentemente no 

processo evolutivo (KAWAGUCHI, H., et al., 1990). 

Esta variação da unidade gênica C4/CYP21 é devida a eventos que promovem 

introdução de variabilidade genética. Existem dois mecanismos de recombinação 

homóloga: crossing-over ou recombinação recíproca e conversão gênica, também 

denominada de recombinação não recíproca. Deleções ou inserções podem ocorrer por uma 

série de mecanismos, sendo que um destes mecanismos pode ser o crossing-over desigual, 

gerando deleção ou duplicação de um fragmento de DNA (KOPPENS, P.F., et al., 2003). 

Devido a este mecanismo de recombinação o módulo RCCX pode ganhar ou perder a 

unidade gênica C4/CYP21. Quando ocorre ganho de uma unidade, temos alelos 

trimodulares; quando há perda de uma unidade gênica observamos alelos monomodulares 

(Figura 6). A conversão gênica é uma troca não recíproca de informações genéticas 
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homólogas e este fenômeno tem sido estudado amplamente em eucariotos inferiores devido 

à facilidade de reconhecimento e análise dos produtos da meiose (KAWAGUCHI, H., 

O'HUIGIN, C. e KLEIN, J., 1992).  

Conversão gênica foi postulada em outros grupos de famílias gênicas, incluindo 

globinas, imunoglobinas, pigmento visual verde-vermelho, entre outros. Alguns genes que 

causam doenças, como o gene GBA (ácido beta glucosidase) responsável pela doença de 

Gaucher, exemplificam um desarranjo causado por eventos de conversão gênica a qual 

ocorre entre o gene funcional (GBA) e seu pseudogene (GBAP) que é seu vizinho 

(TAYEBI, N. et al., 2003). 

A evidência de conversão gênica em humanos do gene da 21-hidroxilase foi 

circunstancial até que a descrição de COLLIER, S. et al., (1993), permitiu a direta 

comparação entre um alelo convertido e um alelo original. Collier et al. (1993) após analise 

de segregação, constataram que havia ocorrido um evento de recombinação de novo, uma 

vez que a alteração encontrada na filha não estava presente no alelo materno. Esta 

recombinação transferia 390 nucleotídeos do pseudogene para o gene ativo contendo a  

mutação p.I173N. Este tipo de conversão envolvendo um grande segmento de DNA 

denomina-se conversão em larga escala. Também são observadas perdas de DNA, ou seja, 

deleção da unidade gênica CYP21A1P + C4B.  

No genoma humano também são encontrados outros tipos de variações como genes 

que possuem vários 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 compõem o módulo RCCX 

(Figura 4), estão sobrepostos ao terminal 3’ de CYP21A1P e CYP21A2, respectivamente. 

Estes genes possuem sentido oposto de transcrição em relação aos genes que compõem o 

modulo RCCX. Embora TNXA seja um pseudogene assim como CYP21A1P, sabe-se que 

ambos são transcritos e estes transcritos são detectáveis no córtex da glândula adrenal 

(BRISTOW, J., et al., 1993a, JAATINEN, T., et al., 2002). 
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1.11- Genes Híbridos 
 
 
Os genes híbridos são produtos de recombinação não homologa entre genes ativos e 

pseudogenes (CYP21 e TNX) e no caso dos genes C4 esta recombinação 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 seqüências nucleotídicas. Como o crossing over não ocorre sempre na 

mesma região, a variabilidade dos genes híbridos formados é alta (LEE, H.H., 2005).  

O gene TNXB pode se emparelhar com seu pseudogene TNXA e durante a meiose I 

recombinar. Esta recombinação desigual pode dar origem a várias formações híbridas 

TNXA/TNXB (LEE, H.H., 2005). Em chineses o gene híbrido TNXA/TNXB encontrado era 

formado por seqüências do pseudogene TNXA até o intron 44 (LEE, H.H., 2004).  

Gitelman, et al 1992 descreveram um gene híbrido TNXA/TNXB onde a seqüência do 

pseudogene TNXA se extendia até o éxons 36.  Yang, et al. em 1999  descreveram um outro 

gene híbrido TNXA/TNXB onde a seqüência do pseudogene TNXA se estendia até a região 

do intron 31. Mais tarde Koppens, et al. (2002) encontraram o mesmo híbrido TNXA/TNXB, 

com pequenas variações, mas com a mesma região de recombinação observada por Yang, et 

al. em 1999. Os genes híbridos TNXA/TNXB estão relacionados com a síndrome de Ehlers-

Danlos (Bruch, et al , 1997 ; Schalkwijk, et al. 2001). 

Koppens et al., (2002) descreveram um gene híbrido C4A/C4B contido em um alelo 

trimodular. Este gene híbrido gera um fragmento de 6,4 kb, quando avaliado pela enzima 

de restrição Taq I. Este gene híbrido também foi encontrado em macacos (BONTROP, 

R.E., et al., 1991). 

Existem vários estudos que identificaram genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 com 

deleção de 30 kb entre CYP21A1P 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 haplótipos diferentes para genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 em 

portugueses. Os dois primeiros genes híbridos eram compostos pela região 5’ UTR do 

pseudogene (CYP21A1P), apenas divergindo na região de recombinação 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 híbridos 

apresentavam a região 5’UTR do gene ativo, mas a partir do éxon3 apresentaram 

seqüências do pseudogene (CYP21A1P). Estes híbridos divergiram, pois um apresentou 

seqüência do pseudogene até o éxon 7 e o outro apresentou seqüência do pseudogene até o 

éxon 8. Em chineses foram descritos três haplótipos diferentes para genes híbridos 

CYP21A1P/CYP21A2 (LEE, H.H., 2004, LEE, H.H. et al., 2003). Os três genes híbridos 

apresentaram a região 5’UTR do pseudogene, divergindo quanto a região de recombinação 

que pode ter ocorrido no éxon 3 ou no éxon 5, ou na alteração p.Q318X no éxon 8, 

respectivamente. O haplótipo para o híbrido CYP21A1P/CYP21A2 formado pela região 

5’UTR até a alteração p.P30L no éxon 1 foi encontrado em caucasianos e relacionado com 

a forma não clássica 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 nucleotídio único (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms) têm 

sido relatados tanto em CYP21A2 quanto no CYP2A1P e também são observados nas 

cópias do gene C4 (HIGASHI, Y., et al., 1986, RODRIGUES, N.R. et al., 1987). A análise 

de SNPs contribui para os estudos genéticos e, em famílias com indivíduos afetados com 

deficiência de 21-hidroxilase este estudo contribui para a análise segregacional dos alelos 

responsáveis pela doença. Além disso, podem oferecer um novo enfoque para estimativa 

das taxas relativas de mutações nesses genes (JIDDOU, R.R. et al., 1999).  

Com o seqüenciamento dos genes CYP21A2 e CYP21A1P, foram encontrados 

vários SNPs intragênicos. A presença de um códon CTG (Leu) extra foi verificada em 

CYP21A2 (RODRIGUES, N.R., et al., 1987), em uma região do éxon 1 descrita 

previamente com 4 códons para Leucina nos resíduos 6-10 da proteína (HIGASHI, Y., et 

al., 1986, WHITE, P.C., NEW, M.I. e DUPONT, B., 1986). Comparações entre espécies 

revelaram a presença de leucinas nessas mesmas posições, indicando possivelmente um 

polimorfismo de tamanho na enzima 21-hidroxilase humana, podendo ser composta de 494 
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ou 495 aminoácidos (RODRIGUES, N.R., et al., 1987). Posteriormente foi confirmado que 

a inserção de leucina não acarretava alteração da atividade enzimática e que pode ser 

normalmente encontrada no CYP21A1P. Mas este polimorfismo causa certa confusão na 

numeração de códons para a localização de mutações no gene CYP21A2 uma vez que a 

seqüência geralmente usada como referência foi descrita com 4 leucinas (HIGASHI, Y., et 

al., 1986) 

 Outros polimorfismos na seqüência protéica de CYP21A2 podem ser encontrados 

como as seguintes trocas de aminoácidos: p.K102R e p.S268T (RODRIGUES, N.R., et al., 

1987) que, da mesma forma que a variação do número de Leucinas, não alteram a atividade 

enzimática. Além destas variações na proteína, pode-se encontrar outros SNPs, 

especialmente dentro do íntron 2. Este íntron contém um grande número de seqüências 

polimórficas sendo considerado um hot spot para variações. Na região intrônica 2 são 

encontradas variações nas posições nucleotídicas 395 e 453 (T>C) e 601 (A>C), além da 

alteração na posição 656 que não altera a atividade protéica quando a troca é de A>C, mas 

quando a variante é G gera um sítio splice alternativo alterando a atividade (HIGASHI, Y., 

et al., 1988, HIGASHI, Y., et al., 1986, JIDDOU, R.R., et al., 1999, RODRIGUES, N.R., 

et al., 1987).  

Esses polimorfismos são suficientemente freqüentes para serem seguidos na 

segregação dos alelos de CYP21A2 mutantes em famílias afetadas por deficiência da 21-

hidroxilase e, encontram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg na população em geral 

(KILLEEN, A.A., JIDDOU, R.R. e SANE, K.S., 1998). A determinação de haplótipos 

afetados através do estudo de SNPs auxilia a caracterização dos alelos afetados e, a 

avaliação da ocorrência de alelos fundadores para as mutações mais freqüentes. 

O estudo de SNPs para composição de haplótipos pode colaborar para o 

entendimento dessa variação fenotípica, uma vez que para certas doenças algumas 

seqüências intragênicas variantes que constituem variações comuns podem se relacionar 

com manifestações clínicas mais ou menos graves (HEGELE, R.A., HUFF, M.W. e 

YOUNG, T.K., 2001). Assim, a determinação de haplótipos afetados através do estudo de 

SNPs auxilia a caracterização dos alelos afetados e, a avaliação da ocorrência de alelos 

fundadores para as mutações mais freqüentes. 
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Desde as décadas de 70 e 80, estudos de populações e de famílias afetadas com 

HCA devido à deficiência da 21-hidroxilase demonstraram um desequilíbrio de ligação 

com certos haplótipos do HLA (DUPONT, B., et al., 1977, LEVINE, L.S. et al., 1978),  

incluindo alótipos característicos do complemento C4 (FLEISCHNICK, E. et al., 1983, 

O'NEILL, G.J. et al., 1982). A ligação entre o complexo HLA e a HCA devido à 

deficiência da 21-hidroxilase foi inicialmente relatada por Dupont et al. em 1977 e 

subseqüentemente confirmada em uma grande série de famílias ((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 associação com o 

haplótipo HLA-A3;Bw47;Bf*F;C2*C;DR7 com uma alta freqüência (FLEISCHNICK, E., 

et al., 1983, O'NEILL, G.J., et al., 1982). Esse haplótipo também carregava um alelo nulo 

em um dos loci C4. Algum tempo depois, foi demonstrado que esse alelo possuía uma 

deleção que incluía o gene CYP21A2 e C4B (WHITE, P.C., DUPONT, B. e NEW, M.I., 

1984). Da mesma forma, as duplicações CYP21A1P+C4 também eram particularmente 

observadas em associação com o haplótipo HLA-B14;DR1 (CARROLL, M.C. et al., 1984) 

e, na sua grande maioria, este haplótipo carrega a mutação V281L ((DONDI, E. et al., 

1994, SPEISER, P.W., NEW, M.I. e WHITE, P.C., 1988), sendo freqüentemente associado 

com a forma não clássica da HCA (POLLACK et al., 1981). Além desses haplótipos, o 

HLA A1;B8;C4AQ0,C4B1;DR3 está ligado à deleção do pseudogene CPY21A1P (WHITE, 

P.C., NEW, M.I. e DUPONT, B., 1986). A combinação de haplótipo-mutação, embora 

achada em muitas populações, é particularmente enriquecida na população judaica 

Ashkenazi (LEVO, A. e PARTANEN, J., 1997), a qual apresenta uma alta taxa de 

casamento consangüíneo. Nesta população endogâmica temos a fixação alélica.  

Existem poucos relatos sobre o desequilíbrio de ligação entre os diferentes 

haplótipos de HLA e as várias mutações no gene CYP21A2. Em populações heterogêneas, 

uma dada mutação pode ter origens independentes. (AMOR, M. et al., 1988) observaram 

que a mutação I172N na população de Nova Iorque não está associada com nenhum 

haplótipo de HLA em particular. Embora a maioria dos estudos de genotipagem em várias 

populações tenha focado apenas a determinação de mutações, a possibilidade de um efeito 

fundador para as mutações mais freqüentes no gene CYP21A2 tem sido aventada em 
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populações com alto grau de miscigenação sem o estudo de haplótipos (DARDIS, A. et al., 

1997, FARDELLA, C.E. et al., 1998). Por outro lado, fortes associações têm sido 

observadas em populações 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 Finlândia, que envolve uma população bem definida e 

etnicamente homogênea, Levo e Partanen (1997) analisaram alelos portadores das dez 

mutações mais freqüentes no gene CYP21A2 e determinaram haplótipos característicos para 

cada mutação associada com a deficiência da 21-hidroxilase em 51 famílias não 

relacionadas. O principal achado desse estudo foi a baixa variação de haplótipos com a 

deficiência de 21-hidroxilase. Anteriormente, (PARTANEN, J. et al., 1989)  havia indicado 

que um pequeno número de haplótipos poderia contribuir para a maioria dos cromossomos 

afetados naquela população, sendo que 82,4% de todos os haplótipos afetados foram 

observados mais de uma vez.  

Cada haplótipo estaria ligado especificamente a uma aberração no gene CYP21A2, 

sugerindo que cada um deles represente um alelo fundador. Comparando-se estes dados 

com os publicados em populações de outras origens, fica evidente que muitas das 

combinações dos haplótipos mutantes na Finlândia, são de fato achadas em pacientes de 

origem Européia e Americana, sugerindo que esses haplótipos 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 contribuição dos eventos de conversão e o efeito fundador de mutações 

freqüentes no CYP21A2 em famílias da Espanha. Seus achados indicaram que ambos 

mecanismos contribuem para os alelos afetados. A mutação IVS2-13A/C>G, por exemplo, 

parece ser resultado de eventos de conversão recente, ao passo que a mutação p.Q318X 

parece ser devida à disseminação de alelos mutantes gerados há várias gerações. 
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Objetivos Gerais 

 
 

• Caracterizar alelos relacionados com a deficiência de 21-hidroxilase 

portadores de deleção e conversão em larga escala avaliando: 

o o número de unidades RCCX presentes nos alelos; 

o a estrutura molecular dos pares de genes C4A e B e, CYP21A1P e 

CYP21A2. 

 

• Estudar os rearranjos no módulo RCCX investigando a variabilidade 

genética dos híbridos CYP21A1P/CYP21A2 e dos CYP21A1P através da 

determinação da região de recombinação delimitada por mutações e SNPs 

intra-gênicos. 

 

Objetivos Específicos  

 

• Montar haplótipos com base nas características moleculares encontradas. 

 

• Estimar a freqüência de haplótipos idênticos. 

 

• Avaliar a possibilidade de um efeito fundador para haplótipos com 

freqüências maiores. 

 

• Avaliar o impacto dos métodos de genotipagem normalmente empregados 

na acuidade de caracterização dos haplótipos aqui investigados. 
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1- Casuística 

 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FCM – UNICAMP com Parecer de número 

870/2007, 27 de novembro de 2007 (Anexo 1).  

Foram incluídos no trabalho 56 pacientes portadores de Hiperplasia Congênita da Adrenal devido à deficiência de 21- 

hidroxilase. Após o exame clínico e a confirmação por testes bioquímicos (Tabela 2), foram coletadas as amostras de sangue 

periférico total para a realização da avaliação molecular no Laboratório de Genética Molecular Humana – CBMEG. As amostras 

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

 

Tabela 2 - Dados clínicos e bioquímicos dos pacientes com hiperplasia congênita da adrenal por deficiência de 21-hidroxilase. 

Paciente1 Sexo2 Idade ao 
Diagnóstico3 

Dados Clínicos 17OHP4 
(ng/mL) 

Na+ / K+ 5 

(mEq/L) 
Fenótipo6 

4Xa1 F 0,6 genitália ambígua, Prader III NI NI PS 
12Xa1 F 0,5 genitália ambígua, Prader IV encaminhada sexo 

masculino 
52 120/7,4 PS 

13Xa1 F 0,7 genitália ambígua, Prader III > 20 134/5 NPS 
16Xa3 F 2 genitália ambígua, Prader III/IV, desnutrição e 

desidratação 
NI7 108/6,6 PS 

19Xa1 F 16 genitália ambígua, Prader IV, encaminhada como sexo 
masculino 

NI 154/6,2 NPS 

20Xa2 F 5 genitália ambígua, Prader III 19 137/4,8 NPS 
20Ya3 M 2,4 irmã com HCA > 20 139/4,7 NPS 
23Xa1 F 1,2 genitália ambígua, Prader III > 20 136/5,7 NPS 
25Ya1 M 1,4 puberdade precoce > 20 NI NPS 
28Xa1 F 1,5 genitália ambígua, Prader V, encaminhada como sexo 

masculino 
999,9 129/6,6 PS 
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Paciente1 Sexo2 Idade ao 
Diagnóstico3 

Dados Clínicos 17OHP4 
(ng/mL) 

Na+ / K+ 5 

(mEq/L) 
Fenótipo6 

30Xa1 F 0,4 genitália ambígua, Prader III, baixo ganho de peso > 20 137/6,2 PS 
32Ya1 M 1,8 desidratação, choque e desnutrição NI 129/6,2 PS 
36Xa1 F > 120 Prader V, registrada como sexo masculino NI8 NI NPS 
50Ya1 M 14 pubarca e hiperpotassemia 96 131/6,7 PS 
56Xa2 F 10 genitália ambígua, Prader III > 25 142/5 NPS 
59Ya3 M 0,5 hipoglicemia e hiperpotassemia > 20 123/7,6 PS 
60Ya1 M 89 puberdade precoce > 25 142/3,9 NPS 
61Xa2 F 12 Genitália ambigua,  Prader III NI NI NPS 
70Ya1 M 13 Desidratação e desnutrição > 25 120/6,8 PS 
86Ya1 M 78 puberdade precoce 12,2 NI NPS/NC 
91Xa2 F 0,5 genitália ambígua, Prader IV/V e Desnutrição 210 124/6,4 PS 
91Xa3 F 0,1 genitália ambígua, Prader III/IV 186 130/5,7 PS 
99Xa1 F 64 genitália ambígua, Prader IV 238 NI NPS 

102Xa1 F 78 pubarca desde 4 a 6 m > 25 NI NC 
108Xa1 F 0,5 genitália ambígua, Prader III/IV, desnutrição e 

desidratação 
> 220 120/7,6 PS 

114Xa1 F 0,5 genitália ambígua, Prader IV e desnutrição > 20 119/5,3 PS 
115Ya1 M 1,1 desidratação, choque e desnutrição NI 116/8,8 PS 
117Xa1 F 0,3 genitália ambígua, Prader III e baixo ganho de peso > 20 128/4,1 PS 
122Xa2 F NI NI NI NI NPS 
123Ya1 M 72 puberdade precoce > 20 NI NPS 
136Ya1 M 1,8 desidratação e baixo ganho peso > 20 120/9,5 PS 
139Ya1 M 2,2 desidratação e desnutrição > 200 121/6,8 PS 
141Ya1 M NI desidratação e desnutrição NI NI PS 
159Xa1 F 0,4 genitália ambígua, Prader III e desnutrição > 20 121/6,5 PS 
163Xa1 F 0,5 genitália ambígua, Prader III/IV e baixo ganho peso > 200 123/7,4 PS 
165Ya1 M 2,8 desidratação e desnutrição 49,3 116/9,2 PS 
168Xa1 F NI NI NI NI PS 
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1código padronizado no laboratório: 1º número = número da família; X = sexo genético feminino; Y = sexo genético masculino; 
a = afetado; 2º número = ordem na irmandade, Ube= Uberaba, Ubl= Uberlândia, Rio= Rio de Janeiro, Nor= Nordeste, HAT= 
hiperplasia adrenal com manifestação tardia, CI = caso isolado. 2F = feminino; M = Masculino; 3Meses; 417OHP= 17-
hidroxiprogeterona; faixa de normalidade para crianças 1-13 ng/ml; 5faixa de normalidade para crianças 138-146 (Na+) e 4,1-5,3 
(K); 6resultado de 60’ sob estímulo com ACTH, resultado basal e 30’ = 7,59/ 20,34; 7resultado de 60’ sob estímulo com ACTH, 
resultado basal e 30’ = 1,2/ >25. NI= não informado.  
 

Paciente1 Sexo2 Idade ao  
Diagnóstico3 

Dados Clínicos 17OHP4 
(ng/mL) 

Na+ / K+ 5  

(mEq/L) 
Fenótipo6 

180Ya1 M 45 Puberdade precoce 183 NI NPS 
198Xa1 F NI NI NI NI NC 
196Xa1 F 0,4 genitália ambígua, Prader IV e desnutrição 33 120/6,6 PS 
203Xa1 F 4 genitália ambígua, Prader IV e desnutrição, encaminhada como 

sexo masculino 
> 200 113/5,4 PS 

209Xa1 F 0,3 genitália ambígua, Prader III, baixo ganho peso > 100 121/6,2 PS 
Nor2Ya1 M 0,5-1 Irmão foi a óbito com quadro semelhante 17,6 105/9,9 PS 
Ube3Xa1 F NI genitália ambígua ao nascimento NI NI PS 
Ube6Xa1 F NI genitália ambígua ao nascimento NI NI PS 
Ube7Xa1 F 48 pubarca precoce NI NI NC 
Ubl1Xa1 F NI com ambigüidade genital evoluindo com perda de sal, Irmão foi 

a óbito por insuficiência adrenal 
114 127/6,7 PS 

Ubl6Xa1 F NI ambigüidade genital ao nascimento evoluindo com perda de sal 2,32 NI PS 
Ubl7Xa1 F NI ambigüidade genital ao nascimento evoluindo com perda de sal 

no período neonatal 
145,52 NI PS 

Ubl8Xa1 F NI ambigüidade genital ao nascimento evoluindo com perda de sal 16,10 123,9/7,7 PS 
Rio1Ya1 M NI NI NI NI NPS 
Rio3Xa1 F NI NI NI NI PS /NPS 
Rio6Xa1 F NI NI NI NI PS 

HAT-
1Xa1 

F ~72 quadro de pubarca precoce, clitoromegalia >256 - NC 

CI-13 F NI hirsutismo facial / irregularidade menstruais 197 - NC 
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2 - Obtenção das amostras de DNA e Extração de DNA genômico 

 

As amostras de DNA genômico foram obtidas a partir de sangue total periférico 

colhido com EDTA (aproximadamente 15 mL em adultos e 10 mL em crianças). A 

metodologia de extração de DNA utilizada é a de lise com Proteinase K (Boehringer 

Mannhein, Germany) padronizada no laboratório de Genética Molecular Humana-CBMEG 

(De Araújo et al., 1996). As amostras de DNA genômico foram quantificadas em 

espectrofotômetro DU-65 Spectrophotometer (Beckman, Estados Unidos). A concentração 

das amostras foi obtida por: 

[DNA (µg/mL)] = 50 x absorbância 260nm x fator de diluição 

 

3 - Análise da variação numérica dos genes CYP21 e C4

 

Esta análise foi realizada através da comparação de intensidade das bandas obtidas 

em Southern Blots com a enzima Taq I seguida de hibridização com as sondas específicas 

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

 

3.1 - Southern blot: 

 

 Foram digeridos 12 µg de DNA genômico com a enzima de restrição Taq I (10 U)  

(Invitrogen Corporation, Estados Unidos) em um volume total de 200 µL segundo o 

protocolo descrito pelo fabricante da enzima. As reações foram incubadas em banho a 65oC 

por 18h. Após a incubação, a eficiência da reação foi testada separando as amostras em gel 

de agarose 0,8%. Em seguida, o DNA foi precipitado com 0,1 volumes de acetato de sódio 

3 M, pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado, por 2 h a -20 oC. A mistura foi 

centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos em microcentrífuga e, o precipitado contendo 

DNA digerido foi lavado com etanol 70%. Após centrifugação (13.000 rpm por 10 

minutos), o DNA foi ressuspendido em 20 µL de TE, e aplicado em gel de agarose de baixa 
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eletroendosmose (Sigma Chem. Corporation) a 0,8% em tampão\TBE para separação dos 

fragmentos; a corrida eletroforética durou em média 18h a 50V. Depois de fotografado, o 

conteúdo do gel foi transferido para uma membrana de nylon (Hybond N+, Amersham 

Biosciences), seguindo-se as especificações do fabricante da membrana. Antes da 

transferência o gel foi despurinado em HCl 0,25 N por 12 min, e em seguida desnaturado 

em NaOH 0,4 N, NaCl 1N por 30 min. O DNA foi transferido para a membrana por 

capilaridade durante aproximadamente 18 h, como descrito em Sambrook et al. (1989). 

Após a transferência, a membrana foi incubada em solução de neutralização (tampão 

fosfato de sódio 0,1 M) durante 30 min. A membrana foi secada em papel de filtro e 

colocada em forno a 80oC por 2h. 

3.2 - Sondas utilizadas: 

 

A sonda para a detecção do gene CYP21A2 e do pseudogene CYP21A1P (pC21/3c) 

foi gentilmente cedida pelo Dr. Perrin White, Cornell University Medical College, New 

York, EUA. A sonda pC21/3c corresponde ao cDNA de CYP21 (2 kb) isolado das 

glândulas adrenais humanas, clonado em sítio BamH I 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 à região 5’ do gene, clonado nos 

sítios BamH I (Invitrogen Corporation, Estados Unidos) e Kpn I (Invitrogen Corporation, 

Estados Unidos)  no vetor pTZ18B. Os plasmídios contendo os fragmentos de CYP21 e C4 

foram digeridos com enzimas apropriadas e os produtos das digestões foram separados em 

gel de agarose 0,8%. Os fragmentos de DNA correspondentes às seqüências C4 e CYP21 

foram extraídos 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 -20oC.  
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3.3 - Marcação das sondas através de Random Priming: 

 

As sondas e DNA foram marcadas com α32P-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 - Purificação da sonda: 

 

A sonda foi purificada através de filtração em gel usando-se uma coluna de 

Sephadex G-50 (Sigma Chem. Corportion), empacotada em solução saturada de Tris-HCl, 

1 M, pH 8,0, em uma seringa de 1 mL, através de sucessivas centrifugações de 4 min a 

3.000 rpm. Antes de purificar a sonda, equilibrou-se a coluna com 100 µl de TE, por 

centrifugação. Retirou-se 1 µl da sonda purificada para a contagem do nível de 

incorporação radioativa em contador de cintilação líquida (LKB). 

 

3.5 - Hibridização: 

 

As membranas contendo os DNAs digeridos foram hibridizadas separadamente com 

as sondas CYP21 e C4 seguindo-se o protocolo descrito por MORNET, E. et al., (1986) 

porém, com algumas modificações. As membranas foram pré-hibridizadas em Tris-HCl 0,2 

M, pH 7,0, contendo 50% formamida (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), 10x 

Denhardt’s, 5x SSC, 1% SDS, e 100 µg/mL de DNA de esperma de salmão desnaturado, e 

incubadas em forno de hibridização (Amersham Biosciences) a 42oC, por aproximadamente 

18 h. A solução de hibridização foi substituída, porém, usando-se apenas 5x Denhardt’s, e 

adicionando-se a sonda marcada desnaturada em NaOH 0,3 N. As membranas foram 

hibridizadas a 42oC por 16 h. Após hibridização, os filtros foram lavados em solução de 

adstringência média (1x SSC; 0,1% SDS) à temperatura ambiente, por 10 min 

(SAMBROOK et al., 1989). Em seguida, lavaram-se os filtros duas vezes em solução de 

alta adstringência (0,5x SSC; 0,1% SDS) a 65oC durante 5 min. 
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3.6 - Autorradiografia e remoção da sonda das membranas: 

 

Os filtros lavados foram expostos a filmes de raios-X (Hyperfilm MP-Amersham) 

em cassetes de exposição contendo intensificador de sinal (Lightning Plus - Dupont), a -

70oC por 2 dias. Após esse período, os filmes foram revelados. A sonda foi removida dos 

filtros incubando-se os mesmos em solução Tris-HCl 5 mM, pH 8,0, 0,04% de EDTA e 

0,1% de SDS, a 100oC, até que a solução atingisse a temperatura ambiente. Os filtros 

tratados foram selados em saco plástico, armazenados a 4oC 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 - Avaliação dos genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 

 

Nos eventos de deleção e conversão gênica geralmente ocorre a formação de um 

gene híbrido não funcional, com a porção 5’ do pseudogene CYP21A1P e a porção 3’ do 

gene CYP21A2. Dependendo do ponto de recombinação, o gene híbrido pode apresentar 

porções variáveis pertencentes ao pseudogene CYP21A1P e do gene CYP21A2. Para 

mapear as regiões pertencentes ao gene e ao pseudogene nos híbridos CYP21P/CYP21, 

utilizou-se a técnica de PCR. Pares de primers, normais e mutantes (Tabela 4), foram 

utilizados em conjunto com primers ancoradores específicos (Tabela 3). Os primers 

normais detectaram seqüências do CYP21A2, enquanto as respectivas versões mutantes 

detectaram mutações pontuais mais freqüentes provenientes do CYP21A1P. 

 

Tabela 3: Seqüências dos primer ancoradores utilizados. 

 Primer Seqüência (5’-3’) Tm(°C) Localização  Especifidade 
Ex6ns AG GGA TCA CAT CGT GGA GAT G 64,0 Éxons 6 CYP21A2 
Ex6na GC TGC ATC TCC ACG ATG TGA 72,0 Éxons 6 CYP21A2 
Ex6ms AG GGA CCA CAA CGA GGA GAA 60,6 Éxons 6 CYP21A1P 
Ex6ma TCA GCT GCT TCT CCT CGT TGT GG 70,0 Éxons 6 CYP21A1P 

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

Primer Seqüência (5’-3’) Mutação Tm (oC) Local 
Ex1ns TCC GGA GCC TCC ACC TCC C  72 Éxon 1 
Ex1ms TCC GGA GCC TCC ACC TCC T p.P30L 72 Éxon 1 
In2ns TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAA  72 Íntron 2 
In2ms TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAG IVS2-13A/C>G 72 Íntron 2 
In2cs TTC CCA CCC TCC AGC CCC CAC  72 Íntron 2 
Ex3ns CGG ACC TGT CCT TGG GAG ACT AC  70 Éxon 3 
Ex3ms ACT ACC CGG ACC TGT CCT TGG TC del. 8 pb 70 Éxon 3 
Ex3na TCC AGA GCA GGG AGT AGT CTC  70 Éxon 3 
Ex4ns TTC TCA CCT GCA GCA TCA T  68 Éxon 4 
Ex4ms CTC TCC TCA CCT GCA GCA TCA A p.I172N 70 Éxon 4 
Ex7na TCC ACT GCA GCC ATG TGC AC  68 Éxon 7 
Ex7ma TCC ACT GCA GCC ATG TGC AA p.V281L 68 Éxon 7 
Ex8.2na CTA AGG GCA CAA CGG GCC G  72 Éxon 8 
Ex8.2ma CTA AGG GCA CAA CGG GCC A p.R356W 72 Éxon 8 

os primers das mutações p.P30L, A/C →G (656), deleção de 8 pb e I172N foram usados com o 
Ex6na ou Ex6ma como âncora. Os primers das mutações p.V281L e p.R356W foram usados com o 
primers Ex6ns ou Ex6ms como âncora. As letras em negrito indicam a troca nucleotídica. No íntron 
2 foi utilizado o primer Int2Cs para detectar o polimorfismo A>C existente na posição 656. n = 
normal, m = mutante ; s = primer sense, a = primer antissense, a seqüência sublinhada do primer 
Ex3ns indica a deleção de 8 pares de base do gene CYP21P.  

 
 

As amplificações 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 extensão e anelamento variam segundo a Tm de cada par de primers). As condições 

gerais para a reação de amplificação por PCR alelo-específica utilizada para a 

caracterização das mutações estão na Tabela 5. 

Ao término das reações, as amostras foram separadas em gel de agarose 1% 

(Invitrogen Corporation, Estados Unidos) e fotografadas. 

 Para o estudo da alteração p.Q318X no éxon 8, o produto da amplificação gerada 

pelos primers  Ex8.2 normal ou mutante (Tabela 4) associados com o primer ancora Ex6s 

(Tabela  3) foi digerido com a enzima de restrição Pst I (Invitrogen Corporation, Estados 

Unidos). O protocolo utilizado seguiu normas do fabricante para o volume final da reação 

de 30 µL a 37oC durante 2h. O produto da digestão foi separado em gel de agarose 1,2% 

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

 *Tm para cada primers  encontra-se na Tabela 4. 
  

5 - Investigação dos polimorfismos intragênicos: 

 

As técnicas descritas a seguir foram empregadas para a separação de haplótipos com 

base em marcadores intragênicos. Foram avaliados sete polimorfismos intragênicos: 

• Polimorfismo 1 no éxon 1: presença de um códon CTG (leu) extra, nas posições p.L6-

p.L10 no éxon 1, este polimorfismo indica uma variação de tamanho na enzima 21 

hidroxilase entre 494 e 495 aminoácidos. Não altera a atividade enzimática e pode ser 

encontrado em CYP21A1P (RODRIGUES,  et al., 1987); 

• Polimorfismo 2 no éxon 1: troca nucleotídica T>C na posição 115 a partir do códon 

ATG de início da tradução; este polimorfismo não provoca a troca do aminoácido L39, 

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

• Polimorfismo 3 no éxon 1: troca nucleotídica A>C na posição 138 a partir do códon 

ATG de início da tradução; este polimorfismo não provoca a troca do aminoácido P45, 

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

Reação [ ] final 
Ciclo geral 

DNA genômico 1 µg 1 ciclo 
de: 

94oC, 5 min 

Tampão Invitrogen (10x) 1x 5 ciclos 
de:  

94oC, 1 min 

MgCl2 1,5 mM  *Tm do “primer”, 1min 30 
seg 

dNTP (Invitrogen) 0,2 mM  72oC, 10 min 
“primer sense”  0,6 pmoles 30 ciclos 

de:  
94oC, 1 min 

“primer antissense”  0,6 pmoles  *Tm do “primer”, 1min 30 
seg 

Enzima Taq DNA polimerase 
Invitrogen (5 U/µL)  

1 U 

 72oC, 4 min 
1 ciclo de: 72oC, 5 min 

BSA/DMSO 0,01%   
Volume Final 30 µL  
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• Polimorfismo 4 no íntron 2: troca nucleotídica T>C na posição 395 a partir do códon 

ATG de início da tradução e, ocorre tanto no gene ativo quanto no pseudogene; 

• Polimorfismo 5 no íntron 2: troca nucleotídica A>C  na posição 656 a partir do códon 

ATG de início da tradução. Esta variação é normalmente avaliada nos alelos normais 

para a mutação IVS2-13A/C>G, pois nos alelos afetados com essa mutação, a base 

nessa posição é uma guanina. Este polimorfismo será estudado por PCR alelo-

específico, juntamente com a análise da mutação (descrita acima). A numeração dos 

nucleotídeos usada aqui é baseada na seqüência publicada por Higashi et al., (1986). A 

variante 656G está presente no pseudogene; 

• Polimorfismo 6 no éxon 3: troca nucleotídica G>A  na posição 683 a partir do códon 

ATG de início da tradução; este polimorfismo provoca a troca de aminoácido K102 

para R102; porém não altera a atividade enzimática (RODRIGUES et al., 1987). Este 

polimorfismo ocorre tanto no gene ativo quanto no pseudogene; 

• Polimorfismo 7 no éxon 7: troca nucleotídica C>G na posição 1586 a partir do códon 

ATG de início da transcrição; este polimorfismo não provoca a troca de aminoácido 

L248. Este polimorfismo aparece nas seqüências do pseudogene descritas. 

• Polimorfismo 8 no éxon 7: troca nucleotídica G>C  na posição 1645 a partir do códon 

ATG de início da transcrição; este polimorfismo provoca a troca de aminoácido S268 

para T268; porém não altera a atividade enzimática (RODRIGUES et al., 1987). Este 

polimorfismo não aparece nas seqüências do pseudogene descritas. 

 

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

Tabela 3 como âncoras (sense ou antissense, de acordo com a posição do polimorfismo) 

para amplificação seletiva do gene CYP21A2 e, os primers da Tabela 6 para seleção do 

alelo desejado. Para os polimorfismos das posições 115 e 395, será necessário repetir a 

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

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

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

de Single Nucleotide Polymorphisms do National Institute of Health estão listadas na 

Tabela 6. 
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Tabela 6: Polimorfismos presente em CYP21A2.  
 

 Posição Aminoácido Variação ref. SNP  Freqüência 
Éxon 1 g.27-30 p.Leu10 + ou - 4>5 codons rs61338903 - 
Éxon 1 g.115 p.L38L T > C rs33986168 0,800 (T)  0,200 (C) 
Éxon 1 g.138 p.P44P A > C rs33947354 0,971(A)  0,029 (C)   
Intron 2 g.395 - T > C rs6462 0,675 (T)  0,325 (C)   
Éxon 3 g.683 p.R101K G > A rs6474 0,725 (G)  0,492 (A)   
Éxon 7 g.1587 p.L247L C > G rs6477 0,675 (C)  0,325 (G) 
éxon 7 g.1645 p.S267T G > C rs6472 0,941(G)  0,059 (C)   

(g.)= posição genômica; (p.)= posição na proteína. 
 

 
 

Tabela 7: Seqüência dos primers utilizados para o PCR alelo-específica no estudo dos 
SNPs exônicos e intrônicos. 

Primer Seqüência (5’-3’) SNP Aminoácido 
  na  

proteína 

Tm 
(oC) 

Local 

CYP21-115Cs CCC CGG GCT TCT TGC ACC Posição 115 C L39 67 Éxon 1 
CYP21-115Ts CCC CGG GCT TCT TGC ACT Posição 115 T L39 64,5 Éxon 1 
CYP21-138As TGC AGC CCG ACC TCC CAA Posição 138 A P45 66,0 Éxon 1 
CYP21-138Cs TGC AGC CCG ACC TCC CCA Posição  138 C P45 68,0 Éxon 1 
CYP21-395Cs AGTCACTTACCTGTAAGGGCC Posição 395 C - 57,3 Íntron 2 
CYP21-395Ts AGTCACTTACCTGTAAGGGCT Posição 395 T - 54,6 Íntron 2 
CYP21-656Ans CCA CCC TCC AGC CCC CAA Posição 656 A - 67,1 Íntron 2 
CYP21-656Cns CCA CCC TCC AGC CCC CAC Posição 656 C - 66.4 Íntron 2 
CYP21-656Gms CCA CCC TCC AGC CCC CAG Posição 656 G - 66,6 Íntron 2 
CYP21-683As TGC CCT CAA GCT GGT GTC TAA Posição 683 A K102 62,4 Éxon 3 
CYP21-683Gs TGC CCT CAA GCT GGT GTC TAG Posição 683 G R102 61,9 Éxon 3 
CYP21-1586Cs TCC ACT GGC CTG CCA CG Posição 1586 C L248 62,0 Éxon 7 
CYP21-1586Gs TCC ACT GGC CTG CCA CC Posição 1586 G L248 61,0 Éxon 7 
CYP21-1645Gas TCC AGA GCC CTC TTC CAT GC Posição 1645 G S268 63,7 Éxon 7 
CYP21-1645Cas TTC AGA GCC CTC TTC CAT GG Posição 1645 C T268 61,3 Éxon 7 

As letras em negrito indicam o sítio onde ocorre o SNP; s = primer sense, as = primer antissense, as 
seqüências sublinhadas indicam modificações da seqüência original introduzidas para evitar 
formação de dímeros ou hairpins de alta estabilidade nos oligonucleotídeos. 

 

6- Seqüenciamento da região 5’ dos genes Híbridos CYP21A1P/CYP21A2: 

O fragmento 5’ éxon 6 normal foi amplificado com as seqüências de primers da 

Tabela 7, as condições de amplificação seguiram as da Tabela 5 e a Tm de cada primer esta 

relacionada na Tabela 7. Posteriormente à amplificação 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 reação de seqüenciamento foi realizada 

no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient, os ciclos de amplificação e as 

condições da reação estão representados na Tabela 6 e os primers utilizados estão listados 

na Tabela 7. 

 

Tabela 8: Esquema da reação de seqüenciamento. 

Reação [ ] final 
Ciclo geral 

Produto da PCR 1 µg 1 ciclo de: 
 
 
30 ciclos de:  

94oC, 5 min 
 
 

94oC, 1 min 

Tampão  (10x) 1x 

“*primer”  0,6 pmoles 

Big Dye – Applied Bisystem- v3.1 2 µL  *Tm do 
“primer”, 1min 

30 seg 
 

 

 72oC, 5 min 

Água qsp 10µL 1 ciclo de:                                                       
72oC, 5 min 

*as seqüências dos primers utilizados para o seqüenciamento estão listadas na tabela 5. 

 

Tabela 9: Primers utilizados para reação de seqüenciamento da região 5’ dos genes 
híbridos CYP21A1P/CYP21A2 

Primer Seqüência  (5’-3’) Localização  Especificidade 
5’21B1s GAG TGA GTG CCC ACA AAG C Região 5’ UTR CYP21A2- CYP21A1P 

    Int1s TAG GAG GGG GCG GAG GTG A Íntron 1 CYP21A2-CYP21A1P 
Éxon 3na TCC AGA GCA GGG AGT AGT CTC Éxons 3 CYP21A2 

Ex6na GC TGC ATC TCC ACG ATG TGA Éxons 6 CYP21A2 

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

 

A reação de seqüenciamento foi purificada com etanol 80% gelado, seguida de 45 

minutos de centrifugação a 3700 rpm, o sobrenadante foi descartado e acrescentado etanol 

70%, seguido de 10 minutos de centrifugação a 3700 rpm, o sobrenadante foi descartado. 

As amostras foram ressuspendidas em 10 µL formamida Hi-Di (Applied biosystem), 

desnaturadas a 95oC por 5 minutos e imediatamente colocadas em gelo. Foram 



        Casuística e Métodos  

 81

seqüenciadas no ABI PRISM 3700 DNA Analyser (Applied Biosystem-Applera 

Corporation, Estados Unidos). Os softwers utilizados para a análise das seqüências foram: 

Chromas  e Gene Runner.  

 

7- MLPA  Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 

 

 O kit utilizado para a realização deste experimento foi o SALSA MLPA kit 

P050B1, composto por 33 sondas que geraram fragmentos de 130 pb a 391 pb (Figura 10),  

divididas em 18 sondas referências, 1 sonda para a região UTY (cromossomo Y) e 14 

sondas para o braço curto do cromossomo 6 e os genes CYP21A1P, CYP21A2, C4A e C4B 

(Figura 9) (MRC-Holland, Amsterdã, Holanda; (http://www.mrc-holland.com). 

 

 

Figura 9: Localização das sondas de MLPA em 6p 21.3. As setas indicam o sentido da 
transcrição dos genes; b, c, d indicam grandes deleções que podem ser 
detectadas por MLPA. Copyright MRC – Holland (www.mrc-holland.com). 

 

7.1 – Desnaturação do DNA genômico e hibridização com sondas SALSA 

MLPA 

O DNA genômico foi diluído com TE 1X para que atingisse a concentração final de 

400 ng em 5µL. Estas diluições foram aquecidas a 98oC e resfriadas a 25oC, em seguida foi  

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

Eppendorf Mastercycler Gradient  Figura 11 itens a e b. 

 

7.2 – Reação de Ligação  

 

 A temperatura do termociclador foi reduzida a 54°C, quando 32 µl de Mix Ligase-

65 foram acrescentados a cada amostra, com posterior ressuspensão. Para a obtenção do 

Mix Ligase foram misturados 3 µl de Ligase-65 buffer A, 3 µl Ligase-65 buffer B, 25 µl de 

H2O e 1 µl 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 – Reação da PCR Multiplex  

 

 Foram adicionados 4 µL 10X SALSA PCR buffer, 26 µl de H2O, 10 µl da reação de 

ligação de MLPA a novos tubos, que foram mantidos em termociclador a 60°C.  

 Em seguida, 10 µl de Mix Polymerase foram acrescentados a cada tubo, para assim 

inicializar a reação 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 necessários 2 µl de SALSA PCR-primers, 2 µl 

SALSA Enzyme Dilution buffer, 5,5 µl de H2O e 0,5 µl de SALSA Polymerase. 
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Figura 11: Na Parte I: Representação esquemática das sondas de MLPA. Para cada região 
a ser analisada são desenhadas duas sondas: a esquerda e a direita que se anelam 
de maneira adjacente. Cada sonda tem a região que é reconhecida por primers 
universais. A sonda direita tem uma seqüência denominada coringa que varia de 

Sonda MLPA 

Sonda esquerda   Sonda direita   

Seqüência complementar do primer reverso 

Seqüência direita de hibridização especifica 

Seqüência coringa 

3’ 

3’ 

5’ 

P- 5’ 

Seqüência esquerda de hibridização especifica 

Seqüência complementar do primer direto 

Parte I 

Oligonucleotídeos Sintéticos  

ALVO A 

ALVO A 

ALVO A 

ALVO B 

ALVO B 

ALVO B 

ALVO 

ALVO 

ALVO 

DNA Genômico  

C - Reação de Ligação  

B - Reação Hibridização  

D - Reação PCR Multiplex  

A 

E - Separação dos produtos amplificados por Eletroforese Capilar 

Parte  II 
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tamanho diferenciando os pares de sonda e permitindo a visualização dos 
fragmentos por eletroforese capilar. Na Parte II: A) Oligonucleotídeos 
sintéticos que compõem o kit P050-B1 e DNA genômico; B) Hibridização 
adjacentes dos pares de sondas de MLPA nas seqüências alvo; C) Reação de 
Ligação onde ocorre a união das sondas adjacentes com a enzima ligase; D) 
Reação de PCR Multiplex: amplificação com primers universais gerando 33 
fragmentos de tamanhos diferentes, onde somente o primer direto é marcado 
com o corante FAM; E) Separação por eletroforese Capilar dos fragmentos 
únicos amplificados. Adaptado de BARBARO, M. 2008. 

 

 

7.4 - Separação 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 fluorescência específicos, seguindo o protocolo desenvolvido por MRC Holland 

b. v2; 1-6-2007: Salsa 6-FAM PCR primer-dNTP mix. 

Posteriormente à reação de PCR foram misturados às amostras 0,75 µl da reação de 

PCR, 0,75 µL de água, 0,5 µL de 500 ROX, 13,5 µl 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 configurações:  

• Padrão Interno: conjunto de filtros D - 500ROX* (ABI nr. 401734)  

• Comprimento do capilar: 47 cm (ABI nr. 402839);  

• Polímero: POP-4  

• 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 injeção: 3.0 kV;  

• Tempo de injeção: 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 – Análise dos dados obtidos por MLPA 

 

 Foi utilizado o software Coffalyser MLPA DAT desenvolvido e recomendado pelo 

fabricante especialmente para a análise de várias amostras. É um software baseado no excel 

que pode ser usado com a versão 2003+ ou superior do Microsoft Office version 2003+. Em 

todos os passos para a normalização dos dados estão incluídas correções para efeitos 

característicos da maioria das misturas de sondas que é o decréscimo na altura/área 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 área do pico de cada 

sonda pela soma dos picos de todas as sondas na amostra. Em seguida, esse valor 

normalizado foi dividido pela área do pico da sonda correspondente, obtida a partir do 

DNA controle. Quando houve presença de deleções e duplicações em heterozigose, os 

valores foram, respectivamente, de 0,5 e 1,5, se comparados com o valor normal de 1,0. 
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1- Análise por RFLP com a enzima Taq I 
 
 

Inicialmente todos os pacientes portadores de HCA e seus familiares foram 

avaliados quanto ao número de cópias dos genes C4 (A e B) e dos CYP21A1P e CYP21A2 

presentes nos alelos causadores de deficiência de 21-hidroxilase. Quando hibridizados com 

a sonda pC21/3c, os fragmentos de DNA produzidos com a enzima Taq I correspondentes 

aos genes CYP21A2 e CYP21A1P 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 avaliação indicou o 

número de cópias de cada um através da variação de intensidade das bandas produzidas nos 

blots. Por exemplo, as deleções foram indicadas por redução de intensidade (heterozigotos) 

ou ausência (homozigotos) dos fragmentos relativos tanto aos genes C4A ou C4B quanto ao 

gene CYP21A2 ou ao pseudogene CYP21A1P obtidos na digestão com a enzima de 

restrição Taq I. Já nas conversões as variações de intensidade foram observadas apenas para 

os CYP21A2 e CYP21A1P. Por outro lado, as duplicações foram reconhecidas por aumento 

nas intensidades dos respectivos fragmentos. Deve-se ressaltar aqui que nos alelos 

portadores de deleção e conversão a cópia do gene CYP21 pode ser híbrida formada pelo 

terminal 5` do CYP21A1P e o terminal 3` do CYP21A2. Desta forma, seguindo a 

classificação proposta por Blanchong et al. (2000) que se baseia no número de módulos 

RCCX presentes no cromossomo, os alelos, causadores de deficiência de 21-hidroxilase, 

foram divididos em três grupos: alelos monomodulares (deleção), alelos bimodulares 

(conversão) e alelos trimodulares (duplicação). 

 

1.1 - Alelos Monomodulares Com Genes Híbridos CYP21A1P/CYP21A2 
 
 

Foram identificados genótipos homozigotos e heterozigotos de alelos 

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

3` de CYP21A1P o gene C4B e o terminal 5` do CYP21A2. Nos casos de heterozigose, 
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foram observados vários genótipos com associação a alelos bimodulares, trimodulares e até 

um raro tetramodular (Figura 11). 

Assim, os genótipos heterozigotos de alelos monomodulares e genes híbridos 

apresentaram combinações com alelos bimodulares, onde o gene C4B foi o delimitador dos 

genótipos, apresentando os seguintes fragmentos Taq I: 6,0 kb (n = 14), 5,4 kb (n = 1) e 3,9 

kb (n = 1); com alelo trimodular, onde o gene C4B apresentava o fragmento de  

5,4 kb  (n = 2); com alelo tetramodular, onde o C4B apresentava o fragmento de 6,0 kb  

(n = 1). Foram identificados também genótipos com heterozigose composta de alelos 

monomodulares e bi ou trimodulares, ambos com híbridos, com as seguintes composições 

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

   

Figura 11: Padrões de Southern blot para genótipos de indivíduos com alelos 
monomodulares e gene híbrido CYP21A1P/CYP21A2. Imagens obtidas após 
hibridização com sondas específicas para os genes C4 e CYP21 e 
autorradiografia. 
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Nos genótipos onde o gene híbrido estava presente nos dois alelos, pacientes 12Xa1, 

165Ya1, Rio3Xa1 e Ubl8Xa1, a presença de deleção e conversão foi indicada pela ausência 

do fragmento 3,7 kb e intensidades diminuídas ou inalteradas dos fragmentos de 6,0 ou 5,4 

kb (Figura 11 C, D, H). Estes alelos bimodulares portadores de gene CYP21A1P/CYP21A2 

híbrido divergiram quanto ao tamanho de fragmento do gene C4B, 2 indivíduos 

apresentaram gene C4B de 6,0 kb e 1 indivíduo o gene C4B de 5,4 kb. 

Nestes e, nos casos de heterozigose composta com alelos tri e tetramodulares, a 

identificação de um alelo monomodular no genótipo só foi possível pelo estudo 

segregacional nas famílias (Figura 12). Ao se observar os indivíduos afetados das famílias 

12 e 165, nota-se que apresentaram genótipos idênticos porém, o alelo monomodular + 

híbrido CYP21A1P/CYP21A2 da primeira família é de origem paterna e no segundo caso é 

de origem materna. Na família Ubl8 as intensidades dos fragmentos do indivíduo afetado 

poderiam sugerir que seu genótipo fosse composto por alelo bimodular + híbrido 

CYP21A1P/CYP21A2 em homozigose. No entanto, ao se avaliar a família, ficou claro que a 

mãe apresentava um alelo trimodular + híbrido CYP21A1P/CYP21A2 e o pai um alelo 

monomodular + híbrido CYP21A1P/CYP21A2 e, estes alelos eram os que compunham o 

genótipo da filha. Finalmente, ao observar as intensidades dos fragmentos do indivíduo 

afetado da família 196 nota-se um aumento do fragmento correspondente ao gene C4B (6,0 

kb) acompanhada de aumento da intensidade do fragmento correspondente ao pseudogene 

CYP21A1P (3,2 kb) sugerindo uma duplicação da unidade C4B+CYP21A1P. Ao 

avaliarmos os genótipos dos pais observamos que este aumento é de origem paterna 

sugerindo a presença de um alelo tetramodular e, de origem materna, foi observado um 

alelo monomodular + híbrido CYP21A1P/CYP21A2 (Figura 12).  

Três pacientes apresentaram genótipos homozigotos devido à consangüinidade de 

seus pais, mas divergiram quanto ao tamanho em pares de bases apresentado pelo gene C4A 

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

 

Os pacientes 32Ya1 e Rio6Xa1 apresentaram o fragmento do gene C4A de 7,0 kb e 

o gene híbrido CYP21A1P/CYP21A2 de 3,2 kb em seus dois alelos monomodulares. A 

paciente 30Xa1, por outro lado apresentou o fragmento Taq I de 6,4 kb, considerado como 

indicativo de um gene híbrido de C4A/C4B e o de 3,2 kb indicativo também do gene 

híbrido CYP21A1P/CYP21A2, esta conformação alélica é aparentemente rara, pois ainda 

não havia sido descrita. A segregação deste alelo foi verificada em três gerações da família 

(Figura 13). 
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Figura 13: Heredograma da família 30, evidenciando a segregação do alelo monomodular 

por três gerações.  
 
 
1.2 - Alelos Bi e Trimodulares Com Conversão e Genes Híbridos CYP21A1P/CYP21A2 

   

 
Os indivíduos (n = 33) que apresentaram gene híbrido em alelos sem alteração ou 

com ganho de material genético, considerados portadores da chamada conversão em larga 

escala, foram classificados da mesma forma que os anteriores quanto ao módulo RCCX.  

No padrão de Southern blot com a enzima Taq I os genótipos dos indivíduos 

homozigotos de alelos bimodulares + híbridos 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 já 

descritos heterozigotos monomodulares/bi e trimodulares + híbrido (n = 4) (Figura 11, C, 

D, H), os indivíduos heterozigotos foram divididos em: bimodular/bimodular + híbrido que 

apresentaram três genótipos 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 genótipos dos tipos trimodular/bimodular + híbrido (n = 5) cujos 

padrões variaram também de acordo com os fragmentos correspondentes ao gene C4B 

(Figura 14, F, G) e bimodular/trimodular + híbrido (n = 4) com genes C4B de 6,0 e duas 

cópias de 5,4 kb (Figura 14, H).  
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Figura 14: Genótipos de indivíduos com alelos bi-e trimodulares com gene híbrido 
CYP21A1P/CYP21A2. Imagens obtidas após hibridização com sondas 
específicas para os genes C4 e CYP21 e autorradiografia.  

 

 Três pacientes (168Xa1, Ube3Xa1 e Ube7Xa1) apresentaram alelos bimodulares 

com genes híbridos, cujos genótipos sob a perspectiva de Southern blot não evidenciava a 

conversão em larga escala (Figura 15). Os genes híbridos nestes casos só ficaram 

esclarecidos mediante as análises de PCR alelo-específica e de seqüenciamento que serão 

apresentadas nos próximos tópicos. Os genótipos A e B (Figura 15) sugeriam dois alelos 

bimodulares e o C, heterozigose bi e trimodulares. 
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Figura 15: Genótipos de indivíduos com alelos bi- e trimodulares com gene híbrido 
CYP21A1P/CYP21A2. Imagens obtidas após hibridização com sondas 
específicas para os genes C4 e CYP21 e autorradiografia. 

 

Assim como no caso dos indivíduos portadores de alelos monomodulares, para a 

identificação dos alelos que compunham cada genótipo apresentado nas Figuras 14 e 15 foi 

fundamental a análise de segregação nas famílias. Através desta análise foi possível a 

distinção entre genótipos trimodulares/bimodulares+híbrido (Figura 16, famílias 13 e 198) 

dos bimodulares/trimodulares+híbrido (Figura 16, famílias 189 e 28).  

No entanto, houve casos como o da família 86 no qual o genótipo não era evidente 

pela análise de Southern blot; a identidade dos alelos neste caso foi possível somente após 

as análises de PCR alelo-específica e de seqüenciamento, o que também ocorreu nos casos 

das famílias 168, Ube3 e Ube7. Nas famílias Ube3 e Ube7 a segregação observada no 

Southern blot sugeria um alelo bimodular com híbrido, mas com uma configuração 

diferente (Figura 17).  
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Figura 16: Genótipos de cinco famílias com alelos bi- e trimodulares com gene híbrido     
CYP21A1P/CYP21A2. Imagens obtidas após hibridização com sondas 
específicas para os genes C4 e CYP21 e autorradiografia. Onde P = pai; M= 
mãe; 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.  

 
 

Já na família 168 o Southern blot não demonstrou nenhuma evidência de gene 

híbrido em seus genótipos. Ao invés da configuração C4A-CYP21A1P-C4B-CYP21A2 

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

CYP21A1P/CYP21A2, para cuja formação serão apresentadas evidências adicionais mais 

adiante. 
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Figura 17: Genótipos de famílias com gene híbrido CYP21A1P/CYP21A2. Imagens obtidas 
após hibridização com sondas específicas para os genes C4 e CYP21 e 
autorradiografia. Onde P = pai; M= mãe; 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 - Haplótipos com Genes Híbridos CYP21A1P/CYP21A2 
 

Com base nesta primeira análise por RFLP do sítio Taq I e intensidade de 

fragmentos foi possível então identificar seis haplótipos que divergiram principalmente 

com base nas variações polimórficas do gene C4A e do gene C4B e no número de blocos 

gênicos RCCX que compõem os alelos (Tabela 10) . 
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Devido à consangüinidade nas famílias 30, 32, Rio6, Ubl6 e Ubl7 e como os casos 

índices 19, 60 e 61 pertencem ao mesmo núcleo familiar, o total de alelos portadores de 

genes híbridos é de 57. 

 

Tabela 10 – Classificação dos alelos segundo o número de cópias presente do Loco 
C4/CYP21 e tamanho dos fragmentos no RFLP com a enzima Taq I. 

(–) significa ausência dos fragmentos correspondentes tanto ao pseudogene CYP21A1P quanto ao 
gene C4B. 
 
  

2- Análise por MLPA  

 

Os indivíduos portadores de alelos mono (n = 26), bi (n = 26) e trimodulares  

(n = 5) com genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 foram avaliados com a técnica de MLPA 

quanto à sua formação e também quanto ao número de cópias gênicas no loco RCCX. Os 

experimentos com MLPA foram detalhados em Material e Métodos. Além de permitir o 

estudo de deleções e duplicações, como o Southern blot, com esta técnica é possível 

delinear a região de recombinação entre o pseudogene CYP21A1P e o gene CYP21A2, 

devido a localização das sondas que compõem o kit P050B. Estas sondas, ao contrário do 

estudo com a enzima Taq I, não envolvem somente o terminal 5’UTR, mas também regiões 

exônicas e intrônicas baseadas nas diferenças de nucleotídeos entre gene e pseudogene. As 

sondas para CYP21A1P estão localizadas nas regiões: 5’ UTR do éxon 1, íntron 2 e 3’UTR 

do éxon 10; as do CYP21A2, estão em: 5’UTR do éxon 1, éxon 3 (na região onde no 

CYP21A1P há a deleção de 8 nucleotídeos, g.707_714delGAGACTAC),éxon4 (na região 

Haplótipo Alelo 
Afetado 

Fragmentos Taq I (kb) 
Número de Alelos 

 
C4A CYP21A1P C4B CYP21A1P/CYP21A2 

A Monomodular 7,0 - - 3,2 25 

B  Monomodular 6,4 - - 3,2 1 

C Bimodular 7,0 3,2 6,0 3,2 14 

D Bimodular 7,0 3,2 5,4 3,2 9 

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

F Trimodular 7,0 2x3,2 2x5,4 3,2 5 
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onde no CYP21A1P há a mutação p.I172N), éxon 6 (na região onde no CYP21A1P há as 

mutações p. L236N, p.V237Q, p.M239K, conhecidas como Cl6) e éxon 8 (na região onde 

no CYP21A1P há a mutação p.Q318X). Como a região de recombinação entre o 

pseudogene CYP21A1P e o gene CYP21A2 varia ao longo dos éxons que os compõem, esta 

técnica consegue identificar a variabilidade desta região nos genes híbridos 

CYP21A1P/CYP21A2 formados após a recombinação.  

 Os fragmentos únicos gerados após a hibridização com a mistura de sondas 

experimentais e controles são ligados e amplificados por PCR de forma a gerarem 

fragmentos com tamanhos distintos. O produto desta reação é então submetido à 

eletroforese capilar para separação, o que gera um gráfico como mostra a Figura 18 no 

software GeneScan v.3.7.  

 
Figura 18: Eletroforese Capilar dos fragmentos obtidos por MLPA. No eletroferograma, 

cada pico surge na posição correspondente ao tamanho em pares bases do 
fragmento amplificado relativo a uma sonda, em num total de 33 sondas 
presentes no kit P050 B. A área sob cada pico é proporcional ao número de 
cópias presentes no genoma daquela determinada sonda. As setas indicam: 1- 
sonda do éxon 3 do gene CYP21A2, que se anela na seqüência onde no 
pseudogene há a mutação g.707_714delGAGACTAC; 2 - sonda da região 
5’UTR do gene CYP21A2; 3 -  sonda do éxon 4 do gene CYP21A2, que se anela 
na seqüência onde no pseudogene há a mutação p.I172N; 4 - sonda do éxon 6 
do gene CYP21A2, que se anela na seqüência onde no pseudogene há as 
mutações p.I236N/ 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 CYP21A2, que se anela 
na seqüência onde no pseudogene há a mutação p.Q318X. A- Paciente 108Xa1, 
heterozigota monomodular + híbrido / trimodular, onde se observa a diminuição 
relativa dos picos 1- 4 relativos ao gene CYP21A2 ; a ausência da sonda 5 
confirma o cariótipo 46,XX. B- Paciente 115Ya1, heterozigoto modular + 
híbrido / modular, onde se observa a diminuição relativa dos picos 1- 2 
relativos ao gene CYP21A2; a presença da sonda 5 confirma o cariótipo 46,XY. 
C - Paciente Ubl7Xa1, onde se observa a ausência dos picos 1- 4 relativos ao 
gene CYP21A2; a ausência da sonda 5 confirma o cariótipo 46,XX. 

 
 

Os pacientes 108Xa1 e 115Ya1 apresentam redução dos picos correspondentes às 

sondas de 1 a 4 e 1 a 3, respectivamente, indicando ausência em heterozigose das 

seqüências compreendidas entre o terminal 5’ e os éxons 6 e 3, respectivamente. Já a 

ausência dos picos de 1 a 4 na paciente  Ubl7Xa1 sugere a completa ausência das 

seqüências correspondentes ao terminal 5` até o éxon 6, do gene ativo CYP21A2 (Figura 

18).  A sonda 6 nos três indivíduos apresenta-se aumentada, indicando uma cópia extra da 

seqüência normal correspondente à mutação p.Q318X.  

Os dados brutos analisados no software GeneScan v.3.7 foram normalizados por 

comparação a cinco indivíduos normais, analisados previamente por Southern blot, e a 18 

sondas controles internas. Esta normalização foi realizada tanto com a planilha denominada 

Coffalyser v. 8.0, disponibilizada na internet pelo fabricante, como com uma planilha 

construída no software Microsoft Excel. Desta forma, com base nos resultados 

apresentados, foi possível dividir os pacientes nos seguintes grupos: 

• grupo 1: indivíduos que apresentaram em seu genótipo pelo menos um alelo 

monomodular 

1. e gene híbrido com éxon 6 mutante 

2. e gene híbrido com éxon 6 normal 

 

• grupo 2: indivíduos que apresentaram em seu genótipo pelo menos um alelo bi ou 

trimodular 

1. e gene híbrido com éxon 6 mutante 

2. e gene híbrido 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 gráficos onde podem ser observadas as regiões de recombinação dos genes 

híbridos. Os gráficos apresentados na Figura 19 relacionam os resultados da análise para 15 

sondas (numeradas de 1 a 15) e os valores das áreas relativas integradas dos picos. As 

alturas das barras correspondem proporcionalmente ao número de cópias das seqüências 

das sondas encontradas no genoma. Alturas entre 0,8 e 1,2 correspondem a duas cópias, 

alturas superiores a 1,2 e alturas inferiores a 0,8 indicam aumento e redução ou ausência de 

cópias, respectivamente.  

 Na parte A da Figura 19 temos a análise dos dois indivíduos homozigotos para 

alelos monomodulares (Figura 11 A e B). O paciente 32Ya1 apresenta alturas das barras 

para os genes C4 iguais e com o valor de 1,2 que sugere a presença duas cópias de cada 

gene C4 (C4A e C4B). Este indivíduo quando avaliado por Southern blot apresentou apenas 

o fragmento correspondente ao gene C4A (7,0 kb). As sondas de MLPA para estes genes 

estão nas regiões exônicas (éxons 17 e 19, respectivamente para C4A e C4B) e a avaliação 

por Southern blot é referente à região 5’UTR, então o gene C4 deste indivíduo também 

pode ser um híbrido (C4A/C4B) indicado pela altura das barras. Já a paciente 30Xa1 

apresenta ausência da barra referente ao gene C4B. A avaliação por Southern blot havia 

indicado anteriormente para o gene C4 apenas o fragmento de 6,4 kb, raro em casos de 

deficiência de 21-hidroxilase. A ausência das barras de 6 a 9 em ambos os casos sugerem 

que os genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 não apresentam as seqüências normais do gene 

CYP21A2 para a região 5` e éxons 3, 4 e 6 e, sim as seqüências mutantes do CYP21A1P. O 

valor equivalente a duas cópias da seqüência normal para a sonda número 10, referente à 

região da mutação p.Q318X no éxon 8, e, a ausência da sonda número 5 referente à 

seqüência do terminal 3` do pseudogene sugerem que as formações híbridas nestes 

pacientes apresentem a região de recombinação entre os éxons 6 e 8.  

A parte B da Figura 19 mostra os padrões de MLPA para os pacientes que são 

heterozigotos de alelos monomodulares e bimodulares, ambos portadores de genes híbridos. 
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Figura 19: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B 

(verde); CYP21A1P (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBL1 (violeta). Os 
números 1-15 abaixo de cada gráfico representam as sondas de MLPA: (1) éxon 
17 do C4A; (2) éxon 19 do C4B; 5’UTR, íntron 2 e 3’UTR do pseudogene 
CYP21A1P (3-5, respectivamente); 5’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6 e éxon 8 do 
gene CYP21A2 (6-10, respectivamente); 11-13 são sondas para os  éxons 32, 15 e 
1 do gene TNXB respectivamente e, 14 é a sonda para o gene CREBL1. A 
presença ou ausência da sonda 15 identifica 46,XY ou 46,XX, uma vez que esta 
sonda reconhece a região do cromossomo Y (UTY). As alturas das barras 
correspondem à normalização dos dados obtidos por eletroforese capilar onde os 
valores entre 0,8 – 1,2 indicam duas cópias do fragmento, valores superiores 
indicam aumento no número de cópias e inferiores redução do número de cópias. 

B) 

C) 

D) 

A) 
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As setas vermelhas indicam presença da mutação I172N na paciente 56Xa2 e Cl6 
na paciente Ube6Xa1 em heterozigose composta com a deleção de 30 kb.  

 
Na parte C da Figura 19 estão dispostos três pacientes (136Ya1, 139Ya1 e 56Xa1) 

heterozigotos de alelos monomodulares e bimodulares. Nos três casos os resultados 

indicam que a região de recombinação do gene híbrido CYP21A1P/CYP21A2 deva também 

estar localizada entre os éxons 6 e 8. As alturas das barras 6 a 9 estão abaixo de 0,8 

indicando a presença de uma única cópia destas seqüências no genoma dos pacientes. A 

sonda 8 na paciente 56Xa1 está ausente porque é heterozigota composta de deleção de 30 

kb e a mutação p.I172N, onde a sonda se anela. Os genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2, 

portanto, apresentam as seqüências do gene CYP21A1P para a região 5` e éxons 3, 4 e 6. 

Aqui, novamente, os valores entre 0,8 e 1,2 para a sonda número 10 equivalem a duas 

cópias da seqüência normal referente à região da mutação p.Q318X no éxon 8, e, a ausência 

da sonda número 5 referente à seqüência do terminal 3` do pseudogene sugerem que nestes 

pacientes a região de recombinação na formação do híbrido seja semelhante aos anteriores. 

Desta forma o híbrido CYP21A1P/CYP21A2 nos dois casos é formado por seqüências do 

CYP21A1P até o éxon 6 (inclusive) e a partir do éxon 8 por seqüência do CYP21A2. Da 

mesma forma, deve-se ressaltar a semelhança destes pacientes com o 32Ya1 no que diz 

respeito às sondas de C4A e C4B. Mais uma vez observa-se a presença de duas cópias de 

cada uma, sendo que se esperaria uma deleção de C4B mostrada no Southern blot.  

Para finalizar o grupo dos monomodulares com genes híbridos portadores doéxon6 

mutante, a parte D da figura 19 mostra quatro pacientes cujas análises de MLPA sugerem a 

presença de um CYP21A1P completo como cópia remanescente no alelo deletado. 

Observam-se nestes casos as alturas das sondas 6 – 10 abaixo de 0,8, indicando a presença 

de apenas uma cópia de cada no genoma. Para os pacientes Nor2Ya1, Ube6Xa1 e 163Xa1 

as alturas relativas a duas cópias para a sonda 5, sugerem que a recombinação na formação 

destes alelos deva ter ocorrido além do éxon 10 de CYP21A2, dentro do gene TNXB. No 

paciente Ubl1Ya1, a sonda 5 apresenta também altura relativa a uma cópia, o que indica 

que, neste caso, o ponto de recombinação possa estar localizado entre o éxon 8 e o terminal 

3`. 
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Para esclarecer as formações híbridas nos casos da Figura 19 B foi feita a análise de 

MLPA dos pais. Pelo estudo de segregação na família por Southern blot havia sido 

verificado que para as pacientes 12Xa1 e Ubl8Xa1 o alelo monomodular é de origem 

paterna e para o paciente 165Ya1 é de origem materna (Figura 12). Como os padrões de 

MLPA para gene e pseudogene CYP21 dos pacientes 12Xa1 e 165Ya1 se mostraram 

idênticos, investigou-se os pais para definição das regiões correspondentes ao CYP21A1P e 

CYP21A2 em cada um dos híbridos. Como mostra a Figura 20, a análise do pai, doador do 

alelo monomodular da paciente 12Xa1, sugere a presença de um CYP21A1P inteiro com 

seqüências 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 cópias da região 3’ do pseudogene. Assim, o alelo 

bimodular desta paciente carrega um híbrido coméxon6 normal, uma vez que no MLPA se 

observa a ausência das barras 6 e 7, e alturas reduzidas das barras 7-10. Já o alelo 

monomodular do paciente 165Ya1 apresenta seqüências CYP21A1P até o éxon 3 

demonstradas pelas alturas abaixo de 0,8 das barras 6 e 7 na análise da mãe. Portanto, o 

alelo bimodular, neste caso de origem paterna, carrega uma cópia completa do CYP21A1P. 

A paciente Ubl8Xa1, por outro lado, apresenta o resultado de MLPA que concorda com a 

condição de portadora de um alelo monomodular de origem paterna e um trimodular de 

origem materna, ambos com gene híbrido CYP21A1P / CYP21A2. Neste caso não foi 

realizado o estudo dos pais por MLPA, porém pelas análises de PCR alelo-específicas que 

serão apresentadas mais adiante, foi possível identificar que o alelo monomodular herdado 

do pai apresenta o híbrido coméxon6 mutante. Logo, pelas alturas das barras na análise de 

MLPA, o alelo trimodular de origem materna carrega um híbrido que tem seqüências de 

CYP21A1P apenas na região 5’ e provavelmente até o éxon1. 
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Figura 20: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B 

(verde); CYP21A1P (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBL1 (violeta). Os 
números 1-15 abaixo de cada gráfico representam as sondas de MLPA que 
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, íntron 2 e 3’UTR do 
pseudogene CYP21A1P (3-5, respectivamente); 5’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6 
e éxon 8 do gene CYP21A2 (6-10, respectivamente); 11-13 são sondas para os  
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e  14 é a sonda para o gene 
CREBL1 . A presença ou ausência do sinal da sonda 15 identifica pacientes 
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a região do cromossomo 
Y (UTY). As alturas das barras correspondem à normalização dos dados 
obtidos por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 – 1,2 indicam duas 
cópias do fragmento. As setas vermelhas indicam: na 12P, deleção de todas as 
seqüências de CYP21A2 mostrando que o alelo monomodular, neste caso é 
portador do pseudogene inteiro, inclusive da região 3’UTR indicada pela seta 
alaranjada (sonda 5 correspondendo à 2 cópias, tanto no 12P como 12Xa1); na 
165M, mostram que o alelo monomodular herdado da mãe é portador deleção 
das seqüências dos éxons 1 e 3 de CYP21A2; as setas verdes indicam a presença 
de dos éxons 4, 6 e 8 de CYP21A2. Por outro lado, a paciente 12Xa1 é 
portadora de um alelo monomodular com estrutura de CPY21 semelhante à do 
165Ya1 e o último de um bimodular com um pseudogene inteiro à semelhança 
do 12Xa1. 

 

2.2 - Resultados de MLPA para o grupo 1.2 

 

Na Figura 21 são mostradas as análises para o grupo de pacientes heterozigotos 

compostos de alelos monomodulares e bi, tri ou tetramodulares, cujas cópias gênicas 

híbridas nos alelos monomodulares apresentam o éxon 6 normal. Do total de 12 pacientes 
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incluídos neste grupo, 9 apresentam a região de recombinação para o híbrido 

CYP21A1P/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 três pacientes deste grupo alturas 

acima de 1,2 para as sondas 2 do gene C4B, 3 e 4, ambas do CYP21A1P. Na paciente 

196Xa1 o aumento das alturas das barras referentes à sonda 2 do gene C4B e à sonda 3 do 

CYP21A1P é devido à presença de um alelo provavelmente tetramodular sem gene híbrido 

que é de origem paterna como se vê no Southern blot (Figura 12). Por outro lado, para o 

paciente 70Ya1 era esperada uma diminuição da barra 10 uma vez que o alelo trimodular 

sem híbrido herdado do pai é portador da mutação p.Q318X no gene CYP21A2. Ao invés 

disso foi observado o aumento, que pode ser decorrente de uma seqüência p.Q318X normal 

presente em uma das duas cópias CYP21A1P presentes neste alelo. Esta suposição foi 

confirmada pela análise de MLPA da família e pelos experimentos de PCR alelo-específica 

cujos resultados serão descritos mais adiante. 

Nas partes B e C da Figura 21 são mostrados os resultados de MLPA para os 

pacientes que foram heterozigotos compostos de alelos monomodulares com genes híbridos 

e bimodulares com outras mutações no gene CYP21A2. Da mesma forma que a paciente 

56Xa1 (Figura 19 C), a barra 8 está diminuída no paciente 25Ya1 porque é heterozigoto 

composto de deleção de 30 kb e a mutação p.I172N, onde a sonda se anela. No grupo da 

figura 19C, as proporções 2:2 das barras correspondentes às sondas 1 e 2 não se deve à 

presença de um gene híbrido C4 no alelo monomodular como no caso 32Ya2 mas este 

híbrido está presente nos alelos bimodulares que compõem estes genótipos, dados 

confirmados pela análise de MLPA das famílias. 

Na parte D da figura 14 os três indivíduos (23Xa1, 99Xa1 e 123Ya1) apresentaram 

a região de recombinação do gene híbrido CYP21A1P/CYP21A2 entre o éxon1 e o éxon 3. 

O paciente 123Ya1 apresentou também a redução da barra correspondente à sonda 10 

devido à presença da alteração p.Q318X em heterozigose composta com a deleção de 30 

kb. A paciente 99Xa1 apresentou redução da barra referente à sonda 8 devida à presença da 

mutação p.I172N no genótipo. A paciente 23Xa1, por sua vez apresentou ausência 

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, supõe-se que esta 

cópia seja híbrida C4B/C4A com o éxon 19 (sonda 2) correspondente ao C4A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) 

B) 

C) 
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Figura 21: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B 

(verde); CYP21A1P (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBL1 (violeta). Os 
números 1-15 abaixo de cada gráfico representam as sondas de MLPA que 
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, íntron 2 e 3’UTR do 
pseudogene CYP21A1P (3-5, respectivamente); 5’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6 
e éxon 8 do gene CYP21A2 (6-10, respectivamente); 11-13 são sondas para os  
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e  14 é a sonda para o gene 
CREBL1. A presença ou ausência do sinal da sonda 15 identifica pacientes 
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a região do cromossomo 
Y (UTY). As alturas das barras correspondem à normalização dos dados 
obtidos por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 – 1,2 indicam duas 
copias do fragmento, valores superiores indicam aumento no número de cópias 
e inferiores redução do número de cópias. As setas vermelhas indicam presença 
das mutações correspondentes às respectivas sondas em heterozigose composta 
com a deleção de 30 kb. A seta verde no paciente 70Ya1 indica a presença da 
seqüência, embora seja heterozigoto composto da mutação Q318X e deleção de 
30 kb.  

 
 

2.3 - Resultados de MLPA para o grupo 2.1 

 

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

ou trimodulares que carregam genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 com éxon 6 mutante. 

Na parte A da Figura 22 são observados os resultados de MLPA das pacientes Ubl6Xa1 e 

Ubl7Xa1 que são homozigotas de conversão, isto é, alelos bimodulares com genes híbridos 

CYP21A1P/CYP21A2, cujos resultados de Southern blot são ilustrados na Figura 14 A. O 

padrão de MLPA para estas pacientes indica que a região de recombinação deva ser entre 

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

características (Figura 22 B). Devemos apenas ressaltar algumas diferenças entre eles. Por 

exemplo, as pacientes 28Xa1 e 108Xa1 mostram características de combinação de alelos bi 

D) 
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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 CYP21A1P. A diferença entre elas é que na 

primeira o híbrido está no alelo trimodular e na segunda, no bimodular, como demonstrado 

pelo estudo das famílias (Figura 14). O paciente 59Ya3, além da conversão, é também 

portador da mutação p.Q318X no gene CYP21A2 não híbrido.  

 

 

 

 

Figura 22: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B 

(verde); CYP21A1P (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBL1 (violeta). Os 
números 1-15 abaixo de cada gráfico representam as sondas de MLPA que 
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, íntron 2 e 3’UTR do 
pseudogene CYP21A1P (3-5, respectivamente); 5’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6 
e éxon 8 do gene CYP21A2 (6-10, respectivamente); 11-13 são sondas para os  
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e  14 é a sonda para o gene 
CREBL1 . A presença ou ausência do sinal da sonda 15 identifica pacientes 
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a região do cromossomo Y 
(UTY). As alturas das barras correspondem à normalização dos dados obtidos 
por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 – 1,2 indicam duas cópias do 
fragmento, valores superiores indicam aumento no número de cópias e 
inferiores redução do número de cópias. A seta vermelha indica presença da 
mutação correspondente à respectiva sonda em heterozigose composta com a 
deleção de 30 kb. 

 

A) 

B)
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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 híbridos CYP21A1P/CYP21A2 com éxon 6 normal. A 

Figura 23 A mostra aqueles pacientes que são heterozigotos de alelos 

bimodulares/bimodulares com híbrido com padrão 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 região de recombinação para formação híbrida de CYP21 

localizada entre os éxons 3 e 4. O paciente 180Ya1 é também portador da mutação p.I172N 

e, as outras duas são portadoras da mutação p.Q318X nos genes não-híbridos. Outros 

quatro pacientes apresentaram formações híbridas semelhantes, com a diferença que o 

paciente 86Ya1 apresenta um alelo trimodular sem gene híbrido e, os 91Xa1, 115Ya1 e 

189Ya1 carregam a cópia híbrida CYP21A1P/CYP21A2 em um alelo trimodular (Figura 23 

B). Distinção esta que pode ser feita com base na segregação familiar (Figura 16). Assim, 

nos 4 casos se observa um aumento significativo das barras correspondentes aos genes C4B 

e CYP21A1P.  

 

 

A) 
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Figura 23: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B 

(verde); CYP21A1P (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBL1 (violeta). Os 
números 1-15 abaixo de cada gráfico representam as sondas de MLPA que 
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, íntron 2 e 3’UTR do 
pseudogene CYP21A1P (3-5, respectivamente); 5’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6 
e éxon 8 do gene CYP21A2 (6-10, respectivamente); 11-13 são sondas para os  
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e  14 é a sonda para o gene 
CREBL1. A presença ou ausência do sinal da sonda 15 identifica pacientes 
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a região do cromossomo Y 
(UTY). As alturas das barras correspondem à normalização dos dados obtidos 
por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 – 1,2 indicam duas cópias do 
fragmento, valores superiores indicam aumento no número de cópias e 
inferiores redução do número de cópias. As setas vermelhas indicam presença 
das mutações correspondentes às respectivas sondas em heterozigose composta 
com a deleção de 30 kb. 

 

A terceira formação híbrida observada neste grupo, e a que agregou um número 

maior de pacientes (n=9), foi aquela com ponto de recombinação entre a região 5’ e o éxon 

3 (Figura 24 A, B). Incluído aqui está uma paciente homozigota (20Xa1) deste alelo para o 

qual a consangüinidade dos pais é negada. Entre estes pacientes, dois apresentaram 

heterozigose composta com alelos trimodulares (Figura 16, pacientes 13Xa1 e 198Xa1), 

porém a cópia híbrida nos dois casos está associada a uma conformação bimodular. 

 

B) 



Resultados  

 112

 

 

 

Figura 24: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B 

(verde); CYP21A1P (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBL1 (violeta). Os 
números 1-15 abaixo de cada gráfico representam as sondas de MLPA que 
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, íntron 2 e 3’UTR do 
pseudogene CYP21A1P (3-5, respectivamente); 5’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6 
e éxon 8 do gene CYP21A2 (6-10, respectivamente); 11-13 são sondas para os  
éxon 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e  14 é a sonda para o gene 
CREBL1 . A presença ou ausência do sinal da sonda 15 identifica pacientes 
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a região do cromossomo 
Y (UTY). As alturas das barras correspondem à normalização dos dados 
obtidos por eletroforese capilar onde os valores entre 0.8 – 1.2 indicam duas 
copias do fragmento, valores superiores indicam aumento no número de cópias 
e inferiores redução do número de cópias. As setas vermelhas indicam presença 
das mutações correspondentes às respectivas sondas em heterozigose composta 
com a deleção de 30 kb. 

 

Finalmente há um grupo de três pacientes para os quais as evidências de genes 

híbridos não são muito diretas, como já foi citado no estudo de Southern blot (Figura 17). A 

paciente Ube7Xa1 tem um alelo trimodular, por isso apresenta nos resultados de MLPA 

proporções de 3 cópias para as barras correspondentes aos C4B e  CYP21A1P (Figura 25). 

Por outro lado, as pacientes Ube3Xa1 e 168Xa1 apresentam as alturas das barras da sonda 5 

equivalentes à uma cópia do terminal 3’ de CYP21A1P o que indicaria a presença de um 

A) 

B) 
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único pseudogene nos seus genomas. Esta seria mais uma indicativa da conformação 

bimodular com um gene CYP21A2 e um híbrido CYP21A1P/CYP21A2 nestas pacientes, 

sem a presença do pseudogene. 

 

 

 

Figura 25: Dados normalizados obtidos por analise com MLPA dos genes: C4A e C4B 

(verde); CYP21A1P (laranja), CYP21A2 (azul), TNXB e CREBL1 (violeta). Os 
números 1-15 abaixo de cada gráfico representam as sondas de MLPA que 
correspondem: (1) C4A éxon 17; (2) C4B éxon 19; 5’UTR, íntron 2 e 3’UTR do 
pseudogene CYP21A1P (3-5, respectivamente); 5’UTR, éxon 3, éxon 4, éxon 6 
e éxon 8 do gene CYP21A2 (6-10, respectivamente); 11-13 são sondas para os  
éxons 32, 15 e 1 do gene TNXB respectivamente e  14 é a sonda para o gene 
CREBL1. A presença ou ausência do sinal da sonda 15 identifica pacientes 
46,XY ou 46,XX, uma vez que esta sonda reconhece a região do cromossomo Y 
(UTY). As alturas das barras correspondem à normalização dos dados obtidos 
por eletroforese capilar onde os valores entre 0,8 – 1,2 indicam duas cópias do 
fragmento, valores superiores indicam aumento no número de cópias e 
inferiores redução do número de cópias.  

 

 

3- Comparação dos resultados de Southern blot e MLPA 

 

Para efeito de comparação dos métodos de Southern blot e MLPA, a tabela 11 

apresenta as estimativas das intensidades relativas de bandas e picos que são proporcionais 

aos números de cópias dos respectivos genes. Observando-se o bloco dos homozigotos, a 

única divergência 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 híbridos 

CYP21A1P/CYP21A2, houve divergência também nos genes C4. Para o paciente 165Ya1, a 
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análise da mãe, doadora do alelo monomodular, sugere que a cópia C4 neste alelo seja 

inteira C4A. Por outro lado, a paciente 12Xa1 pode ser portadora de uma cópia híbrida 

C4A/C4B com seqüências de C4A até o éxon 17 no alelo monomodular herdado do pai, 

cujo perfil de MLPA confirma esta suposição, e outro híbrido onde o éxon 17 apresenta 

seqüências de C4B, provavelmente no alelo bimodular com CYP21A1P/CYP21A2 herdado 

da mãe. A divergência observada para os genes C4 na paciente Ubl8Xa1 só poderá ser 

esclarecida pelo estudo de MLPA de seus pais.      

 

A mesma observação de divergência nos dois métodos quanto aos genes C4 pode 

ser feita para o restante dos pacientes da Tabela 11. A presença ou ausência de gene C4 

híbrido no alelo monomodular nestes casos só poderá ficar esclarecida com o estudo de 

MLPA dos pais. Por exemplo, para os pacientes 70Ya1, 196Xa1, 114Xa1, 159Xa1, 203Xa1 

ficou claro que a cópia C4 do alelo monomodular é um C4A não híbrido pela análise de 

pelo menos um dos pais. 

Quando se compara as estimativas de números de cópias gênicas com base nas 

intensidades relativas em cada experimento para os casos com conversão e genes híbridos 
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CYP21A1P/CYP21A2, observa-se novamente alguma discrepância para os genes C4 

(Tabela 12). O grupo que apresenta alelos trimodulares (bloco ressaltado em cinza na 

Tabela 12) no genoma demonstrou uma variação grande das alturas das barras das sondas 

experimentais nos ensaios de MLPA, dificultando a interpretação do número de cópias, 

embora as sondas controles estivessem correspondendo sempre a duas cópias, dentro do 

intervalo 0,8 – 1,2. Provavelmente, nestes casos as análises deveriam ser refeitas 

estabelecendo uma nova faixa de valores para as alturas das barras correspondendo a 

números de cópias maiores que 3. No entanto, as composições híbridas 

CYP21A1P/CYP21A2 ficam claras em todos os casos. 

 

    Assim, os dados de MLPA acrescentados à Tabela 13, fazem uma nova divisão 

mostrada na Tabela 13 abaixo. 
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4 - Polimorfismos e mutações nos genes CYP21A1P/CYP21A2 

 

 4.1 - Análise por ASO-PCR 

 

O terceiro método utilizado para análise dos genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 

foi o de ASO-PCR. Foram investigadas a ausência ou a presença das oito mutações 

normalmente presentes no pesudogene e sete variações nucleotídicas consideradas 

polimorfismos (descritos em Casuística e Métodos). 

Como primers fixos foram usados: o que se anela na seqüência do Cl6 normal para 

os híbridos com recombinação entre os éxons 1-3 e 3-4 e, o que se anela na seqüência do 

Cl6 mutante para os híbridos com recombinação entre os éxons 7-8 e 3`UTR. 

Os pseudogenes dos alelos bi- e trimodulares também foram avaliados quanto à 

presença das mutações mais freqüentes e os polimorfismos. Para esta analise foi usado o 

primer fixo CL6 mutante (Tabela 3) sense ou antisense. As Figuras 26 e 27 abaixo 

mostram a análise da família 91. Nesta, o alelo estudado é trimodular+híbrido com 
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recombinação entre os éxons 3 e 4 de origem materna. Com a avaliação da segregação, foi 

possível estabelecer os polimorfismos pertencentes ao híbrido e aos pseudogenes presentes 

no alelo trimodular. Ao observarmos as imagens dos géis notamos a prevalência das 

variantes C nas posições g.115 e g.138 - a maior variabilidade foi para o polimorfismo 

g.395C>T. Por outro lado, observou-se a prevalência do alelo A na posição g.683 e dos 

alelos G nas posições g.1586 e g.1645. Para a variação IVS2-13A/C>G, em pseudogenes a 

variante G (que gera o sítio de splicing alternativo) foi encontrada em 100% dos alelos 

testados (Figura 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26:Polimorfismo 115 C/T (rs6468) no éxon 1, Polimorfismo 138 A/C (rs33947354) 
no éxon 1, Polimorfismo 395 C/T (rs6462) no íntron 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 à variação nucleotídica testada. O retângulo 
em preto ressalta os resultados da família 91. 

 

As mutações foram triadas também utilizando o CL6 mutante como primer fixo. As 

alterações p.P30L (éxon 1), delta 8 (éxon 3) e p.I172N (éxon 4) apresentaram apenas a 

variante mutante tanto para a família 91 circulada em preto, quanto para as demais 

presentes nos géis (Figura 27). Em alguns casos a segregação não é informativa, como no 

caso da alteração p.V281L (éxon 7) onde o pai não amplificou e uma das filhas não 

apresentou a variante mutante. Para a confirmação da alteração no CL6, foi utilizado como 

primer fixo Ex3 mutante sense (Tabela 3). O pai apresentou apenas seqüência mutante para 
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Cl6, sugerindo a presença de dois pseudogenes, ou seja, um em cada alelo bimodular. A 

mãe apresentou seqüência normal e mutante para o CL6, pois seu gene híbrido apresenta a 

seqüência normal do Cl6 (Tabela 15) e, provavelmente seus pseudogenes, apresentaram a 

seqüência mutante. No éxon 8 a alteração p.R356W foi avaliada por ASO-PCR, apenas o 

irmão não afetado apresentou homozigose para a seqüência normal. O fragmento de PCR 

gerado para verificar a ausência ou a presença da alteração p.R356W foi digerido com a 

enzima de restrição PstI com a finalidade de detectar a presença da alteração p.Q318X. 

Quando a alteração p.Q318X está presente é suprimido um sítio de restrição PstI gerando 

um fragmento de de 750 pb (Figura 27). Na canaleta 1, temos o alelo paterno onde as 

seqüências para p.R356W e p.Q318X são normais. Na canaleta 2, temos o alelo paterno que 

apresentou a seqüência mutante para a p.R356W e p.Q318X. A canaleta 3, representa o 

alelo materno que apresentou a seqüência normal para p.R356W e para a alteração 

p.Q318X apresentou  heterozigose  (normal/mutante). A canaleta 4, representa o alelo 

materno que apresentou as seqüências 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, já o menino normal apresentou o alelo paterno 

representado pela canaleta 1 e o trimodular materno (canaleta 3). 
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Figura 27: A)- Mutação p.P30L no éxons 1B, a mutação delta 8 no éxons 3, a mutação 

p.I172N no éxons 4,  Mutação Cl6 (p. L236N, p.V237Q, p.M239K) no éxons 
6, a mutação p.V281L no éxons 7 e a mutação p.R356W no éxons 8. Normal= 
primer ancora mutante combinado com a seqüência normal para a posição a ser 
verificada, Mutante= primer ancora mutante combinado com a seqüência 
mutante para a posição a ser verificada.  B)- a alteração ivs2-13 A/C>G no 
íntron 2. a mutação p.Q318X após a digestão do fragmento obtido pela 
combinação 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 canaleta 3 e 8 e 9 = 
filha afetada que herdou o alelo paterno referente a canaleta 2 e o alelo materno 
referente a canaleta 3. 

   

 
 

 

300 pb 
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IVS 2 -13 A/C>G 
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Normal
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4.2 - Seqüenciamento 

 

Para os grupos 1 e 2 os genes híbridos foram estudados mais detalhadamente. A 

confirmação da presença da região 5’ UTR pertencente ao pseudogene CYP21A1P foi 

realizada por seqüenciamento.  

 Novamente, os fragmentos que foram seqüenciados foram amplificados 

inicialmente em duas partes selecionadas com base na presença ou ausência da mutação 

Cl6 no éxons 6, como explicado em Material e Métodos. Assim, dois grandes fragmentos 

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

(Figura 28).   

          
 

 
Figura 28: Amplificação do gene híbrido CYP21A1P/CYP21A2, visualização em gel de 

agarose 1% (Invitrogen Corporation, Estados Unidos); L =  Ladder 1 kb plus 
(Invitrogen Corporation, Estados Unidos). A) fragmento de 2000 pb obtido 
após reação da PCR com os iniciadores 5’ e éxons 6 normal (listados na Tabela 
3); B) produto da amplificação da região éxons 6 normal íntron com o 
fragmento de 1500 pb.  

 
 Todos os híbridos demonstraram as seqüências da 5’UTR correspondente à do 

CYP21A1P. Um grupo de quatro pacientes com alelos monomodulares demonstrou duas 

mutações no éxon 1 que não são normalmente encontradas no pseudogene (Figura 29). 

2000 pb 1500 pb 

A 
B 

L L 
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Figura 29: Alinhamento da seqüência do pseudogene CYP21A1P, gene CYP21A2 com a 
seqüência referente ao éxon 1 do paciente 165ya1. Os círculos em vermelho 
evidenciam as alterações p.P34L e p.H62L. Abaixo o eletroferograma do éxon 
1 do paciente 165Ya1. As setas em vermelho mostram as alterações p.P34L e 
p.H62L, a seta verde mostra a ausência da alteração p.P30L. 

 

As alterações p.P34L, ainda não descrita, e a p.H62L, rara, foram encontradas em 

nossa casuística segregando juntas no alelo monomodular com gene híbrido como mostra a 

Figura 29. Este alelo não apresenta a mutação p.P30L que é a mutação do éxon 1 

normalmente observada nesses casos. Já nos alelos bimodulares não foi observada a 

presença da alteração p.P34L em nenhum dos alelos, porém a alteração p.H62L foi 

detectada segregando juntamente com a alteração p.P30L (Figura 30).  

 

 

A

B)
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Figura 30: Eletroferograma referente à seqüência do éxon 1 da paciente 16xa3, as setas 
vermelhas indicando a presença das alterações p.P30L e p.H62L. 

 

Como não há relatos de ocorrência da mutação p.P34L e poucos relatos citando a 

mutação p.H62L e, ainda, como neste estudo esta mutação foi identificada em genes 

híbridos, levantou-se a hipótese de se tratarem de mutações derivadas do pseudogene. 

Assim, foram avaliados 80 pseudogenes de indivíduos não portadores de deficiência de 21 

– hidroxilase. A alteração p.P34L não foi encontrada e, a p.H62L estava presente em 3,4% 

destes indivíduos. 

Estas mutações, então, separam os alelos portadores em grupos de haplótipos únicos 

como mostram as tabelas 14 e 15 (haplótipos A.III.2 e D.II.1) detalhadas no próximo 

tópico. 

 

5 - Combinação dos dados de ASO-PCR e seqüenciamento 

 

Após a triagem por ASO-PCR e seqüenciamento os haplótipos da tabela 13 foram 

subdivididos levando em consideração as formações dos genes híbridos 

CYP21A1P/CYP21A2 (Tabelas 14 e 15). Foram identificados 10 haplótipos para os alelos 

monomodulares (tabela 14). O grupo A.I, formado pelos híbridos com Cl6 mutante, 

demonstrou seqüências derivadas do pseudogene para toda a extensão, confirmando a 

classificação do MLPA, além disso, um alelo dentro deste grupo gerou um sub-grupo por 

divergir nas posições nucleotídicas  g.395, g.1645 e R356W. No grupo A.II, também com 

Cl6 mutante, mas com região provável de recombinação entre éxon 6 e éxon 8, houve 

também uma sub-divisão com um alelo único por divergência nas seqüências p.V281L e 
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p.Q318X, além de apresentar a mutação nova p.H392Q no éxon 9 gerada pela troca 

g.2298C>G (Figura 31), confirmando a singularidade do haplótipo. 

 

 

Figura 31: Alinhamento da seqüência do pseudogene CYP21A1P, gene CYP21A2 com a 
seqüência referente ao éxon 9 da paciente Ubl8Xa1. O círculos em vermelho 
evidencia a alteração  nova p.H392Q. Abaixo o eletroferograma mostrando a 
alteração g.2298C>G. 

 
O grupo A.III formado pelos alelos com Cl6 normal e região de recombinação 

provável entre os éxons 3 e 4, dividiu-se em 3 sub-grupos. O sub-grupo A.III.1 divergiu do 

A.III apenas na posição g.395. Por outro lado, os alelos portadores das mutações p.P34L e 

p.H62L, que formaram outro subgrupo,  foram únicos por apresentarem as mutações novas 

e, também divergiram na posição -4 onde todos os outros são T e estes são C (não 

ilustrado).  

O grupo A.IV, que apresentou pontos de recombinação entre os éxons 1 e 3, 

também se subdividiu em dois sub-grupos uma vez que o seqüenciamento revelou pontos 

de recombinação diferentes. Nos pacientes 99Xa1 e 123Ya1 parte do íntron 2 corresponde a 

seqüências do CYP21A1P indicando que a recombinação deva ter acontecido nesta região. 

Por outro lado, a paciente 23Xa1 apresentou o íntron 2 inteiro com seqüências do gene 

CYP21A2 sugerindo que neste caso a recombinação deva ter ocorrido entre o final do éxon 

1 e o éxon 2, inclusive.  
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A paciente 30Xa1 para qual a cópia do gene C4 apresentou o fragmento Taq I de 

6,4 kb, mais uma vez foi distinta de todos os demais, formando um haplótipo único. Além 

de não se alinhar com nenhum outro haplótipo considerando as mutações e SNPs 

conhecidos, o seqüenciamento do seu gene híbrido revelou uma nova variação na 5’UTR, 

posição -294T>C e, na posição g.1662T>C do éxon 7, apresentou a variação bastante rara 

aparentemente derivada do pseudogene, (rs11970671) cuja freqüência estimada para o alelo 

C é de 0,014 (Figura 32).  

 

 

Figura 32: Alinhamento da seqüência do pseudogene CYP21A1P, gene CYP21A2 com a 
seqüência referente a região 5’ da paciente 30Xa1. A) Mostrando a alteração 
na posição -294T>C e abaixo o eletroferograma. B) alinhamento referente à 
região do éxon 7, mostrando a variação g.1662T>C, evidenciada com circulo 
vermelho. Abaixo o eletroferograma mostrando a alteração g.1662T>C 
indicada pela seta. 

 

Foram definidos 10 haplótipos diferentes para os genes híbridos presentes em alelos 

bi ou trimodulares.  

A) 

B) 
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O haplótipo C.I representa aqueles alelos que apresentam na região 3 `UTR da cópia 

híbrida seqüências de CYP21A1P indicado pelo MLPA, no entanto um dos pacientes 

(165Ya1) apresentou seqüências de CYP21A2 nas posições p.V281L e p.R356W (Tabela 

15) dividindo o haplótipo em C.I.1. Os haplótipos C.II e C.III confirmaram a divergência já 

verificada no MLPA. 

O haplótipo C.IV representa o grupo com maior número de alelos para os 

bimodulares. Este grupo foi subdividido em três grupos devido às variações p.P30L no 

éxon 1, g.295C>T (rs6462) no íntron 2, g683G>A (rs6474) no éxon 3 e g. 1586C>G 

(rs6477) no éxon 7. A paciente CI-13 que compõe o haplótipo C.IV.3 apresentou também 

uma heterozigose da alteração p.A16T, porém neste caso não foram analisados os parentais 

o que dificultou a análise, isto explica a duplicidade dos resultados nas variações do éxon 7 

(g.1586C/G, rs6477) e no éxon 8 p.Q318X e p.R356W. Portanto, não é possível concluir se 

a alteração p.A16T está presente no gene hibrido ou não, mas se forem observados os 

demais haplótipos este alelo não integraria nenhum outro com a ausência da alteração 

p.P30L. 

O grupo D.I confirmou a formação decorrente do Southern blot e MLPA. Já o grupo 

D.II se subdividiu e outros dois grupos que se caracterizaram pela presença da mutação 

p.H62L e ausência da p.P30L nos grupos D.II.1  D.II.2, respectivamente.  

O grupo E que demonstrou sua singularidade com as análises de Southern blot e 

MLPA, manteve sua formação e ainda foi acrescido de um componente cujos resultados da 

análise de MLPA foi prejudicada por degradação da amostra. 

Os grupo F.I é representado também por um único alelo, bem como o F.III cuja 

caracterização ainda não está completa. O F.II foi subdivido em F.II.1 devido à ausência de 

p.P30L .   

Assim, os genes híbridos aqui caracterizados geraram 10 haplótipos com Cl6 

mutante distribuídos 5 em alelos monomodulares e 4 em alelos bi e 1 em trimodulares. O 

maior número de híbridos foi daqueles com Cl6 normal que geraram 17 haplótipos, 5 em 

alelos monomodulares e 10 em alelos bi e 2 em trimodulares com um total de 57 alelos em 

indivíduos não aparentados. 
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Os alelos bi e trimodulares, com exceção dos que fazem parte do haplótipo E, são 

portadores de uma ou duas cópias de CYP21A1P. Como os CYP21A1Ps podem também 

apresentar certa variabilidade, estes foram avaliados quanto à presença das oito mutações 

mais freqüentes e dos sete polimorfismos (Tabela 16). Cinco haplótipos foram 

reconhecidos com diferenças que se concentraram principalmente nas posições g.395, 

p.V281L, p.Q318X e p.R356W e, assim provocaram novas sub-divisões nos haplótipos 

estabelecidos anteriormente. 

 
6 - Genótipos dos pacientes 
 
 Assim, de acordo com os haplótipos os genótipos dos pacientes ficaram esclarecidos 
(Tabela 17). 
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Tabela 17: Variabilidade Genotípica  
 
 

Paciente1 Alelo paterno Alelo Materno Genótipo2 Fenótipo2 

4Xa1 D.II.2.e c.920_921insT + p.Q318X+p.R356W PS PS 

12Xa1 A.I C.III.a PS PS 

13Xa1 p.I172N+p.V281L C.IV.a NPS NPS 

16Xa3 c.920_921insT + p.Q318X+p.R356W D.II.1.d PS PS 

19Xa1 IVS2-13A/C>G C.IV.a NPS NPS 

20Xa2 C.IV.a C.IV.a NPS NPS 

20Ya3 C.IV.a C.IV.a NPS NPS 

23Xa1 A.IV.1 IVS2-13A/C>G NPS NPS 

25Ya1 p.I172N A.III.1 NPS NPS 

28Xa1 IVS2-13A/C>G F.I.e PS PS 

30Xa1 B B PS PS 

32Ya1 A.II A.II PS PS 

36Xa1 c.920_921insT + p.Q318X+p.R356W C.IV.a NPS NPS 

50Ya1 C.II.b IVS2-13A/C>G PS PS 

56Xa2 p.I172N A.II NPS NPS 

59Ya3 C.I.a p.Q318X PS PS 

60Ya1 C.IV.a p.I172N NPS NPS 

61Xa2 C.IV.a p.I172N NPS NPS 

70Ya1 p.Q318X A.III.2 PS PS 

86Ya1 p.V281L D.II.b NC NPS/NC 

91Xa2 F.II.d IVS2-13A/C>G PS PS 

91Xa3 F.II.d IVS2-13A/C>G PS PS 

99Xa1 A.IV p.I172N NPS NPS 

102Xa1 A.III p.V281L NC NC 

108Xa1 p.V281L + p.R426C D.I.c PS PS 

114Xa1 c.920_921insT A.III.2 PS PS 

115Ya1 F.II.1.d IVS2-13A/C>G PS PS 

117Xa1 IVS2-13A/C>G D.II.1.d PS PS 

122Xa2 p.I172N C.IV.2.c NPS NPS 

123Ya1 A.IV p.Q318X NPS NPS 
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Paciente1 Alelo paterno Alelo Materno Genótipo2 Fenótipo2 

136Ya1 IVS2-2A>G A.II PS PS 

139Ya1 A.II c.920_921insT PS PS 

141Ya1 A.III.2 p.R356W PS PS 

159Xa1 A.III IVS2-13A/C>G PS PS 

163Xa1 A.I p.P30L? PS PS 

165Ya1 C.I.1.b A.III.2 PS PS 

168Xa1 IVS2-13A/C>G E PS PS 

180Ya1 C.III.b p.I172N NPS NPS 

189Ya1 F.II.1 IVS2-2A>G PS PS 

198Xa1 p.V281L C.IV NC NC 

196Xa1 p. A.III PS PS 

203Xa1 p.R356W A.III.1 PS PS 

209Xa1 IVS2-13A/C>G A.III.1 PS PS 

Nor2Ya1 A.I IVS2-13A/C>G PS PS 

Ube3Xa1 E IVS2-2A>G PS PS 

Ube6Xa1 A.I p. L236N, p.V237Q, p.M239K (Cl6) PS PS 

Ube7Xa1 E p.V281L NC NC 

Ubl1Xa1 A.I IVS-13A/C>G PS PS 

Ubl6Xa1 D.I.c D.I.c PS PS 

Ubl7Xa1 D.I.c D.I.c PS PS 

Ubl8Xa1 A.II.1 F.III.e PS PS 

Rio1Ya1 p.I172N D.II NPS NPS 

Rio3Xa1 A.I C.IV.1.c NPS PS ou NPS?? 

Rio6Xa1 A.I A.I PS PS 

HAT-1Xa1 E p.V281L NC NC 

CI-133 C.IV.3 ou p.Q318X+p.R356W p.Q318X+p.R356W ou C.IV.3 NC NC 

1código padronizado no laboratório: 1º número = número da família; X = sexo genético 
feminino; Y = sexo genético masculino; a = afetado; 2º número = ordem na irmandade, CI 
= caso isolado, Ubl= Uberlândia, Ube= Uberlândia, Nor= Nordeste, Rio= Rio e Janeiro, 
HAT= Manifestação tardia da defiiencia de 21-hidroxilase . 2PS= perdedor de sal; NPS= 
não perdedor de sal; NC= Não clássica, 3genótipo mais provável. 
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1 - O Módulo RCCX 
 

A grande homologia existente entre os genes que compõem o módulo RCCX 

favorece emparelhamento desigual entre os alelos, durante a meiose I, e conseqüentemente 

introduz variabilidade genética. Como conseqüência há a formação de alelos com alteração 

no número de módulos existentes, ou seja, redução ou aumento. Segundo Blanchong et 

al.(2000) a conformação alélica mais freqüente em humanos é a bimodular 

(RCCX+RCCX) com 69% de ocorrência. Também são encontrados nas freqüências de 

14% e 17% alelos trimodulares (RCCX+RCCX+RCCX) e alelos monomodulares (RCCX), 

respectivamente (BLANCHONG, C.A., et al., 2000). Estes rearranjos no módulo RCCX, 

podem ser considerados macroconversões por serem responsáveis por deleções ou 

duplicações de cerca de 30 kb, que é o tamanho aproximado de cada módulo. Há duas 

possibilidades: ou estes eventos de recombinações ocorreram em uma determinada época 

evolutiva gerando as diferentes conformações alélicas ou, estes eventos estão ocorrendo 

continuamente ao longo do tempo, assim como em cada formação gamética, seja na 

espermatogênese ou na ovogênese, ocorre recombinação com a finalidade de introduzir 

variabilidade genética. Considerando que a homologia é alta entre os genes do módulo 

RCCX e que sua estrutura mais freqüente é a bimodular, o emparelhamento desigual pode 

ocorrer com freqüência relativamente alta gerando alelos com novas características 

(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 redução do número de módulos RCCX, dependendo da região 

onde o crossing over ocorra pode haver a formação de genes híbridos. Para pacientes com 

deficiência de 21-hidroxilase a recombinação de interesse imediata é a que ocorre 

envolvendo o pseudogene CYP21A1P e o gene CYP21A2 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 módulo RCCX nos pacientes com deficiência de 21-hidroxilase, foi utilizada 

primeiramente a técnica de RFLP produzido pela enzima de restrição Taq I. Dessa forma, 

foi possível a identificação de genótipos diferentes nos indivíduos portadores de deficiência 
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de 21-hidroxilase (Figura 11). Dado que a intensidade dos fragmentos nos blots podem 

induzir a uma conclusão errônea, devido a heterozigoses compostas de alelos 

monomodulares e trimodulares, por exemplo causando um efeito do tipo de compensação 

de dose, com a análise dos familiares foi possível a identificação das composições alélicas 

presentes em cada genótipo. A Figura 12, que mostra a análise de segregação em quatro 

famílias no item de Resultados, ilustra claramente este caso. Além de identificar a origem 

dos alelos monomodulares portadores de genes híbridos, no caso das duas primeiras 

famílias; na terceira família (Ubl8) foi possível verificar que o indivíduo afetado não 

apresentava homozigose para alelo bimodular + híbrido CYP21A1P/CYP21A2, que sugeria 

seu perfil de hibridização e, sim um alelo trimodular + híbrido CYP21A1P/CYP21A2 de 

origem materna e um alelo monomodular + híbrido CYP21A1P/CYP21A2 de origem 

paterna. O mesmo ocorreu com a quinta família (196) na qual as intensidades dos 

fragmentos para o filho afetado sugeriria uma duplicação da unidade C4B + CYP21A1P, 

devido às maiores intensidades das bandas de 6,0 kb, referente ao gene C4B, e de 3,2 kb, 

referente ao pseudogene CYP21A1P e, também, à menor intensidade do fragmento de 3,7 

kb referente ao gene ativo CYP21A2. Quando os pais foram avaliados foi possível concluir 

que a mãe apresentava um alelo monomodular+híbrido CYP21A1P/CYP21A2 e o pai um 

alelo pouco freqüente tetramodular.  

 

2 - Alelos monomodulares com a presença de genes híbridos 

CYP21A1P/CYP21A2 

 

Este estudo descreve novos alelos com deleção em pacientes brasileiros com 

deficiência de 21-hidroxilase e descreve também a variabilidade dos alelos monomodulares 

C4/CYP21 avaliada por Southern blot, MLPA, ASO-PCR e seqüenciamento.  

A freqüência de alelos com deleção que causam deficiência 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 híbridos CYP21A1P/CYP21A2 com composições de 

seqüências diferentes e com manifestações clínicas 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 são caracterizados pela presença de um único modulo RCCX associado 

ao gene híbrido CYP21A1P/CYP21A2. Foram encontrados 26 alelos que apresentaram esta 

conformação alélica na casuística deste trabalho.  

Os genes C4A e C4B devido à homologia que guardam entre si também podem se 

recombinar dando origem a genes híbridos C4A/C4B, assim como o CYP21A1P e o 

CYP21A2. Um gene híbrido C4A/C4B, que se caracteriza pela banda Taq I de 6,4 kb, havia 

sido descrito tanto em conformação alélica monomodular, com deleção C4B + CYP21A1P 

como em trimodular (BLANCHONG, C.A., et al., 2000, KOPPENS, P.F., 

HOOGENBOEZEM, T. e DEGENHART, H.J., 2002). O mais comum para este híbrido é a 

associação à deleção de C4B + CYP21A1P que foi até proposta como uma configuração 

com associação negativa com deficiência de 21-hidroxilase e também como pré-mutação 

(SINOTT et al., 1990). No presente trabalho os dois híbridos C4A/C4B (6,4 kb) e 

CYP21A1P/CYP21A2 (3,2 kb) foram encontrados em um mesmo alelo monomodular na 

paciente 30Xa1 de deficiência de 21-hidroxilase. A paciente apresentou homozigose deste 

alelo devido à consangüinidade de seus pais (Figura 13). A segregação deste alelo raro foi 

verificada em três gerações da família indicando que surgiu há várias gerações, porém foi 

identificada pela primeira vez nesta paciente. Ao diagnóstico a paciente apresentava 

ambigüidade genital com grau III segundo a classificação de Prader, e seu fenótipo para 

deficiência de 21-hidroxilase é perdedor de sal (PS). Assim, o alelo raro está relacionado 

com a forma mais grave de HCA devido à deficiência de 21-hidroxilase. 

A análise por MLPA dos pacientes com alelos monomodulares corroborou e 

complementou a análise de RFLP com Taq I. Como as sondas do kit P050B não se limitam 

apenas às regiões 5’UTR e 3’UTR, mas estão também localizadas em regiões exônicas e 

intrônicas dos genes, com esta técnica foi possível, além da verificação do número de 

módulos estimar a região de recombinação dos genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 e 

C4A/C4B. Para os genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 foram observadas 3 regiões 

principais de recombinação: entre os éxons 1 e 3 (n = 3), entre os éxons 3 e 4 (n = 10), 
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entre os éxons 6 e 8 (n = 6) e genes que apresentaram a seqüência do pseudogene até o 

éxon 8 (n = 5) e n = 2 não determinados. 

Nos casos dos pacientes homozigotos de alelos monomodulares, a formação do 

gene híbrido CYP21A1P/CYP21A2 foi semelhante para os dois casos, porém estes alelos 

diferiram no que diz respeito aos genes C4. A paciente 30Xa1 apresentou o híbrido 

detectado por RFLP, que no MLPA se mostrou portador de seqüências C4A até o éxon 19, 

sendo que neste experimento não foram detectadas seqüências de C4B (Figura 19A). O 

paciente 32Ya1, também filho de casal consangüíneo, apresentou fragmento de 7,0 kb 

correspondente ao gene C4A no Southern blot, porém no MLPA apresentou barras 

correspondentes ao C4A e ao C4B, sugerindo também um gene híbrido C4A/C4B. Porém, 

este caso não envolvia o terminal 5’UTR e sim a região 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 cópias destes 

fragmentos no genoma. Como estamos avaliando conformações alélicas monomodulares, 

ou seja, conformações sem a presença da unidade C4B, não deveria aparecer a barra 

referente a este gene em indivíduos homozigotos, assim como no caso da paciente 30Xa1, 

ou esta altura deveria ser reduzida pela metade para os indivíduos heterozigotos (Figura 

21C). 

No entanto, estes resultados confirmaram os dados recentemente descritos onde as 

quantidades de proteínas C4A e C4B foram baixas, respectivamente, nos pacientes 23Ya1 e 

30Xa1 (DODDS, A.W. et al., 1996). Considerando que C4A e C4B guardem 99% de 

homologia, as proteínas por eles codificadas possuem diferenças quanto à atividade 

hemolítica, afinidade covalente frente aos antígenos e a imuno-complexos e reatividades 

sorológicas. C4B tende a formar ligações covalentes de éster com substratos contendo 

grupos hidroxilas, enquanto C4A forma efetivamente ligações covalentes do tipo amidas 

com antígenos contendo grupamento amina (BLANCHONG, C.A., et al., 2000, 

DONOHOUE, P.A., et al., 1995). 

 Cópias do gene C4A que produzem uma proteína que se comporta 

eletroforeticamente como C4A, mas antigenicamente reage como C4B, foram descritas em 

associação com o haplótipo HLA-A3 (22). As diferenças que conferem estas afinidades 
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específicas de ligação estão contidas no éxon 26 (SORENSEN, K.M. et al., 2008), portanto 

o alelo monomodular do paciente 32Ya1 pode ter o terminal 5’ do gene C4A  indicado pelo 

fragmento de 7,0 kb e o terminal 3’ do gene C4B indicado pela presença do éxon 19 

detectado pelas técnicas de MLPA e ELISA. De forma similar, os pacientes 56Xa1, 

136Ya1 e 139Ya1 (Figura 19C) e também as 159Xa1, 203Xa1 e 209Xa1 (Figura 21C) 

podem ser portadores do gene híbrido de C4A/C4B devido a divergência de resultados 

obtidos por Southern blot  e MLPA ( Tabela 11). 

Efeito semelhante foi observado para a paciente 23Xa1 (Figura 21D) que não 

apresentou barras no MLPA para o gene C4B, em divergência ao resultado do Southern 

blot onde estava presente o fragmento de 6,0 kb. Provavelmente, esta paciente é portadora 

também de um híbrido que confere características de C4A à proteína já que Guerra-Júnior 

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 proteínas C4A ou C4B os resultados não indicam correlação com 

doenças do sistema imunológico. 

Os genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 foram estudados e mapeados quanto à 

presença ou ausência de seqüências do pseudogene, buscando delimitar a região onde a 

recombinação tivera ocorrido, através de ASO-PCR e seqüenciamento automático. As 

regiões pertencentes ao pseudogene CYP21A1P e ao gene CYP21A2 foram analisadas 

baseando-se nas mutações mais freqüentes provenientes do pseudogene e dos 

polimorfismos intrônicos e exônicos. 

Combinando os resultados obtidos pelas técnicas de Southern blot, ASO-PCR, 

seqüenciamento e MLPA foram identificados 10 haplótipos diferentes com gene híbrido 

em alelos monomodulares (Tabela 14) que divergiram de acordo com a região de 

recombinação. Um grupo com 6 genes híbridos apresentaram a região de recombinação 

entre o éxon 7 e 8. Os 5 alelos que pertencem aos grupos de haplótipos A.II e A.II.1 são 

similares àqueles descritos primeiros e foram encontrados em outras populações (18, 22, 

37, 38). O gene híbrido da paciente 30xa1 diferiu dos grupos A.II e A.II.1  no SNPs rs6462 

e 6472, e também em um SNP novo na região 5`UTR demonstrando mais uma vez a 

singularidade deste alelo (Figura 32). Seis pacientes apresentaram a seqüência integral do 
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pseudogene CYP21A1P no alelo monomodular, inclusive a paciente 12Xa1 que 

apresentava a mutação p.Q318X, mas divergiu dos outros do grupo no SNP rs 6472 e na 

p.R356W (haplótipos A.I e A.I.1).  

Um grupo de 12 alelos apresentaram região de recombinação entre o éxon 3 e 4, 

entretanto este grupo se subdividiu em 3 outros grupos. Haplótipo A.III difere do A.III.1 

apenas no  SNP rs6462 onde a variante C e T são mais freqüente no pseudogene e no gene, 

respectivamente. Entretanto o haplótipo A.III.2 diverge dos outros dois grupos por ser 

portador de duas mutações raras, p.P34L e p.H62L. Uma peculiaridade é que este gene 

híbrido foi observado somente na conformação alélica monomodular e em 4 pacientes não 

relacionados. A recombinação envolvendo CYP21A1P e CYP21A2 deu origem a um gene 

híbrido com seqüências do pseudogene até a região do éxon 3 e a partir do éxon 4, 

seqüências do gene ativo. No entanto, no éxon 1, supostamente com seqüências referentes 

ao pseudogene, a mutação p.P30L estava ausente, mas as mutações raras p.P34L e p.H62L 

foram identificadas. Como a alteração p.P30L pode estar ausente nos pseudogenes, infere-

se que o pseudogene que gerou este híbrido teria a seqüência normal para p.P30L. Uma vez 

que as seqüências que margeiam estas duas mutações nos alelos aqui descritos são 

derivadas do pseudogene, foi levantada a hipótese destas serem provenientes do 

pseudogene. Ficou demonstrado que a alteração p.H62L pode ser oriunda de CYP21A1P 

uma vez que sua presença foi identificada em 3,4% dos pseudogenes estudados. Entretanto 

a alteração p.P34L não foi observada em nenhum pseudogene, assim sua origem ainda não 

foi esclarecida. Pode-se sugerir que o pseudogene ancestral poderia conter a p.H62L e que, 

após a formação hibrida a alteração p.P34L tenha surgido. A p.P34L ainda não foi descrita 

e, a p.H62L foi recentemente descrita em associação com a p.P453S em pacientes com a 

forma não clássica da deficiência de 21- hidroxilase (BRAUN, L. et al., 1990, MENASSA, 

R. et al., 2008, PINTO, G. et al., 2003). A presença destas duas mutações caracteriza um 

novo alelo que pode ser freqüente em pacientes brasileiros que apresentem em seu genótipo 

alelos monomodulares, neste trabalho representaram 15% dos alelos monomodulares. 

Finalmente, um grupo composto por três alelos, mostrou que além de ter  

600 pb da região promotora 5’ correspondendo ao CYP21A1P, incluiu a alteração p.P30L 

no éxon 1 e, também, seqüências até a metade do íntron 2, sendo que a partir do grupo de 
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6Gs no pseudogene e 7Gs no gene apresentou seqüências do CYP21A2 (tabela 14, A.IV e 

A.IV.1). A subdivisão nestes casos ocorreu devido a divergências no íntron 2, sendo que a 

paciente 23Xa1 apresenta o íntron 2 inteiro com seqüências do CYP21A2, ressaltando a 

singularidade deste alelo. Estes alelos são considerados do tipo virilizante simples e não 

são muito freqüentes em outras populações (LEE, H.H., 2005, SOARDI, F.C. et al., 2008). 

Como houve uma ampla distribuição alélica nos haplótipos com configuração 

monomodular, não há evidências para um efeito fundador destes alelos em casos de 

deficiência de 21-hidroxilase.  

 

3 - Alelos bimodulares e trimodulares com híbridos 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 CYP21A1P de 3,2 

kb, um gene C4B de 5,4 ou 6,0 kb e um gene hibrido CYP21A1P/CYP21A2 de 3,2 kb. Estes 

alelos são conhecidos como portadores de conversão gênica em larga escala. Foram 

avaliados 26 alelos bimodulares. A triagem com a enzima de restrição 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 haplótipos C e D respectivamente 

(Tabela 10). O haplótipo E também apresentou o gene C4B de 5,4 kb, mas o pseudogene 

estava ausente. Este haplótipo foi identificado em três indivíduos não relacionados (Tabela 

10).  

Na Tabela 12 onde são comparados os resultados obtidos por Southern blot e 

MLPA, observa-se certa discrepância no gene C4A assim como foi notada nos alelos 

monomodulares. Os indivíduos Ubl7Xa1 e 59Ya3 assim como os indivíduos que integram 

o bloco ressaltado em cinza apresentaram esta divergência. Estes genes C4 podem ser 

híbridos (C4A/C4B ou C4B/C4A) com região de recombinação envolvendo apenas os éxons 

19 e ou 17 não envolvendo o terminal 5’; desta forma apenas as sondas de MLPA 

detectariam estes híbridos justificando a divergência de resultados. 

As regiões de recombinação dos genes híbridos 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 seqüência do pseudogene até o éxons 8 (n = 2) e não 

determinados (n = 4). Para alelos trimodulares foram: entre os éxons 1 e 3 (n = 1), entre os 

éxons 3 e 4 (n = 3), entre os éxons 6 e 8 (n = 1).  

Nos três indivíduos não relacionados que integram o haplótipo E não foi 

observada a presença de pseudogene em seu alelo bimodular (C4A [7,0 kb] + CYP21A2 [3,7 kb] 

+ C4B [5,4 kb] + CYP21A1P/CYP21A2 [3,2 kb]). Ezquieta et al. (2006) descreveram um alelo 

bimodular semelhante, sem pseudogene e com uma cópia do CYP21A2 portador da 

mutação p.Q318X. Assim como Ezquieta et al. (2006), também observamos a mutação 

p.Q318X neste gene alelo. A diferença entre o alelo descrito e o aqui identificado é a cópia 

híbrida com ponto de recombinação entre os éxons 3 e 4, fazendo com que este haplótipo 

se separasse dos demais com ponto de recombinação na mesma região. Outra caractrística 

peculiar deste haplótipo é que os CYP21A1P/CYP21A2 não apresentam a p.P30L no éxon 

1, nem as outras mutações raras, como nos casos dos monomodulares negativos para 

p.P30L. 

O haplótipo D.II.1 da Tabela 15 do item resultado apresentou 2 alelos. Neste 

haplótipo a região de recombinação também se localiza entre o éxon 3 e éxon 4, mas neste 

híbrido há a presença da alteração p.P30L, ausência p.P34L, a presença da alteração rara 

p.H62L e a variante g.395T (rs6462) no íntron 2. Diferente então dos híbridos em alelos 

monomodulares que apresentam as mutações p.P34L e p.H62L sem a p.P30L e que na 

posição g.395 (rs6462) apresentam a variante C; estes genes híbridos, identificados nos 

bimodulares, apresentam a p.P30L, a p.H62L e a variante g.395T (rs6462). Sendo assim, 

estes híbridos podem ter se derivado de dois pseudogenes ancestrais diferentes, ambos 

apresentando a alteração rara p.H62L, mas em eventos de recombinação diferentes: o 

primeiro envolvendo perda de material genético e, o segundo não apresentando ganho e 

nem perda. O haplótipo D.II.1 de genes híbridos foi observado apenas nos alelos 

bimodulares.  

Os demais haplótipos apresentaram divergência no polimorfismo no íntron 2 

g.395T>C (rs6462), que é considerado hot spot para alterações polimórficas, nos 

polimorfismos g.683G>A (rs6474) presente no éxon 3, g.1586C>G (rs6477) e na mutação 

p.V281L ambos  no éxon 7. 
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Para estabelecer os haplótipos dos alelos bi- e trimodulares foram avaliados os 

pseudogenes (Tabela 16) quanto à presença das mutações e polimorfismos. Quando 

comparamos os diversos CYP21A1P, as regiões 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 divergência também foram observados nos genes híbridos que 

apresentaram o CL6 mutante. Como nos alelos trimodulares há presença de dois 

pseudogenes é mais difícil estabelecer exatamente as variações, mesmo com analise de 

segregação.  

 

4 - Comparação dos genes híbridos CYP21A1P/CYP21A2 dos alelos mono, bi e 

trimodulares 

 

 O número de alelos com uma cópia de pseudogene completa no lugar do gene foi 

significativamente maior nos alelos monomodulares (n = 7) que nos bimodulares (n = 2). 

Por outro lado, com exceção dos dois háplótipos de alelos únicos (Tabelas 14, 15, 

haplótipos A.I.1 e C.I.1.b), as composições nucleotídicas nos dois casos parecem similares, 

embora muitos alelos não tenham sido caracterizados completamente. 

 No grupo de genes com éxon 6 mutante e recombinação entre 6-8, os híbridos dos 

alelos mono (n = 5), bi (n = 3) e trimodulares (n = 1) não se igualam e divergem 

principalmente nos polimorfismos g.395 no íntron 2 e g.1645 no éxon 7 (Tabelas 14, 15, 

haplótipos A.II e D.I.c). Mais uma vez, dois haplótipos isolados, um de cada grupo, não se 

alinham com os demais (Tabelas 14, 15, haplótipos A.II.1 e F.I.e). 

 No grupo de genes com éxon 6 normal, considerando o ponto de recombinação 

entre os éxons 3 e 4, há duas vezes mais haplótipos no grupo dos bi e trimodulares (n = 22) 

do que nos monomodulares (n = 10), no entanto há apenas dois haplótipos que 

compartilham híbridos CYP21A1P/CYP21A2 com estruturas nucleotídicas semelhantes, o 

monomodular A.III.1 (Tabela 14) e o bimodular D.II (Tabela 15). Todas as outras 

formações foram características ou de monomodular ou de bimodular. Novamente, o ponto 

de divergência foi principalmente o g.395 onde nos alelos monomodulares predominou a 

variante C e nos bi a variante T. Os únicos que apresentaram a variante C nos bimodulares 
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foram os que portavam também a mutação rara p.H62L no haplótipo D.II.1 (Tabela 15). 

Outro ponto de divergência foi a p.P30L. O haplótipo monomodular AIII.2 não apresenta 

esta mutação, mas sim as p.P34L e p.H62L (Tabela 14), por outro lado o haplótipo 

bimodular que é negativo para pP30L não apresenta nenhuma das outras duas mutações 

(Tabela 15, haplótipo E). Esse haplótipo é característico do alelo que não possui 

pseudogene na sua composição, mas sim uma cópia do CYP21A2, inativa por carregar a 

mutação p.Q318X, e o gene híbrido. Da mesma forma os alelos trimodulares (Tabela 15, 

F.II.1) não apresentam a p.P30L, mas diferem dos demais por apresentarem a p.V281L. 

 Finalmente, no grupo com ponto de recombinação entre os éxons 1 e 3, novamente 

o SNP g.395 determinou a separação entre mono (n = 3) e bimodular (n = 6) (Tabelas 14 e 

15, A.IV e C.IV). 

Desta forma podemos sugerir que cada conformação alélica originou-se de 

eventos de recombinação diferentes aumentando a variabilidade destes alelos. Além disso, 

o grande número de haplótipos diferentes não indica a possibilidade de efeito fundador, 

nem para deleções, nem para conversões em larga escala, na propagação dos alelos 

afetados causadores de deficiência de 21-hidroxilase. 

Na Tabela 17 a relação fenótipo com genótipo não foi discordante na maioria dos 

casos, apenas o indivíduo Rio3Xa1 apresentou divergência em seu fenótipo que foi 

informado como PS enquanto seu genótipo indica NPS. Deve-se ressaltar aqui o fato de 

identificarmos alelos apenas com a região 5’UTR correspondendo ao pseudogene que 

devem estar ligados à forma NC (ARAUJO, R.S. et al., 2007), como no caso CI-13 (Tabela 

15, haplótipo C.IV.3), pois esta paciente com a forma clínica não clássica deve apresentar 

heterozigose composta com p.Q318X+p.R356W que são mutações reconhecidamente 

provocadoras da forma PS de deficiência de 21-hidroxilase. Já o haplótipo C.IV.a que 

apresenta também a p.P30L além de toda a região 5’UTR do pseudogene seria responsável 

pela forma NPS, como se observa nos pacientes homozigotos deste alelo (Tabela 17). O 

efeito virilizante simples deste haplótipo deve ser resultado do sinergismo das alterações na 

região promotora com o efeito na atividade enzimática provocado pela mutação p.P30L que 

é da ordem de não-clássica (ARAUJO, R.S. et al., 2005, BOBBA, A. et al., 2000, KYLLO, 

J.H., COLLINS, M.M. e DONOHOUE, P.A., 1995).
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• Em relação ao número de unidades RCCX, foram identificados 26 alelos mono, 26 

alelos bi e 5 trimodulares portadores de genes híbridos responsáveis pela deficiência 

de 21-hidroxilase em 56 pacientes.   

 

• Verificou-se um alto grau de variabilidade tanto nos alelos mono- como nos bi- e 

trimodulares dado pela recombinação em pontos diferentes dentro dos genes C4A e 

C4B e de CYP21A1P e CYP21A2; 

 

• Foram identificados 10 haplótipos mono, 15 haplótipos bi e 5 haplótipos 

trimodulares; 

 
• A avaliação molecular quanto às mutações e SNPs dos híbridos 

CYP21A1P/CYP21A2 e dos CYP21A1P identificou estruturas nucleotídicas 

características para cada configuração mono, bi ou trimodular formando haplótipos 

específicos; 

 

• Foi identificado um alelo monomodular novo portador da variante C4A
[6,4 kb] que se 

mostrou único inclusive quanto à formação híbrida CYP21A21P/CYP21A2. 

 

• Um haplótipo se distinguiu em 15% dos monomodulares por apresentar as mutações 

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 configuração 

CYP21A1P/CYP21A2 diferente onde há a presença da p.P30L e divergência no SNP 

g.395;  

 

• a p.P34L é uma mutação nova não 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 íntron 2 e no éxon 7 responderam pela diferenciação 

principal entre os híbridos tanto nos haplótipos de mesmo grupo como na 

comparação entre os de grupos diferentes; 

 

• Não se observou um haplótipo com freqüência expressiva; 

 

• Em conseqüência da variabilidade encontrada não foi possível estimar efeito 

fundador para nenhum dos haplótipos; 

 

• O uso de diferentes métodos de análise identificou haplótipos novos indicando que a 

combinação de técnicas de biologia molecular é bastante indicada para a 

genotipagem em casos com deficiência de 21- hidroxilase. 

   

• Os genes híbridos podem estar relacionados às formas clínicas perdedora de sal, não 

perdedora de sal e não clássica dependendo da região onde ocorreu a recombinação 

para sua formação. 
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