UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE
CAMPINAS

BC/40638
1B/81497

INSTITUTO DE BIOLOGIA

T/UNICAMP

L36



U

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINA

IVY FREITAS LAU

ANALISE MOLECULAR DE ALELOS MUTANTES
RAROS NO COMPLEXO GENICO DA ENZIMA 21-
HIDROXILASE

candidato (a)

AU

pelo (a)
£

Ly Fretan

Tese apresentada ao Instituto de Biologia da
Universidade  Estadual de  Campinas
(UNICAMP) para a obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Biologicas, area de
concentragio Genética Humana.

defendida
0ot/ 2000

tose
provada pela Comissao Julgasura.

Este exemplar corresponde A redagio final

Orieﬁta Jora: Profa. Dra. Maricilda Palandi de Mello

da

Campinas, 1999

j UNICAMP
SO IOTECA CENTRAM,



umoaoe__. . LR

N CHAMADA :

ot 311,06
TPRECO. S, U
Cowta. I8/03700

CM~00139017-1

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Lau, Ivy Freitas

Anélise molecular de alelos mutantes raros no complexo génico

da enzima 21-hidroxilase/Ivy Freitas Lau.-- Campinas, SP: [s.n.], 2000.
135f: ilus.

L36a

Orientadora: Maricilda Palandi de Mello

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia.

1. Hiperplasia congénita da adrenal. 2. Mutac&es. 3. Enzima
21-hidroxilase(CYP21). 1. Mello, Maricilda Palandi de. II. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. III. Titulo.



Campinas, 07 de janeiro de 2000

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. MARICILDA PALANDI DE MELLO (Orientadora) %(LMW@@@@M

Profa. Dra. MARGARETH DE CASTRO %/U/gm% 2 Gadie
J

Profa. Dra. EDI LUCIA SARTORATO N \M( Q\A \f"\ ‘\0




Andlise alelos raros no cluster génico da 21-OH

SUMARIO
LISTA DE FIGURAS E TABELAS ...t i
ABREVIATURAS UTILIZADAS . ......ooiiiioii et ettt iii
RESUMO ... .ottt ettt ettt v
ABSTRACT ... ettt ix
INTRODUGAO. ..o 1
1. Hiperplasia Congénita da Adrenal................cooiiiiiiiiiii e, 3
2. Estrutura e fungdo do cortex da Adrenal.................ooccooiiiiii 3
3. EStEIOIAO@ENESE. ... et 4
4. Deficiéncia da 21-hidroXilase............cccooviiiiiiiii i 7
5. Caracteristicas clinicas da deficéncia da 21-hidroxilase..................oocccooiiiii 8
6. Heranga € INCIAGNCIA. ..ottt ae e eeee e 10
7. Diagnostico 1aboratorial.............coooiriiiii e 11
8. A enzima 2 1-hidroXilase............ocooiiiiiiii e 12
9. Mapeamento do gene CYP21........coooiiiiiiiii e 13
10. Formagio de rearranjos génicos e variabilidade do cluster.....................coooii 16
11, MULAGOES POMIUAIS. .......oiuiiiiieiiie ettt ettt ettt e et e s e et et e et st esbe et et e e e et e seseeeeeens 19
12, MICTOCONVETSAOD. ........ovii ettt et e et et e et e et e ettt ee et e eh et eae e eateeb e ettt e et e s nne et 20
13. Mutagdes ausentes em CYP2IP..........oooi e 24
14, POlIMOTTISINIOS MEULIOS........ei ittt ettt ee bttt et e e bee et e et et eeaeaameneaneeaanes 27
15. Dificuldade na correlagio entre gendtipo € fendotipo..........oooe it 28
OBIE TV O e e 33
MATERIAL E METODOS ..........ooiioooooooooee oo 37
L CASUISTICA. ... ..ottt ettt eh ettt 39
2. ODbteNGAO AaS AMOSITAS. ........uoiiiiiiiiiii ettt ettt e et et e e e ettt ae e e e esbe e e ee e aaseeseneneenns 43
3. Extragdo de DNA gen6mico a partir de sangue total (Araujo et al., 1996)...............cccoccee. 43
4. Gel de ElEtTOfOIESE. .. .. ...ttt ettt e 44
5. Amplificagdo por reagdo de polimerizagdo em cadeia-PCR (Polymerase Chain Reaction).... 45
6. PCR alelo-€SPECIfICO. . ...iiiiiiiiii e 49
7. Reagao de SeqUENCIAMENTO. ... ...oci ittt ittt ettt ettt ettt e e e e e e e neens 50
8. Gel de SEQUENCIAMENTO. ... ...oiiieiitiiie ettt ettt ettt ettt ettt et e et te et e e 51
9. Analise da SEQUENCIA.............ocioiiiiiiii e e 52
10. Reagdo de digestdo com enzimas de restrigdo (Sambrook ef al., 1989)...........ccccoceiviinn. 52

11. Precipitagdo ressuspensdo do DINA. ... 53



Anilise alelos raros no cluster génico da 21-OH

12. Recuperagdo e purificag@o dos fragmentos..................o.ooooooiioiiioi oo 53
13. Transferéncia do DNA para suporte solido (‘Southern blotying’).......... e 54
14. Sondas UtiiZAA@S. ..........c.ooviiiii e, 55
15. Marcago das SONAAS. .............oovoiiiiii oo 56
15.1 Random PriMing.........occooiiiiiiiiit i, 56
16. Purificag@o da SONAa...........oooiiiiii e, 56
17. Pré-hibridizagd0o € HibridiZaGA0................ocoov oot 57
17 1PTé-hibridiZagB0. . ......oviiieiiiicce e e e, 57
T7.2HIBIAIZAGHO. ... e e e e 57
L8 LAVAZEIS. ...ttt ettt 58
19. Auto-radiografia e estripagem das membranas.........................cococoooiiiiiiiioi e, 58
RESULTADOS E DISCUSSAO........ccoooooiiioiiiioioooeoeoooeoeoeeeeeeeeeeee e 59
12 Parte: IDENTIFICACAO DE MUTACOES PONTUAIS.........cooooooooooooeooeoeooooo 62
1.Identificagdo da mutagBo LIOTR ...t e 65
2.1dentificagdo da mutagBo LI142P ... 67
3.1dentificagdo da mutagdo IVS2AS, A—>G,-2. ..o 69
4. 1dentificagdo da mutagdo H38+C.. ... e 73
5. Auséncia da mutagOes deMONSIIAVES. ... .............cooiiiiii it 75
6. 1dentificag@o de A8 ... ... e 79
7. Variagoes encontradas n0 gene CYP21..............cocooiiiiiiio oo 81
2* Parte: PADROES RAROS DE RFLP...............cooooiiiiiiiioiooiooeoeeeeeeeeeee 85
8.RFLP de 3,9 kb em ‘blot’ de Tag I com sonda para C4.......................c.cocooieiieeeeereeee 85
9.RFLP de 5,6 kb em ‘blot’ de Tag I com sonda para CYP21...............ocoooiiiiiiiiiiieee 90
CONCLUSOES.......ccooooooioeceeeee oo 95
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..................oooooiiiiiiiioiioiooeomoeoeoeeecoe oo 99



Anilise de alelos raros no "cluster” génico da 21-OH

LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1: Controle do eixo hipotalamo-hipofisario-cortex da Adrenal..............................
Figura 2: Esteroidogénese. Via metabélica dos hormonios esteroides...............oooniin.
Figura 3: Mapa do complexo génico da 21-hidroxilase.........................
Figura 4: Mecanismos de CONVErSa0 ZENICA. ............ocoiiiiiiiiiiii i
Figura 5: RFLP com a enzima Tag I dafamilia 22,
Figura 6: RFLP com a enzima 7ag [ da familia 26........................
Figura 7: Esquema do gene CYP21 e posigéo de anelamento dos 'primers' utilizados................
Figura 8: Seqiienciamento com Int3as e heredograma da Familia 10. Mutagdo L107R.................
Figura 9: Sequienciamento com Int3as e digestdo com Pvu IT do PCR Ex3ns-Ex6as da familia
24, Mutagdo LI42P . .
Figura 10: Segiienciamento com Ex8na do individuo 24Xal.............nn
Figura 11: Seqiienciamento com Int3as e digestdo com Pst I do PCR Ex3ns-Ex6as da familia
39. MUtagio IVS2, A—>G, =2, e
Figura 12: Seqiienciamento com Intlas e PCR alelo-especifico para a mutagdo H38+C..............
Figura 13: Seqiienciamento com Int3as e PCR alelo-especifico para a mutagdo Sp2 da familia

Figura 14: Sequenciamento com Int3as do individuo 26Xal. Mutagao A8+conversao................
Figura 15: Seqiienciamento com Proex!s indicando o polimorfismo de leucinas........................
Figura 16: RFLP com 'biot' de Taq I e hibridizagdo de sondas para C4 e CYP21 da familia 26 e
um Individuo NOTMAL .. ...
Figura 17: Mapa esquematico do gene C4 indicando localizagdo do sitio de Tag L....................
Figura 18: Digestio do fragmento de C4B1s-C4Blas com Taq I e seqiienciamento do
fragmento, familia 26. ...
Figura 19: Digestio do fragmento 3'21Bs-3'21Bas com a enzima Taq I e seqiiencimento do
fragmento, familia 22, ... ..o

Tabela 1: Mutagdes 'missense’ € ‘nonsense' no gene CYP21.................
Tabela 2: Mutagdes em sitios de 'splicing' no gene CYP21.................n.
Tabela 3: Microdelegdes e inser¢des no gene CYP21..........
Tabela 4: Familias que apresentam polimorfismos de RELP.........................
Tabela 5: Familias selecionadas para a analise de mutagdo pontual rara........................
Tabela 6: 'Primers’ utilizados para a selegio dogene CYP21...... ...

Tabela 7: Primers' desenhados para amplificar e seqlienciar o gene CYP21....................



Analise de alelos raros no “cluster” génico da 21-OH

Tabela 8: Primers' desenhados para amplificar regido 5' do gene C4B e 3' de CYP21................. 47
Tabela 9: Primers' desenhados para funcionarem em reagio alelo-especifica da mutagao

H 8 oo e 49
Tabela 10: Resumo das mutagdes identitficadas nas familias estudadas.............................oco. 64
Tabela 11: Tabela de polimorfismos na regido da jungdo intron 2/éxon 3...............cc.ccooevevinnenn. 77
Tabela 12: Polimorfismos encontrados em mais de um individuo....................ooooivniiieceen, 84
Tabela 13: Polimorfismos encontrados em um unico individuo em estudo.............c.cccooveernnns. 86
Tabela 14: MutagGes encontradas nas familias portadoras de alelos raros de RFLP..................... 92

it



Analise de alelos raros no ‘cluster’ génico da 21-OH

ABREVIATURAS UTILIZADAS

17-OHP- 17-hidroxiprogesterona

A4-A - Ad-androstenediona

ACTH - hormdnio adrenocorticotrofico

BSA - soro albumina bovina

C4 - gene do quarto componente do sistema complemento
cAMP - adenina monofosfato ciclica

cDNA - acido desoxirribonucléico complementar
cpm - contagens por minuto

CRH - hormdnio liberador de corticotropina
CYP21 - gene da enzima 21-hidroxilase

CYP21P- pseudogene da 21-hidroxilase

DNA - acido desoxirribonucléico

DHEA - desidroepiandrosterona

DMSO - dimetilsulfoxido

dNTP - conjunto de quatro desoxirribonucleotideos
DOC - desoxicorticosterona -

EDTA - etilenediaminotetracetato dissdédico.2H,0O
HCA - hiperplasia congénita da adrenal

HLA - antigenos leucocitarios humanos

kb - quilobase

mRNA - 4cido ribonucléico mensageiro

NADPH - nicotinamida adenina nucleotideo fosfato reduzida
nt- nucleotideo

pb - pares de bases

PCR - reag@o em cadeia da polimerase

RNA - acido ribonucléico

rpm - rotagdes por minuto

SDS - dodecil sulfato de soédio

TBE - tampéo Tris/Borato/EDTA

TE - tampdo Tris/EDTA

i1



RESUMO




Andlise de alelos raros no ‘cluster’ génico da 21-OH

A Hiperplasia Congénita da Adrenal (HCA), uma doenga autossdmica recessiva que resulta
na deficiéncia de produ¢do de cortisol, é causada em >90% dos casos pela deficiéncia da
enzima 21-hidroxilase (210H). A doenca é monogénica e o gene foi mapeado no brago
curto do cromossomo 6, em intima associagio com Complexo Maior de
Histocompatibilidade Humano. Existem duas cépias do gene da 210H no genoma humano:
CYP21 e CYP21P. Apesar da alta homologia existente entre as duas cOpias (98% entre
éxons), apenas CYP21 é um gene funcional, enquanto CYP21P € um psedogene, devido a
vérias mutacdes deletérias adquiridas. Cada gene estd associado a um dos genes que
codificam para o quarto componente do Sistema Complemento, C4A e C4B, formando
duas unidades duplicadas que se repetem em tandem. O alto grau de homologia entre as
unidades C4A/CYP21P and C4B/CYP21 facilita a ocorréncia de pareamento desigual nesta
regido. Alelos com deficiéncia da enzima 210H surgem freqiientemente através de dois
mecanismos de recombinacgio entre os genes CYP21 e CYP21P: o ‘crossing-over’ desigual
durante a meiose, originando alelos com dele¢Ges génicas; e a conversdo génica, que resulta
na transferéncia de mutag¢des presentes no pseudogene para o gene CYP21. Os eventos de
dele¢do e conversdo génica em larga escala tém sido estudados por ‘Southern blot’ e
hibridizagio com sondas especificas para CYP21 e C4, enquanto que as microconversoes
sdo analisadas por ASOH e PCR alelo-especifico. Estudos inicias revelaram que
aproximadamente 15% dos alelos ndo apresentavam nenhuma alterag@o detectavel por estes
métodos, indicando talvez que novas mutacOes poderiam ser responsdveis pela doenga.
Neste estudo, no intuito de pesquisar por possiveis novas mutagdes, seqiienciamos por
inteiro o gene CYP21 em 7 familias onde nenhuma mutagdo foi encontrada em pelo menos
um dos alelos. Quatro novas mutagdes foram descritas neste trabalho. As muta¢des L107R
e L142P sdo mutagdes do tipo ‘missense’, que resultam na subtitui¢do de aminoacidos,
levando i diminuicdo da eficiénica da enzima. A mutagdo IVS2AS,A—G,-2 estd
posicionada no dinucleotideo conservado do sitio de ‘splice’ do intron 2, o que interfere na
formagdo de um mRNA funcional a partir deste alelo. A mutacdo H38+C refere-se a
insercio de um nucleotideo no exon 1 do gene CYP21, levando a alteragdo do quadro de
leitura e terminagdo prematura da tradu¢do do mRNA, devido a criagdo de um ‘stop’ c6don.
Identificou-se a mutagdo A8 em um paciente, resultante de um evento mais extenso de
microconversio em um dos pacientes, que ndo havia sido anteriormente detectado. Nao foi
possivel identificar nenhuma mutagdo nova em dois pacientes da amostra. Entretanto, a
perda de um alelo durante a realizagdo de PCR poderia explicar a auséncia de mutagoes.
Em nossa amostra, a ndo amplificagfo alélica foi associada aos genétipos C/A ou C/G, na
posicdo 656 do gene. Dois padrdes raros de RFLP com a enzima Tagq I para os genes C4 e
CYP21 foram caracterizados. A banda de 3,9 kb para o gene C4 foi originada pela criagio

vii
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de um sitio de restri¢do de Tagq I, resultante da mutagio G—A na posigio 116 do gene C4.
A banda de 5,6 kb para o gene CYP21 foi criada em conseqiiéncia da perda de um sitio de
restricdo para Taq I na regido 3’ do gene, resultante da mutagdo C—T na posicdo 3653.
Apesar de ambos os alelos n@o estarem relacionados diretamente na doenga por deficiéncia
da 21-hidroxilase, a sua presenca interfere significativamente na interpretagdo de ‘blots’

com a enzima.
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Congenital Adrenal Hyperplasia (CAH), an autosomal recessive disorder resulting in
cortisol deficiency, is caused by 21-hydroxylase (21-OH) deficiency in >90% of cases. This
monogenic disorder is closely linked to the HLA major histocompatibility complex on the
short arm of chromosome 6. There are two 21-OH genes in the human genome: CYP21 and
CYP21P. Despite of the high homology shared by copies (98% identical in exons), only
CYP21 is a functional gene whereas CYP21P is a pseudogene, due to various deleterious
mutations. Each gene is associated with one of fourth component of Complement genes,
C4A and C4B, producing tandemly duplicated units. The high degree of homology between
the units C4A/CYP21P and C4B/CYP21 facilitates unequal crossover in this region.
Deficiency alleles frequently arise from recombination mechanisms between CYP21 and
CYP21P genes: unequal crossover during meiosis, originating gene deletions, and gene
conversion, resulting in the transfer of mutations from CYP21P to CYP21. Gene deletion
and conversion events in large scale have been studied by Southern blot hybridization with
CYP21 and C4 specific cDNA probes. Microconversion events have been identified by
ASOH and allele-specific PCR. Early studies have demonstrated that about 15% of the
alleles have no alterations detectable by this methodology, which possibly indicates that
new mutations may account for the disease. In this study, in order to search for putative
new mutations, we have sequenced the entire CYP21 gene of 7 families where no
alteration was identified at least in one of alleles. Four new mutations were here described.
The L107R and L142P are missense mutations, which result in aminoacid substitutions and
would account for enzymatic impairment. The IVS2AS,A—G,-2 mutation is located in the
conserved dinucleotide splice site, which interferes with the formation of a functional
mRNA from this allele. The H38+C is a nucleotide insertion in exonl leading to frameshift
and premature termination of translation, due to creation of a stop codon. A A8 mutation
originated by a more extensive microconversion event was identified in one patient. Two
patients failed to carry any demonstrable mutation, but allele dropout during PCR might
account for the absence of new mutations. In our study, the allele dropout was associated to
the genotypes C/G or C/A, at 656 position. We were also able to characterize two rare Tag 1
RFLP alleles. The C4 gene 3,9 kb Tag I fragment results from a new Tag I restriction site
created by the G—A mutation, at nt 116. The CYP21 5,6 kb Tag I fragment was originated
in consequence of the lost of Tag I restriction site in the 3’region of CYP21, due to C—>T
mutation, at nt 3653.
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1. Hiperplasia Congénita da Adrenal

Hiperplasia Congénita da Adrenal (HCA) é o termo aplicado para a familia de
patologias enddcrinas inatas resultantes da deficiéncia de uma das cinco enzimas requeridas
para a sintese do cortisol a partir do colesterol (Calliari, 1992; White ez al., 1987a, 1987b;
Huma et al., 1995; Migeon e Donohoue, 1991). O cortisol € sintetizado num processo
denominado de esteroidogénese, localizado no cértex da adrenal (Higashi ez al., 1988a;
Miller e Morel, 1989).

2. Estrutura e func¢io do cortex da Adrenal

As glandulas adrenais, ou supra-renais, situam-se no poélo superior de cada um dos
rins e s3o constituidas por duas camadas distintas: o cOrtex, mais periférico, e a medula,
localizada ao centro. Por terem origem embrionaria diversa (mesoderme e ectoderme,
respectivamente) estas duas camadas podem ser consideradas dois orgdos distintos, unidos
apenas topograficamente (Monte ef al., 1998; New et al., 1989). O cortex é formado por
trés camadas concéntricas histologicamente distintas: a zona glomerulosa, sendo a mais
externa e constituindo aproximadamente 15% do cortex; a zona fasciculada, intermediaria,
abrangendo 75% do cortex; e a zona reticular, a mais interna, com 10% (Junqueira e
Carneiro, 1990). No cortex da adrenal sdo sintetizados 3 grupos de horménios a partir do
colesterol: os mineralocorticoides, os glicocorticoides e o0s esterdides sexuais,
predominantemente esterdides ‘androgénicos (Junqueira e Carneiro, 1990; Miller, 1991;
New et al., 1989). Além das diferengas histoldgicas entre as zonas do cortex, existe também
variagdo na atividade de algumas enzimas esteroidogénicas, resultando na secregio
diferenciada dos esterdides: a zona glomerulosa é responsavel pela secre¢do do principal
mineralocorticoide, a aldosterona; a zona fasciculada produz e secreta os glicocorticoides e,
eventualmente, androgenos; e a zona reticular € produtora de androgenos (Monte et al.,
1998; New ef al. 1989; White et al., 1994; Junqueira e Carneiro, 1990).

O cortisol € o principal glicocorticoide produzido pelo cortex da adrenal e
quantitativamente € seu principal produto de secregdo (Calliari, 1992; New et al.,1989;
White et al, 1994). Afeta principalmente o metabolismo proteico, lipidico e dos

carboidratos. Promove catabolismo proteico, com conseqiiente elevagio da produgdo de
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glicogénio (neoglicogénese) e a elevagdo da concentragio da glicose no plasma sangiiineo
(Junqueira e Carneiro, 1990). A aldosterona e outros esterdides com atividade de
mineralocorticéides (corticosterona e desoxicorticosterona) atuam nos tabulos renais
aumentando a reabsor¢io de ions de sodio pelos rins, da saliva e trato gastrico (Miller e
Morel, 1989, White et al, 1994). Os androgenos da adrenal, principalmente a
androstenediona e a testosterona, sdao responsaveis pelo desenvolvimento sexual normal e
caracteres sexuais secundarios no homem e pelos pélos pubicos e axilares nas mulheres
(New e Crawford, 1994, Calliari, 1992; Miller e Morel, 1989). As mesmas enzimas que
produzem os horménios esterdides na adrenal s@o necessarias para a produgdo de
testosterona e estrogeno pelas gonodas (New, 1994; Speiser e New, 1989)

A sintese de cortisol na zona fasciculada esta sob o controle do Horménio
Adrenocorticotrofico (ACTH) produzido pela adeno-hipofise. Sua secregao € controlada e
induzida pelo sistema nervoso central, através da acdo Hormonio Liberador de
Corticotropina (CRH) produzido pelo hipotalamo. Os niveis circulantes de cortisol
plasmatico, por sua vez, sdo responsaveis pelo controle do eixo hipotalamico-hipofisario-
adrenal, regulando a produgdo do ACTH e do CRH, num mecanismo denominado de
retroalimentagdo ou ‘feedback’ negativo (figura 1A) (Strachan, 1990;White et al., 1987a;
New, 1995; Calliari ef al., 1992, Speiser e New, 1989). Altos niveis de cortisol no soro
inibem a liberagdo de CRH e ACTH enquanto que baixos niveis tém atuagio contraria. O
hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH), secretado pela hipdfise, age diretamente nas
células da zona fasciculada, mobilizando o colesterol de seus reservatorios para a
esteroidogénese, aumentando a sintese de cortisol (Miller e Levine, 1987; Calliari, 1992;

Monte et al., 1998; New e Crawford, 1994, Miller e Morel, 1989; White et al., 1994).

3. Esteroidogénese

Ao se ligar aos receptores de superficie das células do cortex da adrenal, o ACTH
ativa a adenilato ciclase e aumenta os niveis intracelulares de 3°-5° monofosfato de
adenosina ciclica (cAMP). Quinases dependentes de cAMP, ao seu turno, estimulam a
fosforilagdo e ativagdo da colesterol éster hidrolase, enzima responsavel pela mobilizagio

do colesterol das reservas citoplasmaticas. O colesterol livre é transportado para a
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mitocondria onde € convertida para pregnenolona, pela enzima colesterol 20,22-desmolase
(P450s.) (figura 2).

Normal HCA |
Hipotalamo Hipotilamo
..
/ l CRH l CRH
Hipofise Hipofise
Y l ACTH i ACTH
) :
E Cértex Cortex
Adrenal Adrenal
Cortisol pr——
] B
A 1 B

Figura 1. Regulagdo da producdo de cortisol através do sistema de ‘feedback’ negativo
sobre o eixo hipotalamo-hipofisario. A. Sob condi¢des normais, o cortisol produzido no
cortex da adrenal inibe a liberagdo dos hormoénios CRH ¢ ACTH. B. Em individuos
afetados por HCA, nZo ocorre a inibig¢do do eixo hipotalamo-hipofisario, superestimulando
o cortex da adrenal. Extraido de New et al. (1989).

(Migeon e Donohoue, 1991; Miller e Morel, 1989; Miller, 1991; White et al., 1987a, b;
New ef al., 1989). A enzima colesterol 20,22-desmolase é uma enzima especifica
mitocondrial da familia do citocromo P450, ligada & membrana interna. A pregnenolona
formada ¢ precursora em comum dos esteroides produzidos na adrenal. O aumento da
producdo de pregnenolona ¢ o efeito imediato do estimulo do ACTH no processo da
esteroidogénese. O estimulo prolongado pelo ACTH resulta no aumento da sintese das
quatro enzimas citocromo P450 requeridas para a sintese do cortisol e enzimas para
armazenamento, sintese e transporte de colesterol, através do estimulo da transcrigdo dos
genes correspondentes, por fatores ainda nio elucidados (White et al., 1987, New et al.,
1989; Miller e Morel, 1989; Miller, 1991).

Na via dos glicocorticéides, a pregnenolona formada deixa a mitocondria e, no
reticulo endoplasmatico, € desidrogenada na posigdo 3 pela 3B-hidroxiesterdide

desidrogenase (3B-HSD), originando o composto progesterona. A quase totalidade da
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progesterona produzida na zona fasciculada € hidroxilada na posi¢do C-17a por uma
enzima microssomal especifica, a 17a-hidroxilase (P450c17), formando 17-
hidroxiprogesterona (17-OHP). No passo seguinte, a 17-OHP ¢ hidroxilada na posi¢do 21
por outra enzima microssomal da familia do citocromo P450, a 21-hidroxilase (P450c21),
produzindo o esterdide 11-desoxicortisol. O composto é transportado de volta para a
membrana interna da mitocdndria, onde sofre hidroxilagdo por uma quarta enzima da
familia do citocromo P450, a 11f-hidroxilase (P450c11), finalmente dando origem ao
cortisol (figura 2) (New et al., 1989; White et al., 1987a, c¢; Migeon e Donohoue, 1991;
Miller e Morel, 1989; Miller, 1991; Huma et al., 1995).

A produgdo e secreg@o da aldosterona, o principal mineralocorticoide, esta sob o
controle do sistema renina-angiotensina, que € ativado pela queda nos niveis plasmaticos de
sodio, da pressdo arterial renal e perda aguda de volume e eletrolitos (White er al., 1987a,
b; New et al., 1989). A angiotensina atua via receptores especificos que utilizam a proteina
quinase C como segundo mensageiro. Na via sintética da aldosterona, nao ha a agdo da
17a-hidroxilase sobre a progesterona, pois esta enzima nio € produzida na zona
glomerulosa. A progesterona é sucessivamente hidroxilada nos carbonos 21, 11B e 18,
formando respectivamente desoxicorticosterona, corticosterona e 18-hidroxicorticosterona,
utilizando as mesmas enzimas envolvidas na produg@o do cortisol (P450c21 e P450c11).
Posterior oxidag@o da 18-hidroxicorticosterona pela enzima P450c11 origina a aldosterona
(Miller e Morel, 1989; New ef al., 1989).

Na via dos androgenos, a enzima P450c¢17 atua como 17,20-liase, convertendo a 17-
hidroxipregnenolona e 17a-hidroxiprogesterona nos androgenos desidroepiandrosterona
(DHEA) e A4-androstenediona, respectivamente. O androgeno DHEA da origem a A4-
androstenediona, pela agdo da 3f3-HSD, que é reduzida a testosterona pela enzima 17-

cetoesterdide redutase (New et al., 1989; Huma et al., 1995).

4, Deficiéncia da 21-hidroxilase

A deficiéncia da enzima 21-hidroxilase é a forma mais comum de HCA, sendo

responsavel por aproximadamente 90% dos casos (White et al., 1987a, b; Miller e Levine,
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1987; New et al., 1989; New et al., 1983). A deficiéncia das enzimas 11B-hidroxilase, 17a-
hidroxilase e 3B-hidroxiesterdide desidrogenase também séo relatadas como causadoras de
HCA.

Em portadores da deficiéncia da 21-hidroxilase o composto 17-OHP ndo ¢€
convertido a 11-desoxicortisol, tornando ineficiente a sintese de cortisol. Os baixos niveis
de cortisol plasmatico induzem o desbloqueio do ‘feedback’ negativo existente,
determinando o aumento da secre¢do do horménio ACTH no sangue por parte da
adenohipofise (figura 1B) (Strachan, 1990; Huma et al, 1995). Além de estimular a
hiperplasia do cortex da adrenal, a atuagdo do ACTH sobre as células da zona fasciculada
induz a transcricdo das enzimas esteroidogénicas, principalmente P450ssc (Miller, 1991;
New, 1989). O processo culmina na super produgdo e acumulo dos compostos que
antecedem o bloqueio: a progesterona, na via dos mineralocorticoides, e a 17-OHP, na via
dos glicorticdides. Como conseqiiéncia, ocorre um desvio da sintese no sentido da produg@o
e secregio dos androgenos desidroepiandroesterona (DHEA) e Ad4-androstenediona
(considerado um adrégeno de atividade moderada), sendo este uGltimo convertido a
testosterona, em niveis muito acima do normal (Calliari ez al., 1992; White ef al., 1987,
Miller e Morel, 1989; Migeon e Donohoue, 1991). As fungdes do cortex da adrenal estdo
totalmente ativas a partir do 3° més de gestagdo, expondo o feto a niveis aumentados de
androgenos numa fase critica para o desenvolvimento sexual, originando individuos

femininos com ambigiiidade genital ao nascimento.

5. Caracteristicas clinicas da deficiéncia da 21-hidroxilase.

A HCA por deficiéncia da 21-hidroxilase ocorre num amplo espectro de variantes
clinicas que podem ser agrupadas em duas categorias: cldssica, apresentando duas divisdes
fenotipicas, perdedora de sal (PS) e virilizante simples (VS), e a ndo-classica (NC). No
geral, o quadro clinico da doenga depende da intensidade e do nivel do bloqueio enzimatico
(Calliari ez al., 1992; Miller e Morel, 1989; New, 1995; Helmberg, 1993; Miller, 1991).

A forma classica da deficiéncia da 21-hidroxilase envolve bloqueio completo ou
proximo do total da atividade enzimatica da 21-hidroxilase e esta clinicamente presente ao
nascimento (Strachan, 1990; Helmberg, 1993; Miller, 1991). Assim, o neonato do sexo

feminino apresenta ambigiiidade genital em diversos graus, variando de uma leve
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clitoromegalia até a completa fusdo dos grandes labios formando um escroto, sem que este
no entanto apresente gonadas.

O sexo genético e a diferenciagdo gonadal sdo sempre normais em pacientes com
HCA. A diferenciagdo dos 6rgdos internos masculinos estdo sob o controle de mais dois
hormonios produzidos em quantidades suficientes apenas pelos testiculos: a testosterona,
que direciona a formagao das estruturas genitais masculinas a partir dos ductos de Wolff, e
o Hormoénio anti-milleriano (AMH), que suprime o desenvolvimento dos ductos
Miillerianos nas estruturas internas femininas. O AMH esta sempre ausente no sexo
feminino, mesmo nos casos de virilizagdo externa severos, nao havendo desenvolvimento
de estruturas internas masculinas. Assim, a genitalia interna feminina, a saber utero, ovarios
e tergo superior da vagina, sio sempre normais (Grumbach et al., 1985; New et al., 1989,
Huma ef al., 1995).

Cerca de 25% dos casos classicos de deficiéncia da 21-hidroxilase sdo capazes de
sintetizar aldosterona em quantidade suficiente e sio denominadas virilizantes simples
(VS). Sao reconhecidos como portadoras da forma classica VS de HCA os individuos do
sexo feminino com genitalia externa ambigua virilizada resultante do excesso de
andrégenos e aumento na concentragio de 17-OHP, mas sem deficiéncia de
mineralocorticoides. Em individuos do sexo masculino portadores da forma VS de HCA, o
principal sintoma capaz de identificar a HCA por deficiéncia da 21-hidroxilase sao sinais
de virilizagdo precoce devido ao excesso de androgenos, como aparecimento de pélos
pubicos, faciais e axilares e desenvolvimento precoce da genitalia e a dosagem laboratorial
de 17-OHP aumentada. Pacientes com esta forma de HCA podem apresentar um aumento
da atividade da renina plasmatica, que reflete a hiperestimulagio da via dos
mineralocorticéides (Miller e Morel, 1989; Huma et al., 1995; New et al., 1989).

Na forma classica perdedora de sal (PS), os sinais de hiperandrogenismo n3o sio
distintos daqueles apresentados peios portadores de HCA forma virizilizante simples. A
caracteristica que os distingue ¢ a capacidade de sintetizar ou ndo quantidade suficiente do
mineralocorticoide aldosterona. E a forma mais grave da doenga, induzida pela completa
auséncia da enzima 21-hidroxilase (Helmberg, 1993). A incapacidade de sintetizar
aldosterona leva a crises de perda de sal, associadas com graves hiponatremia, hipercalemia
e hipovolemia com acidose metabolica, perda do tonus vascular e choque hipovolémico,

que em muitos casos € fatal. Os sintomas de perda de sal podem ocorrer a qualquer instante
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apos os primeiros dias de vida, enquanto que a virilizagdo pode se tornar evidente apos 18
meses de idade. Casos classicos VS ou PS de HCA por 21-hidroxilase ndo tratados
originam criangas altas, com rapido desenvolvimento somatico e avango da idade Ossea
induzida pelos andrégenos, mas que se tornam adultos mais baixos do que o esperado,
devido a calcificagdio prematura das epifises (diMartini-Nardi ef al., 1986, New, 1994;
New, 1995; Migeon e Donohoue, 1991).

A variante ndo-classica (NC) da deficiéncia da 21-hidroxilase foi primeiro
identificada em estudos genéticos de familias em que a forma classica da doenga havia sido
caracterizada (New, 1994). Esta forma n3o resulta em ambigiiidade genital na menina
recém-nascida e as caracteristicas clinicas devido ao excesso de androgenos sio muito
variaveis, podendo aparecer em qualquer idade, mais freqiientemente na puberdade e na
vida adulta. Pode resultar em desenvolvimento prematuro de pélos pubianos em crianga,
acne cistica severa e numa baixa estatura na vida adulta. Aproximadamente 30% das
mulheres com queixa de hirsutismo e com sindrome de ovario policistico sdo portadoras de
deficiéncia ndo classica da 21-hidroxilase. As mulheres na idade adulta podem ainda
apresentar irregularidades menstruais, amenorréia (secundaria), infertilidade e hirsutismo

(New e Crawford, 1994; New et al., 1989).

6. Heranca e Incidéncia

Em 1956, foi demonstrado que a HCA por deficiéncia da 21-hidroxilase ocorria
freqiientemente entre irmdos, independentemente do sexo, e que os pais ndo eram afetados.
Concluiu-se assim que esta era uma doenga genética transmitida de forma autossdmica
recessiva, com o risco de 25% de ocorréncia na prole. Os pacientes sdo homozigotos para o
gene mutante e os pais s30 heterozigotos obrigatorios (Migeon e Donohoue, 1991).

A incidéncia da deficiéncia da 21-hidroxilase varia consideravelmente dependendo
do grupo populacional estudado (Miller e Morel, 1989). A anilise de neonatos na
populagio mundial demonstrou que a doenga ocorre numa incidéncia ao redor de 1:14.000
nascimentos para a forma classica da HCA. A freqii€éncia calculada para o gene mutante,
através da equagio de Hardy-Weinberg, foi de 1 para 60 para portadores heterozigotos
(Pang 1998, Miller e Morel, 1989). Entretanto, este calculo exclui dois grupos

populacionais que apresentam alta freqiiéncia de HCA, provavelmente devido a endogamia:
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o grupo esquimé Yupik do Alaska, com incidéncia de 1:280 e a populagio da ilha francesa
Réunion do Oceano Indico, com incidéncia de 1:2.000 (Miller e Morel, 1989; Speiser et al.,
1992a). A forma ndo classica da doenga é muito mais comum, com incidéncia de 1:100
(Pang, 1988; New, 1998). Entretanto, os dados sdo muito variaveis e aiguns grupos étnicos
demonstraram possuir taxas muito maiores para a doenga. Estudos indicam que a incidéncia
da forma néo classica de HCA € de 1:27 entre Judeus Ashkenasi, 1:40 entre Hispanicos e

de 1:50 entre Eslavos (Miller e Morel, 1989; New, 1998).

7. Diagnéstico laboratorial

A HCA por deficiéncia de 21-hidroxilase é diagnosticada inicialmente pelos
sintomas clinicos de ambigiiidade genital em meninas e quadros de perda de sal ao
nascimento. Na forma PS pode-se detectar hiponatremia, hipercalemia e baixos niveis de
aldosterona no plasma e urina, além de atividade elevada de renina plasmatica (Calliari,
1992).

O diagnéstico laboratorial € feito principalmente através de dosagem hormonal. Os
niveis dos precursores de cortisol e androgenos adrenais sdo elevados em portadores ndo-
tratados de deficiéncia classica da 21-hidroxilase. Os niveis de cortisol aparecem na
quantidade limite para identificagdo direta. Ja o substrato da 21-hidroxilase, a 17-OHP, esta
freqiientemente centenas de vezes acima do valor normal, possibilitando diagndstico
laboratorial pela detecgdo por radioimunoensaio (Dupont ef al., 1980; White et al.; 1987b).
A elevagdo basal na concentragido sorologica de 17-OHP é diagndstico para a forma
classica de HCA. A mensurag@o de outros esterdides como 17-hidroxipregnenolona, DHEA
(desidroepiandrosterona) e androstenediona também auxiliam no diagnostico, ao excluir a
possibilidade de deficiéncia de outras enzimas esteroidogénicas (Miller, 1991). Em todos os
casos de HCA a dosagem da 17-OHP, pregnenolona, 17-OH-pregnenolona, DHEA,
testosterona, 11-desoxicortisol e cortisol pode ser feita apos estimulo endovenoso da
adrenal com ACTH sintético, para comparagdo com os niveis basais do hormonio. Os casos
nao-classicos sdo corretamente identificados apenas apos este procedimento. New ef al.
(1983) realizaram dosagens de 17-OHP basal e apos estimulo por ACTH em individuos
afetados pelas trés formas de HCA, individuos heterozigotos e populagdo em geral, apos o

qual foram capazes de estabeler padrdes caracteristicos para cada grupo. Além dos exames
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laboratoriais, é importante também a determinagdo do cariétipo do recém-nascido para
confirmagdo do sexo e ultra-sonografia pélvica para visualizagdo dos orgaos genitais
internos (Miller, 1991; Migeon e Donohoue, 1991).

O tratamento do paciente é feito por substituigdo hormonal continua a fim de suprir
a falta de glicocorticdides e mineralocorticoides e impedir a produgdo excessiva de
androgenos. A forma PS requer também tratamento com mineralocorticoides, sendo
utilizado normalmente 9a- fluorohidroxicortisona (New ez al., 1989).

E possivel realizar tratamento pré-natal através da administragio de um analogo do
cortisol, a dexametasona, 0 que aumenta a importancia de diagndstico pré-natal (Owerbach
et al., 1992; Speiser et al., 1990; Rumsby & Honour, 1990). O objetivo principal € evitar a
virilizagdo da genitalia externa feminina, a pseudopuberdade precoce nos meninos ou uma
possivel cirurgia corretiva (Migeon & Donohoue, 1991; White ef al., 1989). Os estudos
genéticos, principalmente os de estrutura molecular, tém contribuido para o esclarecimento
das formas alteradas que podem ocorrer no complexo génico da 21-hidroxilase,
possibilitando o desenvolvimento de técnicas mais precisas e eficientes de diagnostico. A
alta incidéncia na populagdo em geral e risco de recorréncia de 25 % na irmandade, aliados
a gravidade dos sintomas e aos bons resultados obtidos quando o tratamento € precoce,

tornam fundamental o estudo detalthado da deficiéncia da enzima 21-hidroxilase.

8. A enzima 21-hidroxilase

Das cinco enzimas participantes da sintese do cortisol, quatro sdo membros da
familia do citocromo P450: colesterol 20,22-desmolase (P450sc), a 17a-hidroxilase
(P450c17), a 21-hidroxilase (P450c21) e 11B-hidroxilase (P450c11). Citocromos P450
fazem parte de uma superfamilia de monoxigenases (oxidases e peroxidases), portadoras de
um grupamento heme, que metabolizam uma ampla variedade de compostos lipofilicos. No
figado, estdo envolvidas no metabolismo de drogas ou substdncias exdgenas em geral,
enquanto na adrenal apresentam fungio especifica na esteroidogénese. As enzimas de P450
apresentam algumas caracteristicas em comum, que incluem alto grau de conservagido dos
residuos hidrofobicos € um peptideo de ligagdo do grupamento heme altamente conservado,
um residuo de cisteina, proximo ao terminal carboxilico. As enzimas P450 microssomais

apresentam cauda hidrofébica amino-terminal que ancora a enzima a membrana e as
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enzimas P450 mitocondriais apresentam uma seqiiéncia sinal amino-terminal que direciona
o transporte da proteina até a membrana interna da mitocondria, apos o qual o sinal €
clivado (New et al., 1989; Huma et al., 1995).

A enzima 21-hidroxilase (P450¢21) é uma enzima microssomal que apresenta
atividade de 21-hidroxilagdo dos substratos 17-OHP e progesterona, quando em presenga
de NADPH-P450 redutase. A enzima constitui de um polipeptideo simples com peso
molecular de aproximadamente 52.000 Da. E bastante conservada em mamiferos e pode
conter 494 ou 495 aminoacidos, devido a um polimorfismo de repetigdes CTG (leucina) no
éxon 1 do gene, a partir do codon 6. O gene pode conter 4 ou 5 repetigdes CTG, sem que
haja prejuizo para a atividade enzimatica (Higashi et al., 1986; Rodrigues ef al., 1987). A

seqiiéncia por nds utilizada neste trabalho possui o polimorfismo de 5 repeti¢des de CTG.

9. Mapeamento do gene CYP21

O mapeamento do gene da 21-hidroxilase CYP21) teve seu inicio com o isolamento
do citocromo P450c21 bovino, por Kominami ef al. (1980). A partir da proteina foi
possivel obter anticorpos contra 21-hidroxilase e utiliza-los para realizar varredura
(‘screening’) de colbnias bacterianas contendo mRNA extraido de adrenal bovina em
vetores de expressio. Uma vez o mRNA isolado, foi possivel realizar retrotranscrigdo dos
mesmos e, ap0s testes de confirmagdo, utilizar o cDNA de 21-hidroxilase bovino como
sonda heterdloga para isolar o transcrito de P450 em biblioteca de cDNA humano (Migeon
e Donohoue, 1991). O ¢cDNA humano foi entdo utilizado para isolar e caracterizar a
estrutura de DNA dos genes humanos e também para identificar a primeira dele¢do como
causa de HCA (White e? al., 1984a).

Existem, no braco curto do cromossomo 6, ligados ao Complexo Maior de
Histocompatibilidade (CMH), duas copias do gene da enzima 21-hidroxilase, CYP21P e
CYP21 (Levine et al., 1978; Carrol et al.,1984; Strachan e White, 1991). Estes por sua vez
estio intercalados com genes que codificam para o quarto componente do Sistema
Complemento (C4A e C4B), todos com a mesma orientagdo de transcrigdo. Estes genes

estdo localizados na regido para HLA classe III, entre as regides para HLA classe I e II,
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como visto na figura 3 (White ez al, 1984b;White et al., 1985; Carroll et al., 1985a,
Dupont et al., 1977, Dupont ef al., 1980, Dunham et al., 1989). O sequienciamento dos
genes revelou que ambos apresentam aproximadamente 3,0 kb, sendo compostos por 10
éxons (Higashi et al, 1986; White et al, 1986). Embora os genes CYP21 e CYP21P
possuam 98% de homologia em seus éxons e 96% entre seus introns, apenas CYP21 € um
gene ativo. CYP21P € um pseudogene, isto €, ndo produz proteinas funcionais, como
consequéncia de varias mutagdes deletérias adquiridas (White e Crawford, 1989, New,
1994; Strachan, 1989; Migeon e Donohoue, 1991; White et al., 1984a; White ef al., 1985,
White et al., 1986; Rumsby et al., 1988; Carrol et al., 1985b; Werkmeister ef al., 1986). As
primeiras mutagdes descritas para o pseudogene incluem uma delegdo de 8 pb no éxon 3,
inser¢ao de uma base no éxon 7 (estas duas provocando mudanga de quadro de leitura ou
“‘frameshift’”) e uma substitui¢do de uma base no éxon 8 (Higashi et al., 1986). Cada um
dos genes CYP21 esta posicionado a 3 kb dos genes C4, altamente homologos, formando
duas unidades de 30 kb que se repetem em tandem, C4A/CYP21P e C4B/CYP21 (White et
al., 1985). Este arranjo sugere a ocorréncia de uma duplicagdo ancestral da unidade de
DNA de 30 kb (White et al., 1985; Strachan, 1990; Helmberg, 1993). Embora ainda nio
seja claro em que ponto da evolugdo ocorreu esta duplicagdo, sabe-se que é anterior a
separag@o dos primatas 5-7 milhdes de anos atras. Encontrou-se duplicagéo da unidade em
ratos, camundongos, gado e ovelha (Higashi et al., 1986). Existem porém mamiferos que
aparentam possuir genes CYP21 e C4 unicos, como a baleia, o cavalo, o hamster, a cobaia
(guinea pig) e o gato (Higashi et al., 1986).

Recentemente foi demonstrada a existéncia de dois genes adicionais neste
complexo, que se situam na fita oposta de DNA sobrepondo-se aos terminais 3' dos genes
CYP21P e CYP21 e com orientagdo de transcrigdo contraria (figura 3). S3o denominados
de XA e XB, sendo que XB é um gene de 65 kb que codifica para um membro de familia
de proteinas de matriz extracelular, a tenascina-X (TN-X) (Bristow et al., 1993a; Tee et al.,
1995a, Gitelman et al., 1992). O gene XA (4,5 kb) teria surgido quando da duplicagdo do
locus, produzindo mRNA de mesmo quadro de leitura que o gene XB, mas de tamanho
muito reduzido (Tee ef al, 1995b). Identificou-se ainda um terceiro par de genes
duplicados que se sobrepdem neste locus, YA e YB, cuja orientagdo de transcrigdo € a

mesma dos genes CYP21P e CYP21. Os transcritos de YA utilizam o promotor de CYP21P
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e apresentam extremidade 5' similar aos de CYP21P mas possuem terminais 3' Unicos.
Embora a fungdo da maioria destes genes ainda ndo seja clara, esta organizagdo génica
envolvendo trés genes que se sobrepdem (21/X/Y) aparenta ser Ginica entre eucariotos

superiores (Bristow et al., 1993b; Tee ef al., 1995a, b).

10. Formacgao de rearranjos génicos e variabilidade do ‘cluster’

O alto grau de homologia entre as unidades C4B/CYP21 e C4A/CYP21P tem como
conseqiiéncia o favorecimento da ocorréncia de pareamento desigual entre cromatides
irmés durante a metafase meiética. Subseqiientes recombinagdes por ‘crossing-over’ dentro
dos genes CYP21P e CYP21 mal emparelhados sdo capazes de gerar gametas portadores de
cromossomos com numeros desiguais de copias de CYP21P ou CYP21 (delegdes ou
duplicagdes génicas) ou genes hibridos ndo funcionais (White ez al., 1987, Rumbsy et al.
1986; Rumsby et al., 1988; Sinnott ef al, 1990). A delegdo total do gene CYP21 foi a
primeira alterag@o descrita como causa da HCA em associagio ao fendtipo PS (White ef al.
1984b). A alta proporgdo de recombinag@o vista entre os alelos responsaveis por deficiéncia
da 21-hidroxilase sugere que estes genes contenham um ou mais pontos de alta fregiiéncia
de recombinagdo (‘hotspots’) (Tusié-Luna et al., 1995).

Entretanto, estudos populacionais demonstraram que a delegdo do gene CYP21
estava presente em apenas 30% dos alelos de individuos afetados, entre europeus, norte-
americanos e japoneses (Carroll ef al.,1985b; Harada et al., 1987, Paulino et al., 1999). No
caso de mexicanos e sul-americanos essa porcentagem € ainda mais baixa (10%) (Tusié-
Luna et al. 1996, Dardis ef al., 1997; Araujo et al.,1996; Bachega et al., 1999). Outro
mecanismo molecular esta envolvido na produgdo de alelos afetados e é causa da maioria
dos casos de 21-hidroxilase: a conversdo génica (de 70 a 90%) (Harada et al., 1987). Esse
processo ainda ndo estd completamente esclarecido (Helmberg, 1993). O termo conversio
génica foi cunhado para um fendmeno observado em leveduras e, no tocante a 21-
hidroxilase, refere-se ao surgimento de mutagdes ou polimorfismos tipicos de CYP21P no
gene CYP21 (Higashi ef al, 1986). Had duas hipoteses para explicar o mecanismo da
conversdo génica entre o gene CYP21 e o pseudogene CYP21P. A primeira hipotese
pressupde a ocorréncia de dois eventos de ‘crossing-over’ desiguais entre as fitas

emparelhadas incorretamente (figura 4). Forma-se primeiramente um cromossomo com
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duplicagdo de CYP21P e, posteriormente, o segundo ‘crossing-over’ eliminaria o CYP21,
resultando num alelo com duplicagdo do pseudogene. Entretanto, o crossing-over pode
ocorrer apenas uma vez em outros pontos da unidade de 30 kb, gerando duplicagdes e
dele¢des de todos os quatro genes envolvidos (C4A/CYP21P e C4B/CYP21) assim como a
formagdo de genes hibridos. Pela segunda hipdtese, enzimas responsaveis pelo reparo pos-
duplicagdo reconheceriam o pareamento errado e converteriam desde pequenas porgdes
(microconversdes) até a totalidade do gene CYP21 em pseudogene (conversio em larga
escala) e vice-versa. No processo de conversio, uma das fitas serve de molde para o reparo
da outra fita, sem sofrer no entanto nenhuma alteragdo (Werkmeister et al., 1986; Higashi
et al., 1988a; Urabe ef al., 1990; Donohoue et al, 1986a). Eventos de conversdo podem ser
facilitados pela presenca de seqiiéncias chi, usualmente GCTGGGG, normalmente
envolvidas em recombinagio em bacteriofagos A. Sequéncias similares foram observadas
proximas a pontos de alta freqiiéncia de recombinag@o em genes de imunoglobulina e genes
de MCH classes I e II em humanos e ratos. Embora a probabilidade desta seqiiéncia de 7 pb
ocorrer no genoma humano seja 1 a cada 8.000 pb, a sequiéncia GCTGGGG ocorre pelo
menos 6 vezes em CYP21 e 5 vezes no pseudogene CYP21P (Amor et al., 1988). Estudos
sobre a freqiéncia da ocorréncia de delegdes de CYP21 e de conversdes de novo em de
células de origem espermatica e leucocitaria, em individuos normais, levaram a formulagao
da hipotese de que delegdes ocorrem unicamente durante a meiose enquanto que
conversdes génicas ocorrem em freqiiéncias consideravelmente altas e principalmente
durante a mitose (Tusié-Luna ef al., 1995).

O estudo dos diferentes casos de HCA pode geralmente ser feito através da analise
de ‘RFLP’ (‘Restriction Fragment Lenght Polymorfisms’) do Jocus CYP21/C4 (Hagkund-
Stengler ef al., 1991; Mornet ez al., 1986; Morel et al., 1989; Palsdotir et al. 1987; Sinnott et
al., 1992; Donohoue et al., 1986b). Algumas enzimas de restrigdo sao capazes de distinguir
os dois genes CYP21 (Miller e Morel, 1989). A digestdo com enzimas de restri¢do
apropriadas, como por exemplo 7agq I, permite a distingéo entre os genes CYP21P e CYP21
e entre os genes C4A e C4B pelos tamanhos dos fragmentos de restricdo produzidos,
seguidos da técnica de ‘Southern blots’ e hibridizagdo com sondas dos genes CYP21 e C4,
respectivamente (Rumsby et al., 1988; Mornet et al., 1986; Donohoue ef al., 1986b). Com

essa enzima, CYP21P ¢ caracterizado por fragmentos de restrigao de 3,2 e 2.4 kb, enquanto
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que o gene CYP21 ¢ representado por fragmentos de 3,7 kb e 2,5 kb; o gene de C4A €
reconhecido em um fragmento de 7,0 kb e o C4B por um fragmento de 6,0 ou 5,4 kb,
devido & um polimorfismo em um intron de C4B (Paldostir ef al., 1987). A analise de

RFLP do complexo génico envolve ainda as enzimas Bg/ 11, Fco Rl e Knp 1.

11. Mutagées pontuais

Estudos populacionais demonstraram que a maioria dos alelos n3o apresenta
delegGes ou conversdes génicas em larga escala, cuja soma das freqiéncia fica em torno de
25 a 35% dos alelos (Ezquieta et al, 1995; Ordofiez-Sanchez et al., 1998; Araujo ef al.,
1996). A HCA pode também ser causada por mutagdes pontuais no gene CYP21. A maioria
das mutagdes verificadas em CYP21 sdo seqiiéncias normais do pseudogene CYP2I1P,
sugerindo que foram originadas por conversio génica em pequena escala ou
microconversdes (Amor et al., 1988; Globerman ef al., 1988; Mornet et al,, 1991; Higashi et
al., 1988b). As mutagdes pontuais pré-existentes no pseudogene sdo detectadas por
diversos métodos, podendo-se citar a amplificagdo seletiva do gene CYP21 por PCR,
seguida de hibridizagdo com oligos alelo-especificos (ASOH) ou PCR alelo-especifico
como as mais comumente utilizadas (Collier ef al., 1989; Dunhan et al, 1989; Partanen et
al., 1989; Strachan e White, 1991).

Com o estudo das delegbes, conversdes em larga escala e microconversdes mais
comuns de CYP21P para CYP21, nos pacientes atendidos pelo Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas, conseguiu-se determinar cerca de 85% dos alelos
afetados, ficando em meédia 15% atribuidos a muta¢des raras, devendo estas serem
determinadas apenas por sequenciamento direto do gene CYP21 (Araujo et al, 1996,
Paulino et al., 1999). Recentemente tém-se descrito varias mutagdes que aparentemente sao
encontradas unicamente no gene CYP21, sem que se tenha encontrado correspondente entre
os pseudogenes estudados. Presume-se que estas mutagdes sejam espontineas e ndo geradas
pelo mecanismo de conversio génica (Owerbach er al,1992; Wedellet al.;1994). As
mutagdes ‘missense’/ nonsense’, intrdnicas e de deleg@o/inser¢do identificadas até o
momento estdo relacionadas nas tabelas 1, 2 e 3, respectivamente, localizadas ao final da

introducio.
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Os diversos tipos de mutagGes encontrados em CYP21 aparentam estar associados a
diferentes graus de comprometimento da atividade enzimatica, determinados por estudos de
expressdo in vitro, e conseqlentemente a gravidade do fenodtipo afetado (Higashi et al.,
1991, Speiser et al., 1992). Deve-se, entretanto, levar em consideragdo nos individuos
heterozigotos a expressdo dos dois alelos, sendo que o fenétipo resultante em geral seréa
determinado pelo alelo portador da mutagdo que causar menor dano a atividade enzimatica.
Em casos de individuos afetados cujos fendtipo e gendtipo sdo discordantes, pode-se
levantar a duvida de que mutagSes esponténeas ainda ndo identificadas estejam ocorrendo
nos mesmos alelos com mutagdes conhecidas ja identificadas.

Numa tentativa de correlacionar o fenétipo diagnosticado clinicamente com o
fenotipo predito a partir da identificagdo dos alelos mutantes CYP21 em individuos
afetados, Speiser ef al. (1992) reuniram as mutagdes em trés grupos. Os grupos de
mutagles foram, na medida do possivel, correlacionados tanto com os achados clinicos
quanto com dados obtidos de estudos de expressdo e atividade enzimatica in vitro dos
alelos portadores de mutagdes. O grupo A incluiria as mutagdes que resultariam em
completa auséncia de atividade enzimatica, consistente principalmente com a forma grave
PS. O grupo B relacionaria mutagdes capazes de diminuir a atividade enzimatica em até 2%
do normal, sendo associadas com a forma VS da doenca. A forma ndo-classica da doenga
estaria relacionada ao grupo C de mutagdes, em que 10-20% da atividade enzimatica estaria
comprometida. Entretanto, cada grupo apresentou pacientes com fenétipo mais ou menos
grave do que o predito, com uma taxa de 80% de acerto entre o predito e observado,

sugerindo que outros fatores além das mutagSes podem estar interferindo no processo.

12. Microconversao

A microconversdo, ou conversao génica em pequena escala, € responsavel por 65 a
90% dos haplétipos afetados nos quais ndo se identificou nenhuma dele¢do em larga escala
(Paulino ef al., 1997, Mornet et al., 1991; Owerbach ef al., 1992a; Owerbach et al., 1990;
Kapelari et al,, 1999). No processo, mutagdes presentes no pseudogene sdo transferidas
para o gene CYP21. Nove das mutagdes normalmente encontradas em CYP2I1P sdo
comumente descritas em genes CYP21, provocando danos em diversos graus a funcéo

enzimatica normal. Varios estudos tratam da mensuragdo da atividade das 21-hidroxilase
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mutantes mais frequentes, numa tentativa de correlaciona-las ao fendtipo, tornando o
diagnostico e evolug@o da doenga previsiveis. Outras diferengas descritas entre CYP21P e
CYP21 aparentam ser polimorfismos ou nédo sio transferidas com tanta freqiiéncia para o
gene CYP21.

Dentre as alteragdes nucleotidicas capazes de provocar danos a atividade
enzimatica, as dele¢des, mutagdes do tipo ‘frameshift’ (inser¢des ou delegdes de
nucleotideos capazes de alterar o quadro de leitura) e mutagdes ‘nonsense’ (substituigdes de
nucleotideos que criam cédon e terminagdo-‘stop cdédon’) estdo entre as mutagdes capazes
de alterar drasticamente a estrutura e fungdo da proteina e abolir completamente a atividade
enzimatica. Estdo associadas com a forma mais grave da doenca PS (Tusie-Luna et al,
1990). Entre as microconversdes descritas, pode-se citar as mutagdes A8, F306+ e Q318X
todas descritas em pacientes portadores da forma classica grave PS.

A8 (Higashi, et al, 1986; White et al, 1986): Esta dele¢do de 8 bases
(TTGGgagactacTCCC) engloba os cddons 110 ao 112 codificados no éxon 3, estando
normalmente presente no pseudogene. A delegdo provoca alteragdo do quadro de leitura e
origina um cddon de terminacdo de leitura na posigdo 130, dando origem a uma enzima
truncada e inativa.

F306+ (Higashi, et al, 1986; White et al., 1986): Ocorre a inser¢do de T, no codon
306 no éxon 7, numa regido em que ha seis nucloetideos T em seqiiéncia, resultando na
alteragdo do quadro de leitura da proteina.

Q318X (Globerman et al., 1988): A alteragio de CAG—TAG cria um codon de
terminagio (‘stop coédon’) no éxon 8, originando uma enzima incompleta, devido a
interrupgdo prematura da tradug@o, e sem a regido do sitio de ligagdo do grupamento heme,
que engloba o residuo Cys 429. Além de produzir uma proteina inativa, estudos de
clonagem e transfec¢@o em células adrenais Y1 de camundongo revelaram que os niveis
basais de mRNA transcritos a partir deste gene mutante sdo substancialmente inferiores aos
dos obtidos a partir do gene normal (Globerman ef al.,1988).

Mutag¢des do tipo ‘missense’ causam a substituigdo de um aminoacido por outro, em
regides mais ou menos importantes para a funcionalidade da enzima, dando origem a
diversas formas fenotipicas da deficiéncia da 21-hidroxilase (Tusie-Luna ez al.;1990). As
mutagdes CL6 e R356W estdo entre as microconversdes geralmente associadas também

com a forma classica grave PS.
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CL6 (Higashi et al, 1988b): Este conjunto de mutagdes € composta pelas
substituicdes de trés residuos hidrofobicos por residuos polares (ndo-carregado, carga
negativa e carga positiva, respectivamente), entre os coédons 236-239 do éxon 6 (Ile-Val-
Glu-Met”*?° 5 Asn-Glu-Glu-Lys) 1236N/V237E/M239K. A analise da expressio das
proteinas mutantes em células COS confirmou perda completa da atividade enzimatica,
condizente com o fendtipo PS ao qual esta associado (Tusie-Luna ef al.,1990; Higashi e?
al., 1988b). Este grupo de mutagSes afetaria uma regido provisoriamente identificada como
a regido de ligagdo do oxigénio, hipotese que permanece ainda sem comprovagao
experimental (New e Crawford, 1994).

R356W (Chiou et al, 1990): Consiste em uma substituicio de arginina por
triptofano, resultante da alteragdo da trinca CGG—-TGG no éxon 8. A regido constituida
pelos cddons 342-358 € altamente conservada em varias proteinas com fun¢do de ligagédo a
esteroides, inferindo-se disto que se trata de dominio de ligagdo ao substrato. Alteragdes em
qualquer um destes codons, inclusive do codon conservado Arg356, afetaria a atividade
enzimatica. A comprovagido em experimentos de expressio em sistema de células COS
(Higashi et al., 1991) ou mutagénese sitio-dirigida (Chiou ef al.,1990) de que a atividade
enzimatica da P450c21 fica completamente abolida por esta mutagido ¢ condizente com a
descricao desta mutagdo em individuos com a forma PS. Foram ainda descritas as variantes
R356P e R356G para este mesmo codon.

Em individuos diagnosticados com a forma PS, entretanto, a mutagdo que foi
definida como a mais freqiiente causadora de HCA ¢ uma mutag@o no sitio de ‘splicing’
(Sp2), afetando a fita receptora do intron 2. Cerca de 25-35% dos alelos analisados em
todos estudos populacionais sdo portadores da mutagao Sp2. Existe uma forte correlagio
entre a mutagido Sp2 e a forma PS, porém esta ndo € absoluta. Aproximadamente 20% dos
pacientes que exibem a mutagido Sp2 estdo associados com a forma VS da HCA (Schulze er
al., 1995; Helmberg, 1993).

Sp2 (Higashi et al, 1988b): A posi¢do —13 do intron 2 é polimérfica, podendo ser
tanto A quanto C no gene CYP21. A mutagdo consiste na substituicio de A/C—G, uma
alterag@o identificada normalmente em pseudogenes (Higashi ez al., 1988, 1991; Helmberg
et al., 1992). Esta mutagdo encontra-se a 11 pb do sitio consenso de ‘splice’ e leva a
ativagdo de um sitio de ‘splice’ criptico (Lajic e Wedel, 1996). Como resultado ocorre

processamento imperfeito do RNA (‘splicing’) em que 19 pb normalmente excisados
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durante o processo sdo retidos, levando a alteragéo do quadro transcricional e a criagéo de
um coédon de terminagdo na posigdo 102, com conseqlente inativagdo da enzima (Lajic e
Wedel, 1996, Higashi ef al.,1988; Owerbach ef al., 1992). Testes de transfec¢do de células
COS-1 in vitro (Higashi et al., 1988) revelaram que quase a totalidade do mRNA portador
desta mutag@o € processado de forma aberrante, apesar de ser possivel também a detecgio
de pequenas quantidades de mRNA normalmente processados (Helmberg, 1993; New et al.
1994a, Higashi et al., 1991, White e New, 1992) Embora nio seja determinada a proporgao
de mRNA corretamente processados in vivo nas glandulas adrenais, a confirmagéo do
processo explicaria a variabilidade de fenétipo associada a mutagido (Helmberg, 1993,
Schulze et al., 1995).

I172N (Amor et al., 1988). Com relagdo ao fenodtipo VS, a mutagio I172N ¢é
descrita como a causa mais frequente (Higashi et al., 1991). Esta mutagdo ATC -AAC no
éxon 4 promove a substitui¢do ndo conservativa de um residuo apolar hidrofobico por um
polar hidrofilico, o que interfere significativamente na interagdo hidrofobica da enzima com
a membrana do reticulo endoplasmatico, abolindo a atividade enzimatica. Testes funcionais
de enzimas portadoras desta substituigdo revelaram que a conversdo do substrato 17-OHP
ocorre numa taxa de apenas 2% da taxa de conversio normal (Tusia-Luna et al.,1990).
Mais recentemente mostrou-se que a alteragdo estrutural causada pela mutagio 1172N pode
ser responsavel também pela redugdo da eficiéncia da enzima em captar o grupamento
heme, chegando a dar origem 1/10 dos niveis normais de hemoproteinas (Hsu ez al.,1996).
Os estudos que definem atividade enzimatica proxima a 2% sugerem que pacientes
portadores da mutagdo I172N sdo capazes de sintetizar quantidades adequadas de
aldosterona de forma a prevenir uma perda de ions de sais significativa, resultando no
fenotipo de VS. Apesar de possuir forte correlagio com a forma VS, foram descritos
pacientes perdedores de sal entre os portadores desta mutagdo em associagdo com outras
alteragdes. Estes dados sugerem que fatores adicionais epigenéticos podem influenciar no
fenétipo perderdor de sal (Tusie-Luna ez al., 1990).

Algumas mutagdes determinam alteragdes menos drasticas a enzima 21-hidroxilase,
permitindo atividade parcial da mesma e resultando no fendtipo ndo-classico da doenga. As
mutag¢es ‘missense’ V281L e P30L sdo as microconversdes comumente associadas ao

fendtipo.
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V281L (Speiser et al., 1988): Esta mutagio GTG—CTG no éxon 7 originando
substitui¢do de valina por leucina, representa a causa mais comum da forma néo classica de
HCA na populagdo caucasiana. O residuo de valina aparenta ter importancia funcional para
a enzima, pois € conservado em pelo menos quatro espécies de mamiferos (Speiser et al.,
1988). A analise de expressdo de genes mutantes em células COS-1 revelou que a taxa de
conversdo com relagdo a enzima normal € de 50% quando o substrato ¢ a 17-OHP e de 20%
quando a progesterona (Tusie-Luna, 1990). Um individuo homozigoto para esta mutagdo
apresenta a forma ndo classica da HCA com significantes anormalidades bioquimicas e
sintomas variaveis de excesso de androgenos. Esta alteragdo € freqiientemente associada a
alelos portadores de 3 unidades C4/CYP21 (Speiser ef al., 1988; Mornet et al., 1991). Na
populagdo japonesa, contudo, esta mutag@o parece nio ser a mais importante causadora de
HCA né@o-classica (Tajima ef al., 1998).

P30L (Tusie-Luna et al., 1991): A proteina portadora da substituicio CCG—-CTG
(Prolina—Leucina) apresenta uma queda de produtividade quando comparada com a
enzima normal, convertendo aproximadamente 60% da 17-OHP e apenas 25% quando o
substrato € a progesterona (Helmberg, 1993). A enzima 21-hidroxilase é ancorada na
membrana do reticulo endoplasmatico pela sua por¢do amino-terminal e a substituigdo do
aminoacido prolina deve de alguma forma alterar a ligagdo da mesma com a membrana
(Helmberg, 1993). Esta mutagio esta associada com a forma ndo classica da HCA, sendo
encontrada em aproximadamente 10-20% dos alelos. Na populagdo japonesa, entretanto,
parece ser a principal causadora da forma nio-classica da doenga, correspondendo a 85%

dos casos analisados até entdo (Tajima et al., 1998).

13. Mutagées ausentes em CYP21P

Recentemente t€ém-se descrito varias mutagdes que aparentemente sdo encontradas
unicamente no gene CYP21, sem que se tenha encontrado correspondente entre 0s
pseudogenes estudados. Presume-se que estas mutagdes sejam esporadicas € ndo geradas
pelos mecanismos de conversao génica (Owerbach et al.,1992a; Wedell ez al.,1994). Vale
ressaltar que existem polimorfismos entre os alelos de CYP21P n3o descritos e que
algumas mutagdes no gene CYP21 podem ter sido originadas por processos de

microconversdo a partir destes genes (Strachan, 1994). Algumas destas foram analisadas
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quanto a atividade enzimatica. Mutagdes do tipo delegdo, ‘frameshift’, ‘nonsense’ e em
sitios de ‘splicing’ estdo, de forma geral, associadas a danos mais graves na atividade
enzimatica e com a forma classica PS, enquanto que mutagles ‘missense’ resultam em
variabilidade no fenotipo, dependendo da importancia funcional do aminoacido alterado.

A mutagdo P453S (Owerbach et al, 1992b;, Helmberg et al., 1992) consiste da
substituigdo CCC—TCC (Prolina—Serina) e foi encontrada em associagdo com a forma
nio classica da HCA. Este aminoacido € conservado em pelo menos quatro espécies
diferentes e que aparenta ser o responsavel pelo quadro de HCA n3o-classico do portador.
Apresenta um decréscimo da atividade enzimatica normal nos mesmos patamares descritos
para as enzimas portadoras das mutagdes P30L e V281L (Owerbach ef al., 1992; Helmberg,
1993). Wedell ef al. (1992) indentificaram também a mutagdo Pro453Ser, mas este alelo
apresentou ainda as altera¢cdes C—T na posigéo —4 anterior a0 ATG do inicio do éxon 1 e
uma mutacio Prol05Leu, que foi desconsiderada por ndo afetar um aminoacido
conservado.

Wedell et al. (1992) identificaram a mutagdo ‘missense’ G291S, no éxon 7. O
aminoacido glicina € conservado em proteinas da 21-hidroxilase de humanos, bovinos,
roedores e suinos, o que da indicio da sua importancia no funcionamento normal da enzima.
Foi encontrado em associagdo com a alteragio T—C na posigdo +9 do intron 2. O grupo
identificou ainda uma mutagdo GG—C no coédon 483 (R483A), em heterozigose com a
mutac¢do R356W num individuo com sintomas da forma PS da HCA.

No cbédon 380 ocorre substituicio de GAC—GAT levando a substituigdo
conservativa de um é&cido glutdmico por &cido aspartico (E380D). A mutagdo foi
encontrada em homozigose levando a forma classica PS, ndo sendo descrita para o
pseudogene (Kirby-Keyser et al., 1997).

Uma transi¢do G—A no cddon 424, alterando o aminoéacido glicina por serina
(G424S), esta associada com as formas VS da HCA. Esta mutagdo foi identificada em 5
familias de uma regido do Brasil, sempre associada com dele¢do de C4A/CYP21P e com
HIL A-DR17, sugerindo a presen¢a de um efeito fundador (Billerbeck et al., 1999).

A conversio de G—C no sitio conservado doador de ‘splicing’ do intron 7 e a
mutacgdo T406X, (éxon 9, TGG—TAG) foram encontradas em cromossomos diferentes de
um mesmo paciente (Wedell et al., 1992). Os dinucleotideos GT e AG nas fitas doadoras e
receptoras do intron, respectivamente, sdao conhecidas como sendo bastante conservadas,
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sendo virtualmente encontradas em todos os introns de mamiferos. A alteragdo neste
dinucleotideo interfere na maturacdo normal do mRNA. A mutagdo T406X provoca a
terminagio prematura da tradugdo da mRNA, originando uma proteina truncada em que
estdo ausentes os ultimos 90 residuos, inclusive o residuo Cys 429 de ligacdo para o grupo
heme (White et al., 1986). O diagnédstico da forma PS confirma o genétipo encontrado.

A mutagio W23X ¢ causada por uma transi¢do de TGG—TGA alterando o cddon
23 para um codon de terminagdo, no inicio do éxon 1. A terminagio prematura da tradugéo
no coédon inicio do gene origina uma enzima em que a quase totalidade dos 495 aminoacido
nio estdo presentes. O trabalho de Lajic er al (1996) descreve também outra mutagao
intrénica no sitio aceptor de ‘splice’ do intron 1, como uma transigdio A—G que altera o
dinucleotideo AG para GG. Ambos estao relacionados com o fenotipo PS da HCA.

Lee et al. (1998) identificaram 4 muta¢des novas na populag@o chinesa, nenhuma
presente no pseudogene. Uma alteragdo G—A no sitio doador de ‘splice’ do intron 2
resultou no fendtipo PS (IVS2DS,G-A,+1). A mutagdo resulta na transcrigdo incorreta de
parte do intron 2 e na criagdo de um cddon de terminagdo prematuro localizado no
nucleotideo 46-48 do intron, levando a formagdo de uma proteina truncada. A mutagio
‘nonsense’ R316X resulta da alteragio de CGA—TGA, promovendo a substituicdo de
arginina por um ‘stop cédon’, com perda dos codons responsaveis pela ligagdo do grupo
heme. Foi encontrada em associag¢do com a forma PS. Uma delecdo da seqiéncia
TCCAGCTCCC de 10 pares de bases no éxon 8, entre os codons 330-333, e uma
duplicagdo de 16 pb no éxon 9 no codon 397 foram descritas em pacientes portadores da
forma classica PS. Tanto a delecdo quanto a duplicagdo provocam alteragdo de quadro de
leitura e terminagdo prematura da tradugdo da proteina. O dominio de ligagdo do
grupamento heme também ficam prejudicados

Uma delegdo seguida de inser¢do de TC—A foi descrita por Witchel ef al. (1998)
no cédon 169, presente no éxon 4. Gera alteragio de quadro de leitura e cddon de
terminagdo de leitura prematuro, condizente com associagdo definida com a forma PS da
HCA. Nio foram encontrados correspondentes desta mutagdo no pseudogene (Witchel et
al., 1998).

A mutagdo 141delT foi associada com a forma PS e consiste na delegdo de um

nucletotideo no éxon 1. Esta mutagio leva a alteragio do quadro de leitura, resultando na
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terminagdo prematura de uma proteina truncada na posigdo 51, onde um ‘stop codon’ é

formado (Krone et al., 1999).

14. Polimorfismos

A presenga de um cédon CTG extra foi verificada na seqiiéncia génica de CYP21
descrita por Rodrigues et al. (1987), codificando para leucina, numa regido descrita
previamente com 4 codons para Leu na posigdo 6 do éxon 1 (Higashi er al,, 1986; White et
al., 1986). Comparagdes entre espécies revelaram a presenga de leucina nessa mesma
posigdo, indicando possivelmente um polimorfismo de tamanho na enzima 21-hidroxilase,
entre 494 e 495 aminoacidos (Rodrigues et al., 1987). Posteriormente foi confirmado que a
inser¢do de leucina ndo acarretava alteragdo da atividade enzimatica e que pode ser
normalmente encontrada em CYP21P (New e Crawford, 1994).

Outra variagdo na sequéncia descrita por Rodrigues et al. (1987) em relagdo a
publicagdes anteriores (Higashi ef al, 1986, White et al., 1986) esta na posigio 102 no
éxon 3, onde verificou-se uma alteragdo de lisina para arginina (K102R), confirmado
também por Ordofiez-Sanchez et al. (1998). Ja na posi¢do 426, foram identificados os
aminoacidos arginina (White e al., 1986; Rodrigues et al., 1987) e prolina (Higashi et al.,
1986). Tais observagdes sugerem que tanto o gene CYP21 como a proteina codificada por
ele podem ser polimorficos (Rodrigues et al., 1987).

Rodrigues ef al. (1987) descreveu uma substituigio de serina por treonina, na
posigdo 268 no éxon 7, que mais tarde mostrou-se ser uma muta¢do neutra (Donohoue e?
al.,1992), ausente do pseudogene (Owerbach et al., 1990, Mornet ef al., 1991). Segundo
Higashi ef al. (1991), a demonstragdo de que a substituigdo de Ser por Thr, Cys ou Met
nesta posi¢do ndo altera a atividade normal da enzima, associado ao fato de que este
aminoacido ndo é conservado em outras espécies descritas, sio indicios de que o residuo
Ser 268 ndo participa diretamente na catalise de P450c21.

A substituigio de asparagina por serina na posigdo 493 no éxon 10 (N493S) foi
descrita em pacientes de HCA (Harada et al, 1987; Rodrigues ef al., 1987, Wedell e
Luthman, 1993b). Entretanto, comparagdes com as seqiiéncias de aminoacidos de outras

espécies de mamiferos demonstraram que a posicdo 493 ndo é conservada, assim como a
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posi¢do 268. Estas observagdes, aliadas a baixa freqiiéncia de N493S e a sua ocorréncia em
associagdo com mutagbes conhecidas e em homozigose sdo indicios de que se trata de um
polimorfismo neutro (New e Crawford, 1994; Ordofiez-Sanchez et al., 1998). Outra
alteragio que possivelmente trata-se de um polimorfismo neutro € a substituigdo K98R,
descrita por Ordofiez-Sanchez ef al. (1998) em apenas um individuo e em associagdo com a

mutagdo Sp2.

15. Dificuldades na correlagio entre genotipo e fendtipo

De uma forma geral, pode-se associar as diversas mutag¢des descritas a forma da
HCA apresentada pelo paciente. As mutagdes encontradas em CYP21 estdo relacionadas a
diferentes graus de comprometimento da atividade enzimatica, determinados por estudos de
expressdo in vitro, e consequentemente a gravidade do fenétipo afetado (Higashi ez al,
1991, Speiser et al., 1992). Deve-se, entretanto, levar em consideragéo a expressao dos dois
alelos em individuos heterozigotos para analise. Presume-se que o fenotipo resultante sera
determinado pelo alelo portador da mutagio que causar menor dano a atividade enzimatica.
Esta correlagdo entretanto ndo é absoluta, sendo descritos varios casos de individuos que
ndo apresentaram o genotipo esperado (New ef al,, 1989; Mornet et al., 1991; Speiser et al.,
1992; Miller, 1994; Wedell et al, 1994c; Wilson et al., 1995). Em casos de individuos
afetados com fendtipo e genotipos discordantes pode-se levantar a divida de que mutagdes
espontaneas ainda ndo identificadas estejam ocorrendo nos mesmos alelos com mutagdes
conhecidas ja identificadas (Wilson ez al., 1995).

Varias sdo as mutagdes descritas para o gene CYP21 em pacientes com diferentes
fenétipos, dentre os quais, até 45% sdo heterozigotos compostos e aproximadamente 20%
dos mesmos apresentam alelos afetados com mais de uma mutagdo. Estes dados sugerem
que o amplo espectro de expressdo fenotipica encontrada na HCA seja devido a alta
heterogeinidade dos alelos mutantes (Speiser et al., 1992; Wedell e Luthman, 1993;Wilson
et al., 1995; Lajic e Wedell, 1997; Ordofiez-Sanchez et al.; 1998).

Ha varias descrigdes de casos em que a analise do genotipo ndo foi capaz de prever
o fenodtipo. A mutagdo PS Sp2 e a mutagdo ndo-classica V281L estdo entre as que
apresentam maior discrepincia de correlagdo genoétipo/fenotipo (Wilson et al, 1995,

Schulze et al., 1995, Kohn et al, 1995; Bormann et al., 1992). Mesmo no estudo de
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populagdes bem definidas e sem relatos de alta miscigenagdo foram descritas variagdes
fenotipicas também associadas a mutag@o I172N (Jaakeldinen et al., 1997).

Apesar de estar relacionada na maioria dos casos com a forma nio-classica da
doenga, a mutagio V281L foi encontrada em associagdo com as formas classicas
virizilizante simples e PS da doenca (Wilson ef al., 1995). O mesmo genotipo P30L, Sp2,
A8 em um alelo e V281L no outro alelo, deu origem a um individuo com a forma nio-
classica e a um paciente com a forma PS e o genotipo Sp2/V28I1L foi descrito em pacientes
dos trés grupos de HCA, com maioria na forma nao-classica (Wilson et al., 1995).

A mutag@o Sp2 esta em forte associagdo com a forma PS da doenga. Entretanto, sdo
descritos casos em que individuos homozigotos para a mutagdo ou com o genotipo Sp2/del
apresentam a forma VS da doenga (Speiser et al., 1992; Owerbach et al., 1990; Schulze et
al., 1995). Variagdes fenotipicas da forma PS também foram descritas em individuos
homozigotos para a mutagdo, que apresentaram atraso no surgimento dos sintomas
caracteristicos da HCA (Kohn ef al., 1995) e em individuos de uma mesma familia
portadores do genotipo Sp2/I172N e com as formas VS e ndo-classica (Chin et al., 1998).
Nestes casos, a verificagdo- da ocorréncia de splicing normal nos alelos portadores da
mutagdo, como descrito in vitro, poderia ser responsavel pela diversidade fenotipica
encontrada (Helmberg, 1993). |

Em casos de discordancia do fendtipo entre irm#os portadores do mesmo genotipo,
como os descritos por Tajima ef al. (1993) e Borman et al. (1992), podem ser explicados
por diferengas nas seqiiéncias génicas herdadas pelos irmaos resultantes do surgimento de
mutagdes de novo (Tajima ef al., 1993), ou alelos iguais mas com expressdes alteradas por
fatores externos ao Jocus da 21-hidroxilase (Sinnott ef al., 1989, 1990; Collier ef al., 1992;
Tajima et al., 1993).

Existe ainda a descrigdo de um caso de HCA em que a totalidade dos genes CYP21
e CYP11A1 foram seqiienciados sem que fosse possivel determinar a causa da doenca
(Nimkarn et al., 1999).

Entre os fatores sugeridos para explicar a disparidade genotipo/fendtipo esta a
presenca de outras mutagdes raras no mesmo alelo com a mutagéo definida (Wilson ez al.,
1995), o que poderia ser confirmado apenas por isolamento do alelo seguido de
seqiienciamento direto. Outro fator sugerido seria anormalidades na sequiéncia reguladora e

promotora do gene, bem como as atividades de fatores de transcrigdo, transporte de
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proteinas entre outros, presentes somente nas condigdes in vivo. Apesar dos avangos
obtidos na area, pouco ainda se sabe sobre a regulagdo da CYP21 e nenhuma alterag¢do na
regido promotora do gene foi descrita ainda (Wilson et al. 1995). Speiser et al., 1992
sugerem ainda a ocorréncia de ‘imprinting’ genénimo parental para explicar a variagdo na
severidade do fenétipo.

Outro fator relevante para a correlagdo entre genotipo e fenotipo € uma possivel
atividade de 21-hidroxilase extra-adrenal (Mellon e Miller, 1989; Speiser ef al., 1991; Zhou
et al., 1997). 1dentificou-se atividade de 21-hidroxilase em tecidos ndo-adrenais, como os
rins (Lajic er al, 1995), bago e gdnadas (Zhou et al, 1997). Também verificou-se a
expressdo de CYP21 em cultura de linfocitos B, que possuem uma outra fonte de atividade
de 21-hidroxilase que ndo a do gene CYP21. Foi sugerido que estas fontes de atividade 21-
hidroxilase extra-adrenal poderiam compensar a gravidade do fenotipo da HCA (Zhou et
al., 1997).

Outros fatores que podem dificultar a correlagio entre genétipo e fendtipo sdo os
problemas no diagnodstico, tais como condigdes ambientais que possam afetar as
manifestacdes da doenga, dificuldade no diagndstico de meninos, variagdo de
caracteristicas clinicas no caso da forma ndo classica e diferengas nos limites entre as

formas clinicas (Wedell ez al., 1992).
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Tabela 1: MutagSes ‘missense’ e sem sentido descritas para o gene CYP21

Mutacao Cédon Alteragdo Efeito N° de acesso Referéncia
‘missense’ e HMGD
sem sentido
w22X 22 TGG-TGA Trp-Term CM960478 Lajic et al. (1996)
P30L 30 CCG-CTG Pro-Leu CM920227 Speiser et al. (1992)
G64E 64 GGG-GAG Gly-Glu CM990459 Ohlsson et al. (1999)
K74X 74 CAAG-TAG Lys-Term CM990460 Lobato et al. (1999)
G90OV 90 GGC-GTC Gly-Val CM990461 | Lobato et al. (1999)
Y97X 97 TAC-TAA Tyr-Term CM980506 Krone et al. (1998)
P105L 105 CCG-CTG Pro-Leu CM940328 White ez al. (1994)
1172N 172 ATC-AAC Ile-Asn CM880020 Amor ef al. (1988)
G178A 178 GGA-GCA Gly-Ala CM990462 Lobato et al. (1999)
V211L 211 CGTG-CTG Val-Leu CM880021 Speiser et al. (1988)
1236N 236 ATC-AAC Ile-Asn CM920228 Speiser et al. (1992)
V237E 237 GTG-GAG Val-Glu CM920229 | Speiser et al. (1992)
M239K 239 ATG-AAG Met-Lys CM920230 Speiser et al. (1992)
Q262X 262 CAA-TAA GIn-Term CM990463 Ohlsson et al. (1999)
V281L 281 . CGTG-CTG Val-Leu CM950333 Barbat er al. (1995)
V281L 281 GTG-TTG Val-Leu CM880022 Speiser ef al. (1988)
G2918 291 GGT-AGT Gly-Ser CM920231 Wedell et al. (1992)
G291C 291 GGT-TGT Gly-Cys CM990464 Lobato ef al. (1999)
W302X 302 TGG-TGA Trp-Term CM970411 Levo et al. (1997)
R316X 316 CGA-TGA Arg-Term CM980507 Lee et al. (1998)
Q318X 318 CAG-TAG GIn-Term CM880023 Globerman et al. (1988
R339H 339 CGT-CAT Arg-His CM920232 | Helmberg et al. (1992)
R339W 341 CGG-TGG Arg-Trp CM970412 | Lajic et al. (1997)
R354H 354 CGC-CAC Arg-His CM990465 Lobato et al. (1999)
R356Q 356 CGG-CAG Arg-Gin CM970413 | Levo er al. (1997)
R356P 356 CGG-CCG Arg-Pro CM970414 Lajic et al. (1997)
R356W 356 CGG-TGG Arg-Trp CM900080 Chiou et al. (1990)
A362V 362 GCC-GTC Ala-Val CM990466 Ohlsson et al. (1999)
E380N 380 GAG-GAC Glu-Asp CM970415 Kirby-Keys et al. (1997
W405X 405 TGG-TAG Trp-Term CM930185 | Wedell er al. (1993)
G424S 424 GGT-AGT Gly-Ser CM990467 Billerbeck et al. (1999)
P453S 453 CCC-TCC Pro-Ser CM920233 Owerbach et al. (1992)
R483P 483 CGG-CCG Arg-Pro CM930186 Wedell et al. (1993)

HMDB-Human Mutation Data Base.
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Tabela 2: Mutagdes descritas em introns do gene CYP21

Mutagio Localizacdo Alteracio Efeito N° de acesso Referéncia
HMDB
IVS1AS,A-G,-2 Intron ! as -2 A-G ‘splice’ anormal | CS961545 Lajic et al. (1996)
Sp2 Intron 2 as -12 A-G ‘splice’ anormal | CS971704 Tajima ef al. (1997)
IVS2AS,C-G,-13 Intron 2 as -13 C-G ‘splice’ anormal | CS880069 Higashi et al. (1988)
IVS2DS,G-A,+1 Intron 2 ds +1 G-A ‘splice’ anormal | CS982154 Lee et al (1998)
IVS7DS,G-C,+1 Intron 7 ds +1 G-C ‘splice’ anormal | CS930787 Wedell et al. (1993)
HMDB-Human Mutation Data Base.
Tabela 3: Delegdes e inser¢des descritas para o gene CYP21
Mutagio | Cédon Deleciao Inser¢ao Efeito N° acesso Referéncia
HMDB
AT46 46 ATCTAtCTGCTTGGCC - ‘frameshift’ | CD991688 | Krone et al. (1999)
A8pb 109 TTGGgagactacTCCCTGCTCT | - ‘frameshift’ | CD941657 | White et al. (1994)
A3pb195 | 195 CAGGaggTGTTAAAAAC - ‘frameshift’ | CD982584 | Nikoshkov et al. (1998)
A8pb235 [235 CACatcgtggaGATGCAGCTG | - ‘frameshift’ | CD951676 |Barbater al. (1995)
A10pb329 | 329 GCCtccagcetcccGGGTCCCCTA | - ‘frameshift’ | CD982585 |Lee ef al. (1998)
AG482 482 CCCCgGGGGATGGGG - ‘frameshift’ | CD941658 | White er al. (1994)
F306+ 06 - T ‘frameshift’ | CI920933 | Speiser et al. (1992)
duplépb |397 - CCTGGATG | ‘frameshift’ | CI983072 |Leeefal (1998)
AGACGGTC
Indeli68 | 168 CCtgCAGCATCATC a ‘“frameshift’ | CX983271 | Witchel er al. (1998)
Indeld82 | 482 CCCCgeGGGATGGGGG c ‘frameshift’ | CX920958 | Wedell et al. (1992)

HMDB-Human Mutation Data Base.
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OBJETIVOS

e Determinar, através de sequenciamento integral do gene CYP21, as mutagdes em 7
alelos afetados, nos quais ndo se pdde determinar nenhuma dele¢cdo ou mutag@o pelos
métodos de analise usuais, tais como analise de RFLP e realizagdo de PCR alelo-

especifico para as mutagdes mais freqientes.

e Correlacionar possiveis mutagdes encontradas com o fendtipo observado.

o Caracterizar e esclarecer a formag3o dos alelos contendo fragmentos extras em RFLP
com a enzima Jaq I para os genes C4 e CYP21 observados em duas familias que

apresentam individuos portadores de deficiéncia de 21-hidroxilase.

o Esclarecer a possibilidade de envolvimento destes alelos contendo fragmentos extras de

Taq 1 na etiologia da Hiperplasia Congénita da Adrenal nestas familias.
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1. CASUISTICA

A analise do complexo génico da 21-hidroxilase foi realizado em familias de pacientes
portadores de Hiperplasia Congénita da Adrenal em tratamento no ambulatério de
Endocrinologia Pediatrica-HC-UNICAMP

Foram estudadas duas familias com individuos afetados pela HCA por deficiéncia de
21-hidroxilase apresentando alelos raros dos genes CYP21 e C4, identificados por analise de
RFLP com a enzima 7aq I (Araujo, 1996). A descrigdo dos alelos em ambas as familias esta na
tabela 4. As figuras 5 e 6 apresentam a analise do gene CYP21 nas familias 22 e 26,
respectivamente, revelando os fragmentos raros de RFLP (Araujo, 1996).

Foram estudadas ainda 6 familias onde somente 1 alelo responsavel por HCA devido a
deficiéncia da 21-hidroxilase esta determinado e 1 familia, apresentando consangiiinidade, na
qual nenhuma mutacdo foi determinada (tabela 5), totalizando 7 alelos afetados. Dentre estes
alelos, um est4 associado com a forma classica virilizante simples e seis com a forma severa

perdedora de sal.

Tabela 4: Gen6tipo das familias com alelos raros

Familia Individuo Mutacao Mutacio HCA Alelo raro associado
(codigo) Paterna Materna
26 Pai (26P) Mut - PS Banda de 3,9 kb no blot de
Mae (26M) - R356W Tag 1 com sonda C4,
Filha afetada (26Xal) Mut R356W associado ao alelo portador
da mutagdo R356W em
Maie e filha afetada.
22 | Pai (22P) Q318X(dupA) - PS |Banda de 5,6 kb no blot de
Mie (22M) - Mut(dupB) Tag 1 com sonda para
Filha afetada (22Xal) | Q318X(dupA) | Mut(dupB) CYP21, associado ao alelo
Filho normal (22Yn2) - Mut(dupB) portador de mutagdo ainda
n3o identificada, em Mie e
dois filhos.

Mut: Alelo com mutagio nio determinada; dupA: Duplicagio de CYP21P/C4B; dupB: Duplicagio de
CYP21/C4B
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Tabela 5: Casos em que apenas uma mutagdo ou nenhuma mutag@o € conhecida.

Familia Individuo Mutacgao Mutacao N° de alelos nio
(codigo) Paterna Materna determinados

Pai (10P) I172N -

10 |Mae (10M) - ? 1
Filho afetado (10Yal) 172N ?
Filha afetada (10Xa2) 1172N ?
Pai (11P) ? -
Mae (11M) - Sp2

11 Filha afetadal (11Xal) ? Sp2 1
Filha afetada2 (11Xa2) ? Sp2
Filho afetado (11Ya3) ? Sp2
Pai (24P) 1172N -

24 Mae (24M) - ? 1
Filha afetada (24Xal) 1172N ?
Pai (26P) ? -

26 Maie (26M) - R356W 1
Filha afetada (26Xal) ? R356W
Filha normal (26Xn2) - R356W
Pai (27P) Sp2 -

27  |Mie 27M) - ? 1
Filha afetada (27Xal) Sp2 ?
Pai (39P) ? -

39 Mie (39M) - 1172N 1
Filha afetada (39Xal) ? 1172N
Pai* (41P) ? -

41 Mie* (41M) - ? 1
Filha afetada (41Xal) ? ?
Filho normal (41Yn2) - -

*. Consangiiineos
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C4A - 7,0 kb»

C4B - 6,0 kb »

C4B - 5,4 kb » < CYP21 - 5,6kb

<«CYP21-3,7kb

<4 CYP21P-3,2kb

Figura 5: Blots’ de RFLP com a enzima 7ag I e hibridizagdo com sondas para o
gene C4 (A) e CYP21 (B), da familia 22. Os genes correspondentes
estio indicados na figura, bem como o tamanho de cada banda. O
fragmento raro de 5,6 kb esta presente em me e filha afetada. 1- Pai;
2- Mie; 3- Filha afetada. (Araujo, M. 1996).
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C4A -7,0 kb

C4B -6,0kb

C4B - 3,9 kb»

s QD@D <270
[ . . <-CYP21P -3,2 kb

14

Figura 6: Blots’ de RFLP com a enzima 7aq I e hibridizagdo com sondas para o
gene C4 (A) e CYP21 (B), da familia 26. Os genes correspondentes
estio indicados na figura, bem como o tamanho de cada banda. O
fragmento raro de 3,9 kb, presente em mdie e filha afetada esta
ressaltado. 1- Pai; 2- Mie; 3- Filha afetada. (Araujo, M. 1996).
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2. Obtencio das amostras:

Utilizou-se amostras de DNA gendmico extraidas a partir de sangue total dos pacientes
e de seus familiares, coletadas no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HC-
UNICAMP. Foram colhidos de 10 a 20 ml de sangue periférico em tubos conicos, contendo
1,0 ml de EDTA (etilenediaminotetracetato dissdédico.2H,0) 10 % pH 8,0 como anti-

coagulante.

3. Extragdo de DNA gendomico a partir de sangue total (Araujo ef al., 1996):

Adicionou-se Solugdo A ao sangue coletado até o volume de 50 ml e manteve-se o tubo
a 4°C por 30 minutos, para lise das hemacias. Centrifugou-se a 2.000 rpm, 4°C por 10 minutos.
Ressuspendeu-se o precipitado (‘pellet’) em 20 ml de Solugdo A. Apds a repeti¢do da operagéo
o ‘pellet’ foi ressuspenso em 1 ml de Solu¢do B diluida para 1x. Acrescentou-se 250 ul de

Solugio C, contendo Proteinase K.

Solucio A Solucio B Solucédo C (recém-preparada):
(estoque 2x):

[ ]final [ ] final [ ] final
MgCly...ooooiiii 5mM | NagEDTA................ 20mM | Solug@ao B ... 0,5x
Sacarose.................. 032M [ NaCl...................... 20mM [ SDS........ 5%
Tris-HCl pH 8,0......10 mM | Tris-HCI, pH 8,0........ 20 mM | Proteinase K.................... 1 mg/ml
Triton-X 100................. 1%

Incubou-se a mistura sob leve agitagdo a 37°C, durante um periodo de
aproximadamente 18 horas, ou a 65°C, por 2 horas. Para a extragdo do DNA, adicionou-se
1,25 mi de TE 1x (Tris-HC! 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e igual volume de fenol saturado
com Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 (Applied Biosystems). Homogeinizou-se a mistura por inversao
cuidadosa do tubo durante 5 minutos, apos o qual centrifugou-se a 2.500 rpm por 15 minutos, a
temperatura ambiente, para separagio e recuperagio da fase aquosa (superior). A fase aquosa,
acrescentou-se novamente igual volume de fenol saturado com Tris-HClI 10 mM, pH 8,0
seguido de centrifugagdo, repetindo-se o procedimento duas vezes com solugdo

43



Analise de alelos raros no ‘cluster’ génico da 21-OH

fenol:cloformio:alcool isoamilico (25:24:1; viviv) e por ultimo com cloroférmio:élcool
isoamilico (24:1; v:v). Para a precipitagdo do DNA, acrescentou-se 1/10 do volume obtido de
acetato de s6dio 3 M e 2,5x o volume de etanol absoluto gelado. O DNA precipitado foi
recuperado com o auxilio de uma haste plastica esterilizada e lavado com etanol 70% antes de
ser ressuspenso em volume que variou de 200-500 pl de TE 1x. A concentragdo de DNA obtida
foi calculada através de leitura de absorbancia a 260 nm em espectrofotometro, sendo a

integridade do DNA testada em de gel de eletroforese (ver item 4).

4. Gel de Eletroforese (Sambrook et al., 1989):

A verificagdo da qualidade do DNA gendmico extraido, amplificagdo de produto de
PCR e separagdo dos fragmentos originados por digestdo enzimatica foi feita a partir da
realizacdo de eletroforese em gel de agarose 0,8% (para digestdao e DNA gendmico) ou 1,5%
(para produto de PCR) em TBE 1x, preparado segundo protocolo descrito em Sambrook ez al.

(1989). Solugdo estoque de tamp3o utilizado na corrida eletroforética e preparagdo do gel:

TBE (Tris-Borato) 10x

acido borico 55,0 g
trizma-base 108 g
EDTA 0,2 M, pH 8,0 100 ml
H,O q.s.p. 1.000 ml

Aplicou-se a amostra no gel juntamente com 1/10 do volume de tampdo de corrida
(0,25% de Azul de Bromofenol; 50% glicose). As condi¢des de corrida variaram de 60 a 100
V. Os marcadores de peso molecular utilizados foram DNA ‘ladder’ de 1 kb ou de 100 pb
(Gibco BRL), utilizando-se 5 ul de solugdo estoque de 40 ng/ul. Corou-se o gel em solugdo
diluida de Brometo de Etideo (0,5 pg/ml) durante 10 minutos, sendo visualizado em

transluminador de luz ultra-violeta e fotografado com camera Polaroid.
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5. Amplificagdo por Reacio de Polimerizacio em Cadeia - PCR (Polymerase Chain

Reaction)

O gene CYP21 e o pseudogene CYP21P tém aproximadamente 3,0 kb em tamanho e
apresentam cerca de 96 % de homologia entre si (Higashi ez al., 1986; White ef al., 1986). Este
fato dificulta o estudo de mutagdes pontuais no gene CYP21, pois estas podem muitas vezes
estar presentes também em CYP21P. O seqlienciamento e identificagdo de mutagdes exclusivas
do gene CYP21 envolve a distingdo entre gene e pseudogene. Esta distingdo ¢ feita com base
em método descrito por Owerbach et al. (1990), que se vale da presen¢a de uma delegdo de 8
pares de base no éxon 3, sempre presente no pseudogene. ‘Primers’ desenhados para se
anelarem nesta regido, porém sem a delegio de 8 pb, sdo capazes de amplificar seletivamente o
gene CYP21. Utilizou-se a mesma estratégia para o uso de ‘primers’ especificos de CYP21 que
se anelassem em uma regido do éxon 6, onde se identifica uma diferenga em trés pares de bases
entre gene e pseudogene (mutagao CL6).

Os ‘primers’ para selegdo de CYP21 utilizados neste trabalho foram descritos por
Wilson et al. (1995a) (tabela 6). Os ‘primers’ ndo seletivos para o gene CYP21 utilizados na
amplificacdo e sequenciamento do mesmo foram desenhados com o auxilio do programa ‘Gene
Runner’, versdo 3.0 (tabela 7). Uma primeira reagio de amplificacdo com os pares 5’21B1-
Ex6na (ou 5°21B1s-Ex3na), Prol-Ex6na e Ex3ns-Int10ants foi utilizada para selecionar o gene
CYP21. Estes fragmentos foram posteriormente utilizados como molde para a realizagdo de
‘nested” PCR, em casos especificos, ou na realizagdo de sequenciamento direto. A figura 7
mostra uma representagdo esquematica da posigdo dos ‘primers’ e tamanho dos fragmentos

obtidos.

Tabela 6: Seqiiéncias dos ‘Primers’ utilizados para selegdo do gene CYP21.

‘Primer’ Seqiiéncia (5’-3°) Tm (°C) Localizacido
Ex3ns* CGG ACC TGT CCT TGG GAG ACT AC 66,0 Exon 3
Ex3na* TCC AGA GCA GGG AGT AGT CTC 66,0 Exon 3
Ex6na* AGC TGC ATCTCC TCG ATGTGA 64,0 Exon 6
Ex6ns* GAG GGA TCA CAT CGT CGT TGG AGATG | 72,0 Exon 6

* ‘primers” descritos por Wilson et al 1995%; s: sense; as: antissense
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Tabela 7: Sequiéncias dos ‘Primers’ utilizados para amplificagdo e sequenciamento do gene

CYP21.

‘primer’ Seqiiéncia (5°-3’) Tm (°C) Obs.
5°21Bls GAG TGA GTG CCC ACA AAGC 60,0 5°21B1-Ex6na: 1381 pb
5°21B2 AGT AAACTG GCCCACGGT G 60,0 5°21B2-Ex6na; 1079 pb
ProExls GGA TGG CTG GGG CTC TTG AG 66,0 ProExl1s-Int2as: 576 pb
Intlas CAG CCA AAG CAGCGT CAGCG 66,0 -

Int2as CAC ACT TGA GGC TGA GGT GG 64,0 -

Int2s GAG ATG GGT TCT TGCTATGCT G 60,0 Int2s-Ex6na: 964 pb
Int2s2 CCT TCA TCA GTT CCC ACCCTC 60,0 Int2s2-Ex6na: 771 pb
Int3as CTG TGA GAG GCG AGG CTG AC 60,0 -

Intdas CAG TTC AGG ACA AGG AGA GGC 62,0 -

Int4s GTG CCT CACAGCCCCTCAG 64.0 Int4sens-Int6ants: 539 pb
Int6as GGT GAA AGG AGC GGG CTG AG 66,0 -

Int6s CAGTGATGCTACCGGCCTC 62,0 Int6sens-Int7ants: 405 pb
Int7as CAG AGC TGA GTG AGG GTG 60,0 -

Int7s CCG GCA CTC AGG CTC ACT 60,0 Int7s-Int8a: 347 pb

Int8a GGG CTG GAG TTA GAG GCT GG 62,0 -

Ex81na* TTC GTG GTC TAG CTC CTC CTG 67,0 -

21Bex9s TTG GGG ATG AGT GAG GAA AG 60,0 21Bex9A-Int10ants: 573 pb
Int10as GAA ACT GAG GTA CCC GGC 58,0 -

* ‘primer’ descritos por Wilson et al 1995a; s: sens; as

: antissense

Na caracterizagdo dos fragmentos raros de RFLP observados nas familias 22 e 26,

foram desenhados ‘primers’ para a regido 3’ do gene CYP21 e para a regidao 5’ do gene C4B,

respectivamente (tabela 8).

Tabela 8: Seqiiéncias dos ‘Primers’ utilizados na amplificagdo da regido 3’ do gene CYP21 e
CYP21P e do gene C4B.

‘Primer’ Seqiiéncia (5°-3”) Tm (°C) Obs.
3'21Bs GAT CGC TGG CAG AGA AGGC 62,0 CYP21Int10s-Cyp21Int10a:
3°21Bas GAG GTT GGT TGA GTG CTG GG 62,0 318 pb
C4Bis GGT GCT CAG GCA CTG GAA TG 64,0 C4B1A-C4BI1B: 915 pb
(C4Blas AGG CCA CAGCTCTTC GCATC 64,0

$: sens; as: antissense
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Segue-se a reag@o geral de amplificagdo por PCR utilizada para a caracterizagio tanto

de mutagdes novas quanto dos polimorfismos de RFLP.

Reaciao [] final Ciclo geral

DNA gendmico 0,5-1 g | 1 ciclo de: 94°C, 5 min
Tampdo Gibco BRL (10x) 1 x

MgCl, 1,5 mM | 30 ciclos de: 94°C, 45 seg
dNTP (Pharmacia) 0,1 mM Tm do ‘primer’, 1 min
‘primer’ sense 20 pmoles 72°C, 1m 15 seg
‘primer’ antissense 20 pmoles

Enzima Taq DNA polimerase 2,0U | 1 ciclo de: 72°C. 5 min
Gibco BRL (5 U/ul)

Volume Final 50 ul

Tampio Gibco BRL 10 x Concentrado [ ] estoque -

Tris-Hcl pH 8,4 200 mM

KCl 500 mM

No caso do produto de PCR gerado pelos pares 5°21B1s-Ex3na (1.381 pb) e ProEx1s-
Ex6na (1.457 pb), foi delineado um ciclo que se beneficia da estratégia de amplificagio por
PCR ‘Touchdown’ (Don et al, 1991). Por este método, os primeiros ciclos da PCR sdo
realizados a uma temperatura muito superior a0 da Tm do par de ‘primers’, que ¢
gradativamente reduzida nos ciclos seguintes até alcangar a temperatura 6tima de anelamento,
quando comega o ciclo normal de amplifica¢do. Este procedimento tem por finalidade dar uma
vantagem numeérica inicial aos fragmentos gerados apenas pelo anelamento especifico dos
‘primers’, evitando que produtos formados por um pareamento incorreto sejam amplificados
em quantidades suficientemente altas para interferir no seqiienciamento. O ciclo abaixo refere-
se ao do par 5°21Bs-Ex3na, mas foi utilizado como base também para o par ProEx1s-Ex6na,

variando-se apenas a Tm. Ciclo de PCR ‘Touchdown’:
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1 ciclo de : 94°C, 5 min
12 ciclos de: 94°C, 1 min
72°C-65°C, 1 min (-0,5°C por ciclo)
72°C, 3 min
30 ciclos de: 94°C, 1 min
65°C, 1 min
72°C, 1 min
1 ciclo de 72°C, 5 min

A amplificagdo dos fragmentos foi testada em gel de agarose 1,5%, conforme descrito

no item 4.

6. PCR alelo-especifico:

Para a confirmagio da mutagio H38+C encontrada na familia 41, que se refere a

insercio de um nucleotideo C, foram desenhados dois ‘primers’, um com a seqiiéncia normal e
2

outro com a seqiiéncia mutante (tabela 9), para serem utilizados em PCR de amplificagdo

especifica destes alelos. O ‘primer’ ancorador escolhido para selecionar o gene CYP21 foi o

Ex3na.

Tabela 9: Seqiiéncias dos ‘Primers’ utilizados em PCR-Alelo especifico da mutagdo H38+C

‘Primer’ Seqiiéncia (5’-3’) Tm (°C) Observacao
41Norsense GAA GCT CCG GAG CCT CCACC 68,0 41N/M-Ex6na: 1.335 pb
4]1Mutsense GAA GCT CCG GAG CCT CCC AC 68,0 -

Segue-se a descrigdo dos reagentes e do ciclo utilizado para a amplificagdo seletiva dos alelos.
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Reacio []final |PCR alelo-especifico, Familia 41
DNA gendmico 1 ug|1ciclode: 94°C, 5 min
Tampao Gibco BRL (10x) 1x | 12 ciclos de: 94°C, 1 min
MgClh, 1,5 mM 72°C-65°C, 1 min (-0,5°C por ciclo)
dNTP (Pharmacia) 0,2 mM 72°C, 3 min
BSA 1% 0,1% | 30 ciclos de: 94°C, 1 min
‘primer’ 41Muts ou 41Norms 20 pmoles 65°C, 1 min
‘primer’ Antisense 20 pmoles 72°C, 1 min
enzima Taq DNA polimerase 2,0U|1 ciclo de 72°C, S min

Gibco BRL (5 U/ul)
Volume Final 30 ul

7 - Reacio de seqiienciamento:

Para o sequenciamento direto do produto de PCR procedeu-se com um pré-tratamento

do mesmo com as enzimas Exonuclease I e Fosfatase Alcalina de Camarao (SAP — ‘Shrimp

Alcaline Phosphatase’) no intuito de remover o DNA fita simples residual e os dNTPs

remanescentes (PCR product pre-sequencing kit — Amersham/Pharmacia).

Produto de PCR (~20 ng/ul)...........
Exonuclease 1 (10 U/ul)..................
SAP U/l

Volumefinal..............cooooooooiiiiiii

Tempo de reagdao:  37°C...........

..15 minutos

..15 minutos

O método selecionado para o seqiienciamento tem como principio a utilizagdo dos

quatro terminadores didesoxinucleotideos (ddNTPs) marcados com o isotopo o->°P. Desta feita

ao final da reagdo apenas estario marcados o DNA fita simples que resultarem de

polimerizag¢@o e terminagdo da cadeia por um ddNTP, evitando a marcag@o de fitas simples
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resultantes de terminagdo prematura. Fez-se uso do ‘Thermo Sequenase Radiolabeled

Terminator Cycle Sequencing Kit” da Amersham/Pharmacia.

Reacio Volume [ ] final
Tampio de reagao 10x 2 ul 1x
PCR Pré-tratado 7ul  50-500 ng
‘primer’ sense/antisense (20 pmoles/pl) 1 ul 2 pmoles
Thermo Sequenase polimerase (4 U/ul) 2 ul 8 unidades
H,0 qsp 20 ul

Transferiu-se 4,5 pl da reagdo para quatro tubos, cada um contendo 0,06 uM de um dos
ddNTP (o-’P) e 6 uM de mistura de dNTPs, num volume final de 7 ul. Submeteu-se a reagio a
seguinte ciclagem:

40 ciclos: 95°C, 30 segundos

Tm do ‘primer’, 30 segundos
72°C, 1 minuto

Ao final da reag@o acrescentou-se 4 ul de Solugio de Terminag¢do contendo 95% de

formamida, 0,05% de Azul de bromofenol € 20 mM de EDTA.

8- Gel de Seqiienciamento

Separou-se a reagdo de seqiienciamento em Gel Desnaturante de Poliacrilamida 7%

contendo Uréia 7 M, com variagio de espessura de 0,1- 0,4 mm.

Volume [ ] final
Acrilamida:Bisacrilamida (19:1) 40% 17,5 ml 7%
TBE 10x 10 ml Ix
Uréia 106 g 7™M
Agua q.s.p. 100 ml
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Os parametros de corrida foram 2.000 V, 50 mA a 50 W, por tempos que variaram de 2
a 4 horas. Apds a corrida o gel foi fixado em solug@o contendo metano! (10%): acido acético
(10%) por 20 minutos e seco em forno a 37°C por 16 horas. Posteriormente foi exposto a filme
de raio-X sensiveis a emissdo de radiagdo do nucleotideo marcado (por exemplo, Kodak X-
Omat AR), por tempo variavel. A revelagdo do filme foi feita de acordo com as indicagbes do

fabricante.

9. Anilise da Seqiiéncia

Existem duas seqiiéncias completas do gene CYP21 depositadas no GeneBank (NCBI-
NIH). Essas duas sequéncias apresentam algumas variagdes entre si, dado que foram obtidas de
populagdes diferentes. Higashi et al (1986) fizeram o seqlienciamento a partir de individuos de
origem étnica japonesa, enquanto Rowen er al/ (1997) o fizeram a partir de caucasoides.
Optamos por utilizar como base de leitura a descrita por Rowen ef al. (1997), fazendo uma
redugio de tamanho, focalizando na regiio do CYP21. A andlise da sequéncia foi, entdo
realizada por comparagdo com a original descrita no banco- ‘GeneBank DNA sequence’ da
‘National Center for BioTechnology Information’ (NCBI) sob o nimero de acesso AF019143,
da qual foi selecionada a parte correspondente ao gene CYP21 incluindo aproximadamente 600
pb da regido 5’ ao inicio da transcri¢do. Para melhor compreensdo dos resultados descritos a
seqiiéncia com respectiva numeragdo nucleotidica utilizada como base para a analise encontra-
se no Anexo 1. Vale observar que essa seqiiéncia corresponde a variante com 5 cddons de
Leucina nas posi¢des de aminoacidos 6, 7, 8, 9 e 10.
A comparagio entre gene e pseudogene foi feita com base na seqiéncia do gene

CYP21 descrita acima e a seqiiéncia do pseudogene CYP21P descrita por Higashi et al. (1986).

10. Reacéo de digestio com enzimas de restricao (Sambrook et al., 1989):

A digestdo com enzimas restri¢ao foi utilizada para estudar padrao de restrigdo em DNA
genOmico e para avaliag@o de variabilidade de sitio em produto de PCR. Realizou-se a digestao
total de DNA gendmico e produto de PCR com a enzima 7aql (Pharmacia), no caso das
familias portadoras de polimorfismos raros de RFLP. O produto de PCR de individuos afetados

e familiares das familias 39 (Int2s-Ex6na) e 24 (Ex3ns-Ex6na) foram digeridos com as enzimas
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Pst 1 e Pvu 11 (Gibco BRL), respectivamente, de acordo com procedimento descrito em
Sambrook e al. (1989). A reagdo ocorreu a temperatura Otima de cada enzima, descrita pelo

fabricante, num volume de 150 pl contendo:

[ ] final
DNA genémico/PCR ... 10 ug/ 1 pug
eNZIMA  ............cccooeeienns, 1 U para cada ug de DNA
Tampao 10 X o 1x
AGUE oo q.s.p 150 pl

11. Precipitacio e ressuspensio do DNA:

No caso da digestio de DNA gendmico para realizag@o de ‘Southern blot’ e avaliagdo
de polimorfismos de RFLP, apos a certificagdo da qualidade da digestio do DNA em
eletroforese em gel de eletroforese (item 4), as amostras foram precipitadas com acetato de
sodio (NaC,H;0;), pH 5,5, na concentragio final de 0,3 M e 2,5 Volumes de etanol absoluto
gelado, sendo deixadas a -20°C por um periodo de tempo minimo de 18 horas. Para
ressuspensio do DNA digerido, centrifugou-se a amostra a 12.000 rpm em microcentrifuga por
20 min. O ‘pellet’ resultante foi lavado com etanol 70% e centrifugado novamente a 12.000
rpm por 5 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e, apds a evaporagdo do alcool, ressuspendeu-
se em volume apropriado de TE 1x (Tris-HCl 10 mM, pH 8.,0; EDTA 1 mM), para uma
concentragdo final de 1 ung DNA/ul.

12. Recuperacio e purificacao dos fragmentos:
Foi realizada purificagdo de fragmentos para uso como sonda por eletroforese em gel de
agarose 0,8 % (item 4). O fragmento foi recuperado em papel DEAE (DE-81), por método

descrito em Sambrook et al. (1989), modificado. O gel de agarose foi preparado com tampdo

TAE 1x (Tris-Acetato), utilizado também como tamp@o de corrida:
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TAE 50x

Trizma Base .. 242 g
Acido Acético Glacial ..., 57,1 mi
EDTAOSMPpPHS8,0 ... 100 ml
HaO q.s.p. 1.000 ml

Com um bisturi estéril fez-se uma incisdo no gel a frente da regido contendo o
fragmento de interesse e nela inseriu-se um pedago de papel DEAE (DE-81). Restabeleceu-se a
eletroforese até que todo o fragmento tivesse migrado para o papel, o que foi monitorado por
luz U.V. Em seguida o papel DEAE foi transferido para um tubo de microcentrifuga contendo
400 pl de tamp@o de Eluigdo e incubado a 65°C por 30 minutos, solugdo microfiltrada em filtro
de 0,45 um. Centrifugou-se o tubo por 15 minutos a 12.000 rpm e retirou-se o sobrenadante,
deixando o papel ao fundo. Repetiu-se o processo por duas vezes. O DNA foi entdo precipitado
com 2,5 Volumes de Etanol absoluto a -20°C, por um periodo de aproximadamente 18 horas. A

recuperagio do fragmento se deu conforme descrito no item 11.

Tampao de Eluicao [ ] final
Tris-HC1 1 M, pH 7,9 10 mM
EDTA 0,5 M pH 8,0 1 mM
NaCl5M 625 mM

13. Transferéncia do DNA para suporte sélido (‘Southern Blot’)

Foi realizada eletroforese visando a transferéncia de DNA para um suporte
solido pelo método ‘Southern blot’, descrito por Southern, 1975, modificado (Sambrook ef al,

1989). Apés ser fotografado, o gel sofreu tratamento através de imersdo em duas solugdes:

a.) Solug#o acida (depurinagio), por 15 min.: HC1 0,25 N
b.) Solugdo alcalina (desnaturag@o), por 30 min ou mais: NaOH 0,4 N; NaCl 1 N
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Montou-se entdo o sistema de transferéncia, constituido pelas seguintes camadas:

1.) duas folhas de papel Whatman 3MM para compor a ponte, que permite a subida do
tampao por capilaridade,

2.) gel;

3.) membrana de nylon Hybond NT(Amersham), cortada do tamanho do gel;

4.) duas folhas de papel Whatman 3MM (tamanho do gel);

5.) quatro folhas de papel ‘blotting paper’ (Sigma) (tamanho do gel),

6.) papel absorvente;

7.) peso.

As extremidades da ponte entram em contato direto com a solugdo de transferéncia, que
foi a mesma utilizada para a desnaturagdo. O tempo da transferéncia foi de aproximadamente
18 h. Apés a transferéncia realizou-se a neutralizagdo da membrana, por imersédo da mesma em

solugdo de neutralizagdo durante 30 min.

¢) Solugdo de neutralizagio: Tampao Fosfato de s6dio 0,1 M

A membrana foi seca em papel de filtro e colocada em um forno a 80°C por 2 h.

14. Sondas utilizadas

A sonda para o gene da 21-hidroxilase foi gentilmente cedida pelo Dr. Perin White,
Cornell University Medical College, New York, EUA. A sonda pC21/3c ¢ um cDNA completo
obtido do mRNA da enzima 21-hidroxilase de adrenais humanas, sendo o vetor o pcD (3.0 kb).
A sonda tem 2.1kb e esta inserida no sitio de Bam HI do vetor. Quando este inserto € digerido
com Eco RI origina dois fragmentos, um de 0,6 kb e um de 1,5 kb, correspondentes aos
terminais 5' e 3' do gene, respectivamente.

A outra sonda utilizada é correspondente ao gene da proteina do Sistema Complemento,
C4, que foi gentilmente cedida pelo Dr. Tom Stracham, Dpt of Medical Genetics, St Mary’s
Hospital, Manchester, Inglaterra. E um clone de cDNA da regido 5’ do gene, possuindo 550 pb

e sendo obtida através de digestdo com Bam Hl e Kpn 1.
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Os plasmidios contendo as sondas de interesse foram inseridos em bactérias por
transformagdo para manutengio e posterior amplificagdo, segundo protocolos descritos em

Sambrok ef al. (1989).

15. Marcacao das sondas:

As sondas foram marcadas radioativamente com o*?P-dCTP (Amersham) basicamente
pelo método de ‘Random Priming’, seguindo o protocolo do fabricante do kit de marcagio
(Stratagene). Todas as reagdes foram monitoradas com contador Geiger.

15.1. Random priming

Desnaturou-se 25-50 ng do DNA por aquecimento a 95-100°C, durante 10 min e em

seguida colocou-se o tubo em gelo por 5 min. Centrifugou-se rapidamente e acrescentou-se:

[ ] final
tamp3io (0,67 M de HEPES, 0,17mM Tris-HCI, 17 mM
de MgCl,, 33 mM 2-mercaptoetanol, 1,33 mg/ml de
BSA, ‘primers’ aleatérios (hexameros); pH6.8 1x
Cada ANTP e 0,01 mM
o32P-dCTP (3000 C/MMOI)  +veemieermeinieiie et (Volume) 5 ul
Fragmento Klenow DNA Polimerase ... 3 unidades
B0 Q.8 D e 50ul

Incubou-se a 37°C por 2h. A reac¢do foi interrompida com 5 pl de ‘stop buffer’ e

45 ul de TE 1x.

16. Purificacio da sonda:

A sonda foi purificada através da passagem por uma coluna de Sephadex G-50
(Pharmacia), feita pelo empacotamento de solugdo estoque saturada com Tris-HCI, 1 M, pH

8,0, em uma seringa de 1 ml adaptada a um suporte, através de sucessivas centrifugagdes de 4
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min a 3.000xg. Antes de purificar a sonda, equilibrou-se a coluna com 100 pl de TE, por
centrifugacdo. Retirou-se 1 ul da sonda purificada para a contagem do nivel de incorporagio

radioativa em contador de cintilagio liquida.
17. Pré-hibridizacao e Hibridizacao:

Apos a transferéncia pelo método de ‘Southern blot’, a membrana de nylon Hybond N*
(Amersham) contendo o DNA imobilizado foi hibridizada com sondas para CYP21 e¢ C4
protocolo descrito por Mornet ef al. (1986), modificado.

17.1. Pré-hibridizacao:

As membranas obtidas por ‘Southern blot’ foram incubadas a 42°C em 10 ml de

solug@o de pré-hibridizagao, sob agitagdo, por aproximadamente 18 h.

Soluc¢io de Pré-Hibridizagao volume [ ] final
Formamida deionizada.....................oooool 50 ml 50 %
100x Denhart's. ... 10 ml 10x
20X SSCoo 25 ml S5x
SDS 20%0. ..o 5ml 1%
Tris-HCI2M pH 7.0 .., 1 ml 02M
agua estéril................ 9 m]

Acrescentou-se na hora do uso 100 pg/ml de DNA de Esperma de Salmio (ssDNA)

desnaturado por aquecimento.
17.2. Hibridizacio:

A Solugdo de pré-hibridizagdo foi substituida pela de Hibridizagdo, que € idéntica a
primeira, com excegdo da utilizagdo de apenas 2 ml de reagente Denhardt’s 100x. Na hora do
uso, acrescentou-se Sulfato de Dextran na concentragdo de 100 ul/ml e 100 pg/ml de DNA de

Esperma de Salmio, desnaturado por aquecimento. Antes de ser adicionada a solugdo, a sonda
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marcada foi desnaturada com o acréscimo de 1/33 Volume de NaOH 10 N. Incubou-se os

filtros sob agitagdo a 42 °C, por no minimo 16 horas (‘overnight’).

18. Lavagens:

Apbs hibridizagdo, os filtros foram lavados em soluggo de estringéncia média (2x SSC;
0,1% SDS) a temperatura ambiente, por 10 min, como descrito em Sambrook ez al. (1989). Em
seguida lavou-se os filtros duas vezes em solucdo de alta estringéncia (0,1x SSC; 0,1% SDS) a
65°C durante 15 min. Este processo retira as sondas hibridizadas com seqii€ncias de baixa

homologia, deixando somente as hibridizadas com seqiiéncias de alta homologia.

19. Auto-radiografia e remocgio da sonda das membranas :

Os filtros lavados foram expostos a filmes de raio-X sensiveis & emissio de radiagio do
nucleotideo marcado (por exemplo, Kodak X-Omat AR) em cassetes de exposi¢do com
intensificador de sinal (‘Lightning Plus’ da Dupont), a -70°C por periodos variaveis. Apos este
periodo os filmes foram revelados e lavados. Os filmes foram analisados quanto ao tamanho e
presenca dos fragmentos. A sonda foi removida dos filtros por um processo que consistiu da
incubagdo dos mesmos em solugdo contendo S mM de Tris-HCl pH 8,0, 0,04% de EDTA e
0,1% de SDS, a 95-100°C, até que a solugdo atingisse a temperatura ambiente. Os filtros

tratados foram selados em saco plastico e armazenados a 4°C.
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A primeira triagem para delinear o perfil do complexo 'génico da enzima 21-
hidroxilase em familias apresentando portadores de deficiéncia da 21-hidroxilase, constitui-
se da identificagdo do padrio de hibridizagio com sondas CYP21 e C4 em ‘Southern blots’
produzidos por digestdo com enzimas de restricio. Essa triagem nos indicou uma
variabilidade bastante acentuada quanto ao arranjo do Jocus génico nas familias recrutadas
(Araujo, 1996; Araujo et al., 1996). Paulino er al. (1999) estimaram as freqiiéncias de
microconversdes no gene CYP21, que sdo mutagdes originarias do pseudogene CYP21P,
responsaveis pela deficiéncia da 21-hidroxilase. A proposta do presente trabalho foi a
caracterizagdo de alelos raros identificados durante a analise do ‘cluster’ génico da 21-
hidroxilase e de alelos pertencentes a individuos afetados pela HCA mas nos quais n3o
foram identificados dele¢do, conversio ou uma das nove mutagGes triadas que pudessem
explicar o fendtipo observado de doenga.

Aproximadamente 15% dos alelos estudados por ‘Southern Blot’ e analise de
mutagdes previamente conhecidas por ASOH permaneceram néo elucidadas quanto a causa
da HCA. Esta porcentagem estd de acordo com dados de literatura, como descrito
previamente na introducéo. Pode-se inferir que estes alelos sem identificagdo das mutagdes
mais freqiientes resultantes de microconversdes devem ser portadores de alguma mutagdo
rara, determinadas apenas por seqiienciamento direto do gene afetado. Foram estudadas 6
familias onde somente 1 alelo responsavel por HCA devido a deficiéncia da 21-hidroxilase
esta determinado e 1 familia, apresentando consangiiinidade, na qual nenhuma mutagio foi
determinada, totalizando 7 alelos afetados. Dentre estes pacientes, um esta associado com a
forma classica virilizante simples e seis com a forma grave perdedora de sal.

Dois alelos, em duas familias diferentes, se destacaram dentre as estudadas através
de analise de RFLP, por apresentarem padrdo génico diverso do normalmente encontrado,
quando se efetuou digestdo com a enzima 7aq I e hibridizagdo com sonda para os genes da
21-hidroxilase e de C4. Na familia 22, o padrio de RFLP com a enzima 7aq I e
hibridizag¢@o com sonda especifica para CYP21 apontou a presenca de um fragmento extra
que, por coincidéncia, apresenta 0 mesmo tamanho de 5,4 kb caracteristico do fragmento
originado por digestdo com 7aqg I e hibridizado com sonda de C4. O alelo é de origem
materna e esta presente na filha afetada e no filho nfo afetado. Na familia 26, o padrio de
hibridizag¢do diferiu do normal para o gene C4B. A analise de RFLP com a enzima Tag I e

hibridizagdo com sonda para o gene de C4 da mae, filha normal e filha afetada revelou,
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além dos fragmentos normais de 7,0 e 6,0 kb (C4A e C4B), um fragmento de 3,9 kb,
inicialmente identificado como sendo de 3,7 kb devido a uma falta de resolugédo da técnica

de ‘Southern blot’ (Araujo, 1996).
1* Parte: Identificacio de mutagdes pontuais

Inicialmente havia sido planejado, como estratégia de estudo, executar uma triagem
prévia de possiveis alteragdes no gene CYP21, utilizando-se da técnica de SSCP (‘Single
Strand Conformation Polymorfism’). Esta técnica baseia-se na variagdo da conformagio
secundaria de DNA fita simples entre seqiiéncias normal e com alguma mutag@o pontual,
separados em gel nd3o desnaturante,. Posteriormente seria realizado o seqiienciamento dos
fragmentos que originassem alteragdo do padrdo normal. Virias tentativas foram feitas no
sentido de padronizar este protocolo para o estudo do gene CYP21, porém essa estratégia
ndo se mostrou adequada pelo fato de n3o se poder amplificar éxons isoladamente sem que
ocorresse a co-amplificagio do pseudogene CYP21P. A selegdo do gene CYP21 com
‘primers’ especificos daria origem a fragmentos amplificados com tamanho superior a
capacidade de resolugdo da técnica de SSCP. Seria necessario a redug¢do do tamanho dos
fragmentos por digestdo com enzimas de restrigdo. Nesse caso, o numero de fragmentos
obtidos dificultou a padroniza¢do do SSCP, devido & complexidade do padrdao de bandas
formados. A presenca de muitos polimorfismos no gene CYP21 também contribui para a
complexidade da analise. Assim, realizou-se o sequienciamento direto de toda seqiiéncia
génica em todos os individuos.

Para o seqiienciamento da totalidade do gene CYP21, englobando os 10 éxons, 9
introns € 655 pb anteriores ao codon ATG de iniciagdo, 16 ‘primers’ foram desenhados,
com o auxilio do programa ‘Gene Runner’, versao 3.0 (tabela 7, em material e métodos).
Os ‘primers’ necessarios a selegdo do gene CYP21 em detrimento do pseudogene CYP21P
foram retirados da literatura (tabela 6, em material e métodos) (Wilson et al, 1995).
Efetuou-se a padronizagio da reagdo de PCR dos vérios pares de ‘primers’, sendo os
padrdes obtidos descritos na metodologia (item 6).

Convém, entretanto, fazer algumas consideragdes quanto a amplificagdo de um dos

fragmentos a ser seqilenciado. A reagdo de amplificagdo por PCR com o par Int2sens-
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Ex6na mostrou-se inesperadamente problematica. Nao foi capaz de gerar o fragmento
esperado do gene CYP21 em alguns individuos, apesar de ter dado origem a bandas
especificas e bem definidas em outros individuos. Apds o seqiienciamento da regido de
anelamento do ‘primer’ Int2sens, efetuado partir do fragmento gerado pelos ‘primers’
ProEx1-Ex6na (tabela 7), verificou-se que a posi¢do 20 do ‘primer’ Int2sens é polimorfica,
podendo ser C ou T no nucleotideo 456 do gene CYP21. Como o ‘primer’ foi desenhado
com o nucleotideo C nesta posi¢do, os individuos homozigotos para T ndo seriam
amplificados. Nos individuos heterozigotos para este polimorfismo, poderiamos explicar a
aparente presenca de mutagdes e polimorfismos raros em hemizigose, pois apenas um alelo
seria selecionado. Entretanto, verificou-se que a amplificagdo de um unico alelo,
comprovada pela presenga de mutagdo Sp2 em hemizigose em individuos sabidamente
heterozigotos, ocorria independentemente da presenca de polimorfismo C ou T no
nucleotideo 456. Para evitar os problemas gerados pelo polimorfismo, outro ‘primer’ foi
desenhado para se anelar ao intron 2, numa posi¢do a 150 pb na dire¢do 3’ (Int2s2). Vale
ressaltar que a alta variabilidade nucleotidica do intron 2 dificultou a escolha de uma
seqliéncia invaridvel e apropriada para o desenho do ‘primer’. Ainda assim, na maioria dos
casos a aparente hemizigose permaneceu. Com certeza, um dos alelos de CYP21 n3o foi
amplificado. Devem pois existir outros fatores que devem influenciar na amplificagdo dos
fragmentos, o que sera discutido mais adiante.

O sequenciamento do gene CYP21 nos individuos estudados revelou diversas variagdes
nucleotidicas quando em comparagdo com a sequencia de CYP21 tomada por base, obtida
de um banco de dados e que apresenta o polimorfismo de repetigdo de S leucinas no éxon 1.
(Genebank [NCBI-NIH], numero de acesso AF019143; Anexo 1). Algumas dessas
variagGes foram encontradas em mais de um individuo e em geral em heterozigose. A
maioria das alteragdes podem ser provenientes do pseudogene CYP21P, desde que foram
encontradas na sua seqiiéncia registrada no GeneBank (NCBI-NIH, nimero de acesso
M12793).

A tabela 10 identifica as mutagdes encontradas neste trabalho, bem como as familias em
que ndo foi possivel encontrar nenhuma mutagio que pudesse ser associada com o fenétipo

doente.
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Tabela 10: Resumo das mutagdes identificadas nas familias estudadas.

Familia Individuo Mutacio Paterna | Mutacio Materna HCA
(codigo)

Pai (10P) 1172N -

10 |Mae (10M) - L107R
Filho Afetado (10Yal) 172N L107R VS
Filha Afetada (10Xa2) 1172N L107R VS
Pai (11P) N&o determinada -
Maie (11M) - Sp2

11 Filha Afetadal (11Xal) | N&o determinada Sp2 PS
Filha Afetada2 (11Xa2) | Nao determinada Sp2 PS
Filho Afetado (11Ya3) Nio determinada Sp2 PS
Pai (24P) I172N -

24 Mie (24M) - L142P
Filha Afetada (24Xal) 1172N L.142P PS
Pai (26P) A8 -

26 Mie (26M) - R356W
Filha Afetada (26Xal) A8 R356W PS
Filha normal (26Xn2) - R356W
Pai (27P) Sp2 -

27 Maie (27M) - Niao determinada PS
Filha Afetada (27Xal) Sp2 Nio determinada
Pai (39P) IVS2AS, A—G, -2 -

39 Mie (35M) - I1172N
Filha Afetada (39Xal) | IVS2AS, A—>G,-2 I1172N PS
Pai* (41P) H38+C -

41 Mie* (41M) - H38+C.
Filha Afetada (41Xal) H38+C. H38+C. PS

Filho normal (41Yn2)

*casal consangiiineo
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1. Identificagio da mutagiao L107R

A analise inicial do genotipo da familia 10 para as mutagSes conhecidas identificou
a presenca da mutagdo [172N em heterozigose no pai e dois filhos afetados e nenhuma
mutagdo freqiente na mée (tabela 5). O estudo de RFLP com Taq I e sondas para CYP21 e
C4 revelou que a mée possui um alelo com duplicagdo de CYP21P e C4B, que ndo foi
passado para os filhos afetados, indicando estar em associagdo com o gene normal.
Nenhuma outra alterag@o foi encontrada que pudesse explicar o fenotipo observado com a
forma virilizante simples para a HCA (Araujo, 1996; Paulino, 1997). O seqlienctamento
direto do gene de ambos os filhos afetados revelou diversas alteragdes nucleotidicas, dentre
as quais identificou-se uma que poderia ser responsavel pela doenga: uma mutagio de troca
de sentido (‘missense’), substituindo uma leucina por arginina, resultante da tranversio
CTG—CGG (éxon 3; nucleotideo 702) no cédon 107 da proteina (figura 8). Esta alteragio
esta ausente no pseudogene e portanto ndo deve se tratar de evento de microconversao.

A mutagdo L107R foi detectada em heterozigose na mae e dois filhos afetados,
reforgando a hipotese do seu envolvimento na etiologia da doenga (figura 8). Esta mutag@o,
ndo descrita anteriormente, foi identificada numa regido proxima a outras duas mutagdes
previamente descritas na literatura: uma neutra, K102R (Higashi et al., 1986; White ef al.,
1986) e a mutagdo P105SL (Wedell et al, 1992) que foi descrita em conjunto com duas
outras altera¢des (Introdugdo, item 13). Diferentemente destas duas mutag¢des, que
promovem a substituigdo de um aminoacido por outro de mesma polaridade, a mutagdo
L107R resulta na substituigdo de um aminoacido nio-polar (Leucina) por um aminoacido
basico (Arginina). As chances desta modificagdo provocar alguma alteragdo na estrutura
secundaria e terciaria da proteina sdao maiores, podendo influenciar na sua atividade frente
ao substrato. A comparagdo das seqiiéncias de aminoacidos de humanos com as de bovinos,
roedores e suinos indicou que o codon 107 é polimoérfico para os residuos ndo-polares de
leucina e iso-leucina (Lewis ef al. 1998; Kawaguchi ¢z al., 1992). Apesar de considerarmos
a mutagdo L107R como causa da HCA nesta familia, apenas a realizagdo de analise da

expressdo da proteina mutante /n vitro seria capaz de confirmar o seu papel na doenga.
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1 -2 3123 412 341 2 34

5‘)
L107R
TG —p
Nucleotideo 702
3 7

5°- AGGAACTACCCGGACC(T/G)GTCCTTGGGAGAC -3’

Figura 8: Andlise por seqiienciamento direto do gene CYP21 da familia 10, com
o ‘primer’ Int3as, abrangendo a regido do exon 3. A mutagdo T—G, no
nucleotideo 702, esta presente em heterozigose nos individuos 1, 2 e 3.
Abaixo estio indicados a seqiiéncia do gene CYP21 analisada e o
heredograma correspondente a familia. 1-Filha afetada; 2-Filho afetado;
3-Mée; 4-Pai.
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2. Identificacio da mutacio L142P

Outra mutagdo ‘missense’ nio descrita foi identificada na familia 24, onde se tinha
determinado que o pai e a filha, afetada com a forma PS, eram portadores da mutago
I172N em heterozigose. Pai e mde apresentavam ainda duplicagdo de CYP21P e C4B em
associagdo com os alelos ndo afetados, que ndo foram passados para a filha afetada. A
Unica alteragdo identificada em éxon capaz de explicar o fendtipo de HCA foi a transigdo
de CTG—CCG observada no nucleotideo 807 no cddon 142 (éxon 3), que deu origem a
substitui¢do do residuo ndo-polar leucina por outro ndo-polar prolina (L142P) (figura 9A).
O aminoacido alterado é o segundo de uma sequéncia de 10 aminoéacidos conservados em
pelo menos quatro espécies de mamiferos (Lewis et al. 1998). Esta transi¢do de nucleotideo
esta ausente no pseudogene, indicando ndo tratar-se de caso de microconversdo. A filha
teria o genotipo [1172N/L142P e um fenotipo predito de VS. Entretanto, a forma PS foi
diagnosticada. A relagdo da mutagdo com a atividade normal da enzima dependera da
importancia do aminoacido alterado para o funcionamento normal da enzima.

O sequenciamento revelou que a filha doente é portadora em heterozigose desta
mutagdo, enquanto que a mde, portadora obrigatoria, ndo apresentou a mutagdo, mesmo
apos a repetigdo do PCR e do seqiienciamento. Ocorreu entdo a suspeita de que o alelo
portador da mutag@o ndo estaria sendo amplificado durante a reagdo de PCR, ja que havia
precedentes na literatura para tal (Day et al. 1996). A confirmagdo de que a mée era de fato
portadora veio através da analise de digestdo de produto de PCR com enzima de restrig&o.
A mutagdo L142P esta posicionada dentro um sitio de restrigio para a enzima Pvull e a
presenga da mutag@o abole o sitio e impede a digestio do DNA (figura 9B). O fragmento
Ex3ns-Ex6na foi digerido com Pvull revelando que mie e filha afetada s@o portadoras de
L.142P. Presume-se destes dados que a ndo- amplificag¢do do alelo afetado ocorreu durante a
reagdo de sequienciamento e ndo no PCR inicial realizado para selecionar o gene CYP21.

Nesta familia a mde apresentou a mutagdo V281L no alelo que ndo foi transmitido a
filha. Assim ela seria heterozigota composta para a mutagdo L142P e V281L e deveria
apresentar um quadro clinico de hiperplasia ndo classica. Aparentemente essa mae €

assintomatica e somente a dosagem de 17-OHP, apés estimulo com o ACTH, ira indicar se
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321321 321321

L142P

<+— T-C
Nucleotideo 806

5’- TGGTGGAGCAGC(T/C)GACCCAGGAGTT -3’

=~
~ CONTROLE

pb M. li 253 pb

15009

600 > <4—0605
4—495
<—100, 110

Figura 9: A- Analise por sequienciamento direto gene CYP21 da familia 24, com
o ‘primer’ Int3as, abrangendo a regido do exon 3. A mutagdo T—C,
no nucleotideo 806, esta presente em heterozigose no individuo 3.
Abaixo esta indicada a seqiiéncia analisada. B- Heredograma e
digestdo do produto de PCR In2s-Ex6nas com Pvu II. A mutagao
suprime sitio de restri¢do de Pvu II. Individuos 2 e 3 s@o heterozigotos
para a mutagdo. M- Marcador de Peso molecular; 1- Pai; 2- Mae;
3- Filha afetada; 4- controle.
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existe algum bloqueio da sintese de cortisol, o que j& foi solicitado. Como dito
anteriormente para a mutagdo L107R, a analise de expressdo e atividade da enzima mutante
seria Gtil e muito mais importante para definir o papel de L142P na doenga. Um outro
experimento de igual importancia € a triagem de uma populagdo normal para a mutagdo
L142P o que afastaria a hipotese de ser um polimorfismo entre genes CYP21.

Dentre os varios polimorfismos identificados no estudo do individuo afetado 24Xal
(tabelas 12 e 13), um se destaca, pela semelhanga com um sitio de ‘splicing’ normal que €
criada. Este alteragio de base G—A foi encontrada na posigdo 1.874, no intron 7 do
individuo 24xal, a +90 pb do sitio normal doador de ‘splicing’ (figura 10; tabela 13).
Existe ja uma mutagdo identificada para o dinucleotideo GA da fita doadora de ‘splice’
neste intron, como descrito na introdugdo. A presenca de mutagdo criando sitios de
‘splicing’ alternativo nfo € uma ocorréncia incomum no gene da CYP21, visto que a
mutagdo mais freqiientemente encontrada é justamente a Sp2. A alteragdo por nos
identificada possivelmente estaria gerando um sitio alternativo de ‘splicing” dentro do
intron 7, o que resultaria na formag¢do de mRNA de tamanho alterado, originando uma
proteina truncada. Entretanto, ndo nos foi possivel afirmar a ocorréncia deste evento a
menos que experimentos de transcrigdo in vitro ou em cultura de células, tendo o produto
de PCR como molde, sejam levados a termo. Além do mais, ndo se determinou se este
polimorfismo estaria em associag@o com a mutagdo descrita para o éxon 3 e proveniente da
m3e ou em associagdo com a mutagdo [172N proveniente do pai. A confirmagio da
associagdo com o alelo paterno e a realizagdo de experimentos de expressdo poderiam de
alguma forma explicar o fato de ser observada uma divergéncia entre o fenotipo predito

(VS) e o observado na paciente (PS).

3. Identificacdo da mutacao IVS2AS, A—G, -2

A analise prévia da familia 39 quanto as 10 mutagdes mais freqiientes havia
definido que a mie e filha afetada eram portadoras da mutagdo 1172N, enquanto que
nenhuma mutagdo proveniente do pai foi encontrada. Com o seqilenciamento integral de
CYP21 do individuo afetado, foi possivel a identificagdo em heterozigose de uma mutagio

nova. Esta mutagido consiste em uma transi¢gdo de AG—GG no sitio consenso de splice, no
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70

G>A —
Nucleotideo 1874

3)

5’- GAGGCTG(G/A)GGCTGTG -3°

Figura 10: Seqiienciamento do gene CYP21 do individuo 24Xal, com o “primer”
Ex8na, indicando a presenga da alteragio G—A em heterozigose no intron
7, na posigdo -75 (nucleotideo 1874 da seqiiéncia). O fragmento de
seqiiéncia do gene CYP21 analisado esta indicada logo abaixo.
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nucleotideo 670, localizado na fita aceptora do intron 2 (figura 11A). Ndo foi encontrada a
variagdo no pseudogene (Higashi et al., 1986; GenBank, acession #M12793).

O par de dinucleotidios 5’-GT...AG-3’ nas extremidades dos introns foi identificado
em virtualmente todos os mamiferos estudados até o momento (Lajic et al., 1996), sendo
que a sua presenca € considerada crucial para que ocorra o processamento normal do
mRNA. Alteragdes nestes consensos resultariam na completa incapacidade de realizar a
excisdo normal do intron, que seria mantido e traduzido, originando uma proteina maior do
que o normal e possivelmente com o quadro de leitura alterado, podendo até gerar cédons
de terminag@o precoces. A proteina resultante seria completamente inativa. Como ja citado
anteriormente, a mutagdo mais freqliente na deficiéncia da 21-hidroxilase € a mutag@o Sp2.
A alteragdo A/C por G na posigdo —12 do intron 2 leva a ativagdo de um sitio de splice
criptico, que resulta no processamento imperfeito do mRNA (splicing) com retengdo de 19
pb normalmente excisados, levando 4 alteragdo do quadro transcricional a criagio de um
codon de terminagdo. Foi associada a forma PS, com uma certa variagdo fenotipica para a
forma VS, devido talvez ao fato de que uma pequena porcentagem dos mRNA portadores
da mutagdo serem corretamente processados pela célula. O mesmo ndo acontece com a
mutagio descrita para o paciente da familia 39. E inferido que todo o mRNA resultante da
transcricio do alelo mutante n3o tera o intron 2 corretamente excisado. Como resultado
havera um prolongamento da proteina, alteragdo do quadro de leitura e surgimento de um

codon de terminagdo, como visto abaixo.

93

E P L T Y K L L s L G D Y
GAG CCA CTT ACC TAC AAG CTG....... CTG TCC TTG GGA GAC TAC Sequéncia normal
E P L T € K G K K I F F stop .

GAG CCA CTT ACC TGT AAG GGC....... AAA AAA ATT TTT TTT TAA Seqiiéncia Mutante

Outra mutagao foi descrita para a seqiiéncia consenso GA da fita doadora no intron
2, por Lajic et al. 1996, cujas conseqiiéncias da mutagdo seriam as mesmas da mutagdo aqui
descrita.

Inesperadamente, enquanto o paciente da familia 39 revelou possuir a mutagdo no

intron 2 em heterozigose, o pai portador obrigatorio apresentou hemizigose para a mutagio
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S Ju A (s S Rt s i I [ s |

L142P

A->G —»
Nucleotideo 670

5’- CCAACTCCTCCTGC(A/G)GACAAGCTGGTGTCT -3’

+ CONTROLE

pb pb
i)
1500—p I
600 —p K

o= 410

360

320

Figura 11: A- Analise por sequenciamento direto do gene CYP21 da familia 39, com o
‘primer’ Int3as, abrangendo a regido do exon 3. A mutagdo A—G, no
nucleotideo 670, esta presente em heterozigose no individuo 3. Abaixo esta
indicada a seqiiéncia do gene CYP21 analisada. A compressdo observada no gel
é resultante da presenga da mutagio. B- Heredograma e digestdo do produto de
PCR In2s-Ex6nas com Pst . A mutagdo suprime sitio de restrigdo de Pst I
Individuos 1 e 3 sdo heterozigotos para a mutagdo. Apenas 1 alelo do individuo
1 esta presente na digestdo. 1-Pai; 2-Mae; 3-Filha afetada; 4- Controle.
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no seqilenciamento (figura 11A). Entdo, foi necessario recorrer a outros métodos de analise
para determinar que o pai na verdade possui um alelo normal e um mutante, sendo que o
primeiro ndo foi amplificado em rea¢des de PCR. Na analise por PCR alelo-especifico da
mutagdo Sp2 nesta familia, que avalia inclusive o polimorfismo A/C nesta posigdo,
observou-se que pai e mie apresentam o genétipo A e C nesta posi¢do, enquanto a filha €
homozigota para A (dados ndo mostrados). Uma vez sabido que o pai possui dois alelos
diferentes e sendo a mutagdo identificada rara, procurou-se confirmar a heterozigose
através da digestdo com a enzima Pst I, cujo sitio € suprimido pela mutagio (figura
11B).Porém a condig¢do de hemizigose permaneceu, indicando que o alelo portador de C no
sitio de Sp2 deve ter sido perdido durante a reagdo de PCR para selegdo do gene CYP21.
Uma discussdo sobre as provaveis causas da sele¢do de alelos nesta regido do gene CYP21
sera apresentada mais adiante.

Nesta familia houve discordancia entre o fenotipo predito e o observado. Como
portador em heterozigose da mutagdo [172N, o fendtipo esperado para este genotipo seria a
forma virilizante simples. Entretanto encontra-se respaldo a esta aparente discordancia no
trabalho de Speiser ef al (1992) onde sdo caracterizados genotipos do tipo 1172N/Del,
[172N/R356W e [172N/1172N, todos associados com a forma PS.

4. Identificagio da mutag¢io H38+C

A paciente da familia 41, afetada com a forma PS, ¢ filha de casamento
consangiineo, que indica ser portadora de um mesmo alelo afetado provenientes de pai e
mae. A analise anterior ndo havia indicado a presenga de nenhuma das mutagdes mais
freqiientes. O seqiienciamento do éxon 1 revelou a inser¢gdo de um unico nucleotideo C
entre os nucleotideos 85 e 86, na segunda posigdo do cddon 38 que codifica para o
aminoécido histidina (5'-CTC CLCAC CTC-3") (figura 12A). A inser¢io deste aminoacido
deve ser responsavel por alteragdes drasticas na estrutura da proteina, pois origina alteragio
do quadro de leitura logo no inicio do gene com posterior formag¢do de um stop cddon na
posigdo 79. A proteina formada fica truncada e incompleta, como mostra a sequéncia a

seguir:
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H38+C

Inser¢iode C —P
Nucleotideo 85-86

|G A T CI|G AT C|G A T C]|

5’- GTGGAAGCTCCGGAGCCTCC(YC)ACCTCCCGCC -3

¢ Ve

] @
3 2 4 1
NM NMNM NMNM

CONTROLE

pb

<1335

Figura 12: A- Analise por seqiienciamento direto gene CYP21 da familia 41, com o
‘primer’ Intlas, abrangendo a regido do exonl. A inser¢do de C entre os
nucleotideos 85-86 esta presente em homozigose no individuo 1 e em
heterozigose nos individuos 2 e 3. Abaixo estd indicada a seqiiéncia do gene
CYP21 analisada. B- Heredograma e PCR alelo-especifico para seqiiéncia
normal e portadora da mutagdo H38+C. 1- Filha afetada; 2- Mae; 3- Pai; 4-
filho normal; N- normal; M- mutante.
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36 73
S L H L P P L K R T I E

AGC CTC CAC CTC CCG CCT CTT...... AAG AGG ACC ATT GAG...  Seqiiéncia normal
s L P P P A S Q E D H Stop '

AGC CTC CCA CCT CCC GCC TCT........ CAA GAG GAC CAT TGA  Seqiéncia Mutante

A mutagdo foi encontrada em homozigose na paciente, o que condiz com o fenotipo
PS. Por seqiienciamento direto dos alelos dos pais, a mutagio foi inicialmente encontrada
em heterozigose na mae e ausente no pai. Para verificar-se a heterozigose em pai e mae,
foram desenhados ‘primers’ para realizagdo de PCR alelo-especifico para a mutagdo
(material e métodos, tabela 9). Confirmou-se assim a condi¢do de portadores obrigatorios
em ambos os pais, excluindo-se inclusive a possibilidade do filho normal ser portador

(figura 12B).
5. Auséncia de mutacées demonstriveis

Nao foi possivel a identificagdo de nenhuma mutagio em duas das familias com
apenas um alelo determinado. A familia 11 compde-se de mde e trés filhos afetados
identificados por PCR alelo-especifico como heterozigotos para a mutagdo Sp2 (intron 2,
-12, G). Os trés filhos compartilham dos mesmos alelos paternos e maternos e apresentam o
polimorfismo C na posi¢do da mutagdo Sp2, provenientes do pai (intron 2,-12, C). Nio
havia sido encontrada nenhuma alteragdo ou mutagdo no alelo paterno que justificasse o
fenétipo doente. De maneira semelhante, a familia 27 apresenta pai e filha afetada
portadores heterozigotos da mutagdo Sp2 enquanto que nenhuma mutagdo conhecida foi
determinada no alelo materno herdado pela filha afetada. O gene CYP21 de ambos os
individuos afetados foi inteiramente sequienciado, da posigdo —655 até o final do éxon 10.
Varias alteragdes de nucleotideos foram observadas, muitas provenientes do pseudogene,
sem que no entanto nenhuma pudesse ser relacionada com alteragdo da fungdo normal da
proteina. Como citado acima, ambos os individuos afetados sdo portadores da mutagéo Sp2
em heterozigose e no entanto o sequenciamento da regido do intron 2/éxon 3
inesperadamente revelou a mutagdo em hemizigose. O resultado de alelo-especifico para a
mutagdo Sp2 e seqiienciamento da jungdo intron 2/éxon 3 exemplificam a questdo (figura

13A e B).
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M 1As1C 161 2A 226 2G 3A 3C 3G

<—~1.100 pb

AIC>G —»
Nucleotideo 659 ;

5’_ CCCACCCTCCAGCCCCCA(A/G)CTCCTCCTGCAGACAA -3°

Figura 13: A- PCR alelo-especifico para a mutagdo Sp2 (cortesia de Araujo, M.). O namero
refere-se ao individuo estudado e a letra & variagdo na posigdo 656 do ‘primer’
alelo-especifico utilizado (A, C, ou G). B- Seqiienciamento do gene CYP21 do
individuo 27Xal, com o “primer” Int3as, para a regido do éxon 3. A seta indicam
a posigdo 656 da seqiiéncia, local da mutagéo Sp2. Apesar de diagnosticado como
heterozigoto C/G nesta posigao, o seqiienciamento retrata apenas o alelo portador
da variante G, em hemizigose. A seqiiéncia do gene CYP21 analisada encontra-se
descrita logo abaixo. 1-Pai; 2-Mae; 3-filha afetada.
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A ocorréncia de hemizigose para o fragmento amplificado com os pares ProEx1s-
Ex6na, Int2s-Ex6na, Int2s2-Ex6na e 5°21Bs-En3na foi observada em varios individuos de
todas as familias estudadas (tabela 11). Estes ‘primers’ amplificam a regido que engloba o
sitio da mutagdo Sp2, que nos casos de alelos normais pode apresentar os nucleotideos A ou
C. Ao observamos os dados da tabela 11, podemos afirmar que em todas as familias os
individuos que n3o tiveram ambos os alelos amplificados apresentam o genétipo A/C ou
G/C para posigdo Sp2, sendo sempre o alelo portador da variante C a ser perdido durante a
reacgdo de amplificagdo.

Todos estes dados sdo concordantes com a hipétese de que alguns alelos nio
amplificam os fragmentos que contém a regido 3’ do intron 2. Day er al. (1996) também
relatou a ocorréncia do fendmeno, em associagdo com a mutagdo Sp2. Sua anilise da
mutagido por método baseado em PCR genotipou individuos normais como portadores
homozigotos para Sp2 (Sp2G/G) e individuos portadores obrigatérios de Sp2 como
homozigotos normais (Sp2C/C), numa freqiiéncia alélica muito superior a calculada para a
mutagdo Sp2. A paternidade foi confirmada através da analise de microssatélites, que serviu
também para demonstrar o compartilhamento de um mesmo alelo entre pais e filhos,
mesmos que estes apresentassem discrepancia na tipagem da mutagdo, como na familia
com o seguinte gendtipo: Pai Sp2C/C, Mae Sp2A/G e filho Sp2G/G. Para tentar explicar o
fendmeno, o autor langou méao de outros protocolos, bem como a utilizagdo de ‘primers’
diferentes para a selecido e amplificacdo do gene CYP21. Na selegdo do gene CYP21 foram
utilizados ‘primers’ normais para as regides das mutagdes A8 (éxon 3), CL6 (éxon 6) e
P30L (éxon 1), e mesmo a amplificacdo de fragmento delimitado por ‘primers’ especificos
para as mutagdes Sp2 e A8 foi tentada. Todos os métodos utilizados corroboraram os
genoétipos identificados anteriormente. Apesar de ser possivel sugerir que a variabilidade da
expressao da mutagdo seja responsavel pelos homozigotos Sp2/Sp2 normais, esta hipotese
n3o explica todos os casos observados. A observacido da tipagem diversa de um mesmo
alelo entre mde e filho afetado (Mae: Sp2G/V281L/TINF102; filha afetada:
Sp2A/V281L/TNF102) associada aos outros gendtipos encontrados sugeriram a ocorréncia
da perda de um alelo durante a amplificagdo (‘dropout’). O fendmeno, no entanto, parece
ocorrer apenas quando a regido de aproximadamente 90 pb entre a mutagdo Sp2 e A8 esta

presente no produto de amplificagdo de PCR especifico para CYP21. Esta hipotese foi
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levada em consideragdo para explicar as particularidades observadas nas familias em
estudo.

Dados de literatura em que se observou tanto individuos normais homozigotos para
a mutagdo Sp2 quanto homozigotos normais em portadores obrigatorios (Schulze et al.,
1995, Chin et al. 1998) ajudam a sustentar esta hipotese. Baseados em nossos dados (tabela
11) podemos sugerir que a ndo amplificagdo de um dos alelos estaria conjugada ao genotipo
A/C ou G/C no sitio da mutagdo Sp2. Apesar de 100% dos alelos ndo identificados por
sequenciamento serem A/C, esta relagdo ndo € absoluta, pois fomos capazes de identificar,
por exemplo, os dois alelos de 24M (A/C) por digestido de produto de PCR. Por outro lado,
ndo foi possivel a comprovagio da heterozigose para a mutagdo nova no heterozigoto
obrigatério 39P, utilizando a mesma abordagem. Talvez a tranversio A—C
(purina—>pirimidina) altere de alguma forma a estrutura secundaria da fita simples molde
dificultando amplificagdo do alelo C quando na presenga de A ou G, ambas purinas. Nio
observamos no estudo realizado problemas de amplificagdo de individuos com o genotipo
A/G.

Nas familias 11 e 27, onde nenhuma mutagdo foi identificada, acreditamos que s6
um alelo foi seqiienciado, pelos motivos acima discutidos. Considerando-se que 3 das 4
mutag¢des novas descritas neste trabalho se encontram na regido do éxon 3, existe uma
grande possibilidade de que o alelo ndo amplificado nestas familias exiba alguma mutagio

rara na regido.

6. Identificagio de A8

Na familia 26, a mutagdo R356W foi transmitida pela mie, sendo que no pai ndo
havia sido encontrada nenhuma das mutagdes testadas. Porém a filha afetada mostrou ser
hemizigota para a mutagdo detectada por ASOH (Paulino, 1997). Ja que os experimentos de
“Southern blot” e hibridizagio de sondas de CYP2l e C4 ndo revelaram delecdes ou
conversdes génicas que pudessem justificar a doenga, pensou-se imediatamente na
possibilidade de se tratar da mutagdo A8. Os alelos afetados por esta mutagio ndo sdo
amplificados pela estratégia de PCR que se utiliza da mutagdo A8 para selegdo do gene

CYP21, o que explicaria os resultados obtidos. Tal hipdtese, entretanto, ndo se confirmou
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5,
<+— C-oG
Nucleotideo 706
| «—C-T
Nucleotideo 721
3’

A8
57— CGGACCTGTC (C/G) TTGGATC(C/T) CTGCTCTGGARA -3/

Figura 14: Seqiienciamento do gene CYP21 do individuo 26Xal, com o ‘primer’
Int3as, para a regido do éxon 3. As setas indicam a presenga de alteragdo
C—G e C—T, ambos em hemizigose, no éxon 3, nas posigdes 706 e 721,
respectivamente. Estas variagdes levam a mutagao silenciosa Ser—Ser no
gene CYP21. A sequéncia do gene analisada encontra-se descrita logo
abaixo.
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apés experimentos de PCR alelo-especifico (Paulino, 1997). A realizagio de
seqiienciamento identificou a mutagdo A8, porém originaria de um evento de conversao que
abrangeu pelo menos uma regido de 16 pb incluindo a ja descrita delegdo de 8 pb. Assim,
dois nucleotideos normalmente encontrados no pseudogene e posicionados a 5 pb (T>G)
acima e 3 pb (C—T) abaixo da delegdo A8 estdo presentes também neste alelo (posi¢des
nucleotidicas 707 e 722, respectivamente) (figura 14). Ambos consistem de uma mutagao
silenciosa Ser—>Ser no gene CYP21. Destes, apenas a variagdo do nucleotideo 1357 esta
presente na regido do ‘primer’ utilizado para a detecgdo da mutagdo por PCR alelo-
especifico, que foi desenhado com o nucleotido C ao invés de G, o que talvez explique que
o método ndo tenha detectado a mutagdo A8 (Paulino, 1997). Apds o resultado do

seqilenciamento, realizou-se novo PCR alelo-especifico que desta vez confirmou a presenga

da mutacdo.
Ex3n$
5’-ACTACCCGGACCTGTCCTTGGGAGACTACTCCCTGC Sequéncia normal
v — y
G A8 T
Ex3ma

5’-ACTACCCGGACCTGTCCTTGG TCCCTGCTCTGGAAAG Seqiiéncia A8

7. Variagoes encontradas no gene CYP21

Varias alteragdes foram identificadas ao longo de todo o gene CYP21 em todos os
individuos estudados (tabelas 12 e 13). A troca nucleotidica AP*5C é uma mutagio
silenciosa, uma vez que ndo ha troca de aminoacido na proteina variante. Essa variagao foi
encontrada em dois alelos ndo relacionados, porém é descrita por Higashi ef al. (1986)

422

como sendo a seqiiéncia normal. O mesmo acontece com a variagao AA™ —AC, que foi

s ) ~
encontrada em 5 dos 7 alelos estudados; com C'**'—G, encontrada em dois alelos ndo

2252
C

relacionados; e, com —T, também encontrada em dois alelos nio relacionados. Ja as

variagoes GC**5GT e ACH* AT estio presentes no pseudogene CYP21P mas nunca
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foram relatadas antes como variagdo em CYP21 e, foram encontradas no presente estudo
em dois e trés alelos ndo relacionados, respectivamente.

Outra variante protéica observada foi a presenga de uma Leucina a mais no éxon 1 no
codon 6 (figura 15). A figura mostra o padrdo de bandas no seqlienciamento do éxon 1 com
o ‘primer’ ProEx] no ponto de inser¢do do codon da Leucina extra para individuos
heterozigotos para o polimorfismo nas linhas 1 (10Yal), 2 (10Xa2), 3 (24Xal), 4 (39Xal),
homozigotos para 4 Leucinas nas linhas 5 (26P) e 6 (41Xal) e, homozigotos para S
Leucinas nas linhas 7 (27Xal) e 8 (57Xal, que ndo esta integrada neste estudo). A presenga
de uma leucina extra (codon CTG) nessa posig¢do foi descrita originalmente por Rodrigues
et al. (1987), e ndo estava presente nas primeiras seqiiéncias descritas (Higashi et al., 1986;
White et al., 1986). Essa variag@o foi verificada no CYP21 de outras espécies, indicando
um polimorfismo de tamanho na enzima 21-hidroxilase, entre 494 e 495 aminoacidos
(Rodrigues et al., 1987). De fato, posteriormente foi confirmado que esse polimorfismo
pode ter sua origem no pseudogene e ndo tem efeito sobre a atividade enzimatica (New &
Crawford, 1994).

Doze diferengas de seqiiéncia foram encontradas sem recorréncia em alelos nido
relacionados, sendo qhe a maioria delas ndo foram encontradas na seqiiéncia do
pseudogene CYP21P consultada.

Os individuos das familias 10 e 11 apresentaram diferengas na regido 5° do gene.
Diferengas nessa regido tem sido encontradas em individuos afetados. Por exemplo, Wedell
et al. (1992) descreveram uma alteragdo C—T na posicio —4 ao sitio de inicio da
transcrigdo, regido importante para promover a transcrigdo, porém esse mesmo paciente,
com a forma ndo classica da doenga, apresentou duas outras variagdes: uma Prol06Leu e
uma Pro454Ser. Essa ultima € uma posigdo bastante conservada e provavelmente é
importante para a fun¢io normal da enzima. Assim, nio ficou comprovado o envolvimento
da posicdo —4 na expressdo do fendtipo. Uma das diferengas encontradas na familia 10 €
uma inser¢do de um T a -3 do inicio de transcricio. Uma vez que foi encontrada em
heterozigose, deve-se verificar agora se € proveniente do alelo materno em associagdo com

a mutagdo L107R determinada neste estudo.
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Tabela 12: Varia¢Oes que aparecem em mais de um individuo:

Posicao Individuos Alteracio Posi¢iio em relagio a Presenca no
Nucleotidica transcriciio CYP21P
16 27Xal - | codon Exon I, codon 6 (- Leu) -

(homozigoto)
16 26P, 41Xa2 + | codon Exon I, codon 6 (+ Leu) -
(homozigoto)
16 [0Yal e|+ | codon Exon [, codon 6 (+ Leu) -
10Xa2, 24Xal,| - | codon (-Leu) (heterozigoto)
39Xal
138 10Yal e 10Xa2 |CCA—>CCC |Exon !, codon 46 Sim
27Xal (Pro — Pro)
422 10Yal e| AA>AC +33 do sitio doador de Sim
10Xa2, 24Xal, splicing no intron 2
27Xal,
39Xalg, 41xa2
398 27Xal, 39xal |Delecdo T +8 do sitio doador de N3o
GGGCtGGG | splicing no intron 2
456 10Yal e| GCHGT +66 do sitio doador de Sim
10Xa2, 39xal splicing no intron 2
1426 24Xal, 26P, | ACHAT +21 do sitio doador de Sim
27Xal splicing no intron 6
1591 24Xal, 27Xal |CTC—>CTG |Exon 7, codon 249 (Leu- Sim
Leu)
2252 26P, 39xal TCC—>TCT Exon 9, codon 375 (Ser — N3o

Ser)

Sabe-se que o pseudogene CYP2IP apresenta atividade de transcrigdo mais baixa

quando comparada com o gene ativo CYP21 (Endoh ef al, 1998). Sugere-se que as

sequéncias que determinam a atividade de transcrigio basal do gene CYP21 estejam

localizadas dentro de 166 pb ‘upstream’ do inicio transcricional. Dentro desta regido,
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apenas 4 nucleotideos sio diferentes entre o gene ativo CYP21 e o pseudogene CYP21P;
sdo localizados nas posi¢des -117, -104, -101, e -94. Recentemente, foi descrita a
importincia do nucleotideo guanosina na posi¢ao -104 para a atividade de transcrigdo basal
regulada pelo TATA box nativo do gene humano CYP21. A atividade de transcrigao basal
diminui aproximadamente 80% quando unicamente este nucleotideo ¢ mudado (Chin ez al.,
1998). As outras variagdes encontradas nas familias 10 e 11 ndo sdo encontradas no
pseudogene e provavelmente ndo se mostrardo importantes ao fenotipo, porém vale lembrar
que se tem proposto que seqiiéncias muito distantes ao inicio de transcri¢gdo funcionem
como elemento promotor de transcricdo do gene CYP21, tendo um papel de “Regido
Controladora de Locus” na adrenal. Fato sugestivo para essa suposi¢do ¢ o elemento de
transcri¢do encontrado dentro do intron 35 do gene C4A (Tee et al., 1995).

Na familia 26, no alelo ndo afetado no pai, a unica diferenga nao recorrente encontrada
foi a mudanga de um nucleotideo G*®*’—A. Essa variagio, que existe no pseudogene, causa
a troca da Arginina do codon 103 por uma Lisina no éxon 3. Embora haja troca de
aminoAacido, foi considerada polimorfismo por Rodrigues et al. (1987).

O individuo afetado da familia 27 (27Xal) apresentou duas variagdes ndo recorrentes,
ambas presentes também no pseudogene CYP21P. A mudang¢a de nucleotideo T'®*>C nio
causa troca de aminoacido e, um C nessa posi¢do consta como normal na seqiiéncia de

CYP21 de Higashi (Higashi er al., 1986).

2? Parte: Padroes raros de RFLP

8. RFLP de 3,9kb em ‘blot’ de Tagq I com sonda para C4

Como citado no inicio da discussio, foram identificados dois padrdes raros de RFLP
nas familias 22 e 26 (Araujo, 1996). A estratégia inicial de analise destes fragmentos
envolvia procedimentos tais como clonagem e sequenciamento dos fragmentos na tentativa
de caracterizar e esclarecer melhor a formagao destes alelos afetados.

Na familia 26, além do padrdo normal de RFLP com diferentes enzimas para o gene de

C4A e C4B, o padrdo de Taq I revelou o fragmento raro de 3,9 kb (figura 16). Encontrou-se
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Tabela 13: Varia¢des no CYP21

em um unico individuo:

Individuos Posicao Alteracio Posicdo em relacio a Presenca no
Nucleotidica transcri¢iao CYP21P
10Xa2 -553 TG->TT -553 nt. do inicio da Nao
Transcri¢do
10Xa2 -473 TT->TC -473 nt. do inicio da Nao
Transcrigdo
10Yal e 10Xa2 | -3, -2 Inser¢do de T |-3 do inicio da Transcrigéo Nao
CTCNGCC
11Yal -551 AG—AA -551 do inicio de transcrigdo Nio
11Yal -536 AC—>AT -536 do inicio da transcrigio Nio
41Xa2 85-86 Inser¢do de C|Inser¢do de um C, causando Nio
GGAG"CCT |um “frameshift”, que produz
C um codon de stop no
aminoacido 79 da proteina
27Xal 118 T—C Exon 1, codon 40 (Leu — Leu) Sim
24Xal 1874 GGG—GAG |-75 do sitio aceptor de splicing Nao
no intron 7
27Xal 2375 CG—CA +26 do sitio doador de Sim
splicing no intron 9
24Xal 2425 CC-»CT -21 do sitio aceptor de splicing Nao
no intron 9
39xal 670 AG—GG (Sp) | -2 do sitio aceptor de splicing Nio
no intron 2 ‘
26P 687 G—oA Exon 3, codon 103 (Arg - Sim
Lys)
24xal 1794 GG-GC +11 do sitio doador de Sim

splicing no intron 7
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citagdes na literatura quanto a existéncia de dois polimorfismos raros no padrdo de C4, um
gerando um fragmento 7aq I de 3,5 kb e em associa¢do com Lupus Sistémico Eritromatoso
(Goldstein et al., 1991) e outro apresentando um fragmento 7aq [ de 3,9 kb, devido a
presenga de um sitio extra de restrigdo no primeiro intron do gene (Koppens ef al., 1992),
sendo que nenhum desses polimorfismos foi relacionado com deficiéncia da 21-hidroxilase.
Apenas o trabalho de Koppens ef al. sugeria uma alternativa para o fragmento extra de C4
por ele observado. Através de estudos de digestdo com varias enzimas, Koppens et al.
puderam determinar que apenas a enzima 7agq I originava alteragdo de RFLP, sem que se
produzisse o mesmo resultado com qualquer outra enzima, indicando que talvez a
modificagdo no padrio de RFLP se devesse ndo a uma conversdo ou delegdo em larga
escala mas sim devido ao surgimento de um sitio extra de 7ag 1. Para testar sua hipotese
realizaram diversas digestdes duplas com Taq I/Kpn 1, Pst I/Kpn 1 e BamHI/Kpn 1. Somente
a digestdo com Taq I/Kpn I revelou alteragdo, dando origem a um fragmento extra de 0,9
kb, o que poderia ser apenas explicado por um sitio 7aq I adicional no primeiro intron do
gene C4B, a aproximadamente 70 pb abaixo do sitio para Psz 1.

A realizagdo de digestdo dupla com Tag I/Pst 1 na familia 26 e hibridizagdo com
sonda de C4, apresentou resulfados ndo conclusivos (dados ndo mostrados). Com o auxilio
do programa “Gene Runner” versio 3.0, desenhou-se entdo ‘primers’ que amplificassem
parte da regido compreendida entre os sitios 7aq [ previamente conhecidos e que
abrangessem o intron 1 de C4, a localidade do provavel novo sitio de 7Taq 1. A simples
digestdo do fragmento amplificado com a enzima forneceu a informagdo precisa sobre a
existéncia ou ndo de um sitio de restrigao.

A digestdo do produto de PCR obtido com a enzima 7ag 1 deu origem a dois
fragmentos além do originalmente amplificado, como demonstrado na figura 18, um de
~400 pb e outro de ~600 pb. Tais fragmentos originaram-se apenas do produto amplificado
de Mae, filha afetada e filha normal, todas portadoras do alelo com fragmento andmalo de
3,9 kb, sendo que o pai ndo apresentou o polimorfismo. Na regido em questdo existem duas
bases que se alteradas poderiam originar um sitio novo para a enzima 7aq I, cujo sitio € 5 -

TCGA -3

5’ - GGGCTGGCATCGGGACCCGATTCAGGAGTG - 3’

At
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7,0 kb - C4A —» |

6,0 kb - C4B —» |

B
4
[; <—C4A

-<-+—(C4B

W <«—Alelo raro de 3,9 kb

Figura 16: ‘Blots’ de RFLP com a enzima 7aq I e hibridizacao com sondas para os genes
CYP21 (A) e C4 (A e B). Os genes e o tamanho correspondente a cada banda
estdo indicados. O fragmento raro de 3,9 kb estd indicado. Os individuos 2, 3 e 4
sao portadores em heterozigose do alelo. 1-3: familia 26. 1- Pai; 2-Mae; 3-filha
afetada. 4-Individuo normal portador do alelo raro de C4.

88



Anilise de alelos raros no ‘cluster’ génico da 21-OH

Escala em kb

Figura 17: Representagdo esquematica do locus CYP21/C4, evidenciando a posigac
relativa dos “primers” C4B1A e C4B1B. Um mapa de restrigdao parcial dc
local esta representado pelas enzima Kpn I (K), Zag I (T), Bam HI (B) e Pst .
(P). O posicionamento de um sitio 7aq I extra esta representado por T*.

pb

915>

520-»
380>

Figura 18: A- Digestdo com a enzima 7aq I de produto de PCR obtido com o par de
primers C4B1 de trés individuos da familia 26: Pai (2), Mae (3) e filha
afetada (4). Em 1 e 5, ladder 100 pb. As setas indicam o tamanho do PCR e
dos fragmentos originados por digestdo, em pb. B- Seqiienciamento de
regido do intron 1 do gene C4B, indicando a mutagdo G—A no nucleotideo
116.
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Para a determinagio exata da localizagdo do sitio extra de 7aq I realizou-se o
seqiienciamento do fragmento (figura 18 A e B). O sequencimento demonstrou a alteragdo
de G—A e portanto a primeira seqiéncia sublinhada esta alterada, ou seja, ha um
polimorfismo no nucleotideo 116 a contar a partir do ATG que inicia a proteina. Assim na
analise de C4 por RFLP com a enzima 7aq I, o fragmento normalmente identificado de
6,0 kb (ou 5,4 kb) seria dividido em dois fragmentos de 2,1 kb (ou 1,5 kb) e 3,9 kb.
Entretanto, a sonda utilizada possui regido de homologia apenas com o fragmento de 3,9
kb, o unico identificavel nos ‘blots’ de Tag I. A observagio inicial de um unico fragmento
na regido de 3,7 kb (Araujo, 1996), onde se encontra o fragmento correspondente ao gene
CYP21, talvez se devesse as condi¢des de separagdo dos fragmentos no gel, que
promoveram a sobreposi¢do de ambos os fragmentos de CYP21 e C4B. Além da familia
26, foi possivel a constatagdo que mais um individuo normal ndo relacionado com a familia
¢ portador do alelo raro (figura 16).

Este polimorfismo raro do gene de C4 (2 alelos em 444 estudados) aparenta ser o
mesmo descrito por Koppens et al. (1992), embora ndo se saiba se existe alguma
correlagdo, como efeito fundador, entre o alelo por ele identificado em estudo populacional
da Holanda e o por nds observado. Fato importante a ser considerado € a falta de relagdo
entre o polimorfismo raro de C4 e a HCA no individuo estudado por Koppens et al., pois o
polimorfismo foi identificado apenas na m3e de um portador de HCA. Apesar do
polimorfismo de C4 ndo estar diretamente relacionado com a etiologia da HCA, na familia
por nds estudada o alelo de C4 esta em associagdo com um gene CYP21 portador da
mutagdo R356W, identificada em mde, filha afetada e filha normal, todas portadoras da
banda de 3,9 kb. A mutagdo R356W nio foi constatada no alelo portador do polimorfismo
C4 no outro individuo analisado. Assim, se considerarmos que a formagido do alelo
polimérfico tenha origem comum, pode-se sugerir que o hapldtipo da familia 26 tenha
adquirido a mutagdo em eventos posteriores ao do surgimento do polimorfismo de C4, dado

de interesse para o estudo evolutivo do complexo génico CYP21/C4.

9. RFLP de 5,6 kb em ‘blot’ de Taq I e sonda para CYP21

Na familia 22, o padrdo de RFLP com a enzima 7aq I e hibridizagdo com sonda

especifica para CYP21 apontou a presenga de um fragmento extra de 5,6 kb (figura 6). De
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maneira semelhante ao da familia 26, este fragmento foi primeiramente classificado como
tendo 5,4 kb, pelo fato do gel original ndo ter tido resolugdo suficiente para separa-lo do
fragmento de C4B. O alelo € de origem materna e esta presente na filha afetada e no filho
ndo afetado. Foi determinada a mutagdo Q318X originaria do pai. Baseando-se na analise
feita para o alelo raro da familia 26, procurou-se verificar se haveria alguma alteragio no
sitio 7aq 1 invariavel situado na regifo 3’ ao éxon 10 do gene CYP2! e no pseudogene.
Desenhou-se um par de ‘primers’ (tabela 8) para amplificar um fragmento de 319 pb que,
quando digerido com a enzima 7ag I produziria dois fragmentos de 191 pb e 128 pb. A nio
digestdo do fragmento indicaria a supress3o do sitio de 7ag 1. Vale ressaltar que este sitio
existe tanto no gene CYP21 quanto no pseudogene e que os ‘primers’ utilizados ndo sdo
capazes de distingui-los. Do resultado deste experimento, mostrado na figura 19 A e B,
conclui-se que realmente houve perda do sitio em questdo no alelo afetado compartilhado
por mae e filhos normal e afetado. O seqiienciamento do fragmento revelou a existéncia de
uma transi¢do C—T , no nucleotideo 3653, na segunda posicio do sitio de reconhecimento
da enzima (5’-TYCGA-3"). No gene normal, a supressdo deste sitio resultaria na formagio
de um fragmento de 6,2 kb que seria normalmente reconhecido pela sonda utilizada.
Entretanto, o fragmento observado foi de 5,6 kb, levando a conclusio de que a mutagio
C—T estaria associada a um pseudogene ou a um gene hibrido CYP21P/CYP21 resultante
de conversdo. A presenga deste polimorfismo, embora nio esteja relacionado diretamente
como causa de deficiéncia da ’Zl-hidroxilase, interfere na exata interpreta¢do de ‘blots’ de
Taq 1 quando duplicagdes tanto do gene quanto do pseudogene estdo presentes, que é 0 caso
da familia 22. A hipétese de conversio no alelo materno foi confirmada (Araujo M.,
comunicag¢do pessoal) mas ainda ndo se determinou a ligagdo do polimorfismo Tag I raro
com o gene convertido. A tabela 14 resume as alteragdes encontradas nestas duas familias

portadoras de polimorfismos raros de RFLP.
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Tabela 14: Mutagdes encontradas nas familias portadoras de fragmentos raros de RFLP

com a enzima 7aq 1.

Familia Individuo Fragmento | Mutac¢do Identificada HCA
(cddigo) de RFLP
26 Pai (26P) - -
Maie (26M) 3,9 kb G—A, nt 116, gene C4
Filha afetada (26Xal) 3,9kb G—A, nt 116, gene C4 PS
22 Pai (22P) - -
Mie (22M) 5,6 kb C—T, nt 2998, CYP21
Filha Afetada (22Xal) 5,6 kb C—-T, nt 2998, CYP21
Filho normal (22Yn2) - C—oT, nt 2998, CYP21 PS
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@
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1500
600
B Controle Maie
3’ m
Mutagao
< CoT
Nucleotideo 2998

53

G & T C |GA T € |

5’- GCACCGAGAACT(C/G)GAAGCCCTTCCAGTGGT -3’

Figura 19: A- Heredograma e digestdo do fragmento 3’B21s-3’B21as com a enzima 7aq
I. Os individuos 2, 3 e 4 apresentam heterozigose para a supressdo do sitio de
restrigio de Tag 1. B- Analise por seqienciamento do gene CYP21 da familia
22, com o ‘primer’ 3’21Bs, abrangendo a regido apos o éxon 10. A mutagao
C—T esta presente em heterozigose no individuo 2, 3 e 4. Abaixo estd
indicada a seqiiéncia analisada. M-Marcador de Peso Molecular; 1-Pai; 2-
Mie; 3-Filho afetado; 4-filha afetada; S e 6-controles.
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A estratégia de analise por seqiienciamento direto do gene CYP21, apos a selegdo do
mesmo em detrimento do pseudogene CYP2IP, possiblitou o esclarecimento da
etiologia da doenga por deficiéncia da 21-hidroxilase em aproximadamente 71,5% das
familias estudadas. Foram identificadas 4 mutagGes novas e 1 evento de
microconversio com limites superiores aos anteriormente identificados, em 5 das 7
familias inicialmente selecionadas. Varios polimorfismos neutros provenientes de
microconverso e outros ndo descritos anteriormente foram também encontrados.

Duas mutagdes novas originando troca de aminoacido (‘missense’) foram descritas:
L107R, mutagdo que resulta na substituicdo de uma leucina por uma arginina, na
posi¢do 107; L142P, mutagdo na qual uma leucina € substituida por uma prolina, no
aminoacido 142 da proteina.

Identificou-se uma mutagdo nova no sitio aceptor de ‘splice’ conservado do intron 2 do
gene CYP21: IVS2AS, A—G, -2. Esta muta¢go resulta na perda do sitio de ‘splice’ e
em um processamento imperfeito do mRNA, com retengdo do intron e surgimento de
um ‘stop’ cdédon.

Uma inser¢do de um C ndo anteriormente descrita, na posi¢do nucleotidica 85 da
seqiiéncia do gene CYP21, foi identificada em homozigose em um paciente, filho de
casamento consangiineo: H38+C. Esta mutagdo leva a alteragdo do quadro de leitura
da proteina, com posterior formagio de um ‘stop’ cédon na posi¢do 79 do gene.

Em aproximadamente 28,5% das familias estudadas, ndo foi possivel a identificagido de
nenhuma alteracdo nucleotidica que pudesse ser responsabilizada pela deficiéncia da
21-hidroxilase. Entretanto, comprovou-se que estaria ocorrendo a ndo amplificagdo de
um dos alelos, o que pode estar impedindo a identificag@o de possiveis mutagdes novas.
Determinou-se que o fendmeno de ndo amplificagdo de um dos alelos durante a
realizagdo de PCR seria responsavel pelas hemizigoses observadas durante o processo
de seqienciamento. Em 100% de nossa amostra, a ndo amplificagdo alélica foi
associada aos genotipos C/A ou C/G, na posigdo 656 do gene.

Dois padroes raros de RFLP com a enzima 7aqg I para os genes C4 ¢ CYP21 foram
caracterizados. A banda de 3,9 kb para o gene C4 foi originada pela criagdo de um sitio
de restri¢do de 7aq I, resultante da mutagdo G—A na posigdo 116 do gene C4. A banda
de 5,6 kb para o gene CYP21 foi criada em consequéncia da perda de um sitio de
restri¢do para 7aq I na regido 3’ do gene, resultante da mutagdo C—T na posigdo 3653.
Apesar de ambos os alelos ndo estarem relacionados diretamente na doenga por
deficiéncia da 21-hidroxilase, a sua presenga interfere significativamente na
interpretag@o de ‘blots’ com a enzima 7aq 1.
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Legenda:

-Regido flanqueadora 5’ e 3°

-Exon

-Intron

-Alteragdes nucleotidicas

-Mutacdes identificadas
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ACTAACARAC
AGGCAGGGAC
T
GGGéTGGCAG
GGAACCAGAA
CITCTTGATG
GTCATTCCAG
TCAAGGGAGG

ARGTGGCACC

TGCTGCCCCT

C H38+C

CGGAGCCTCd
CCAATCTATC

CTGCRAGGTG

ACCTCCCGCC

TGCTTGGCCT

AGAGGCTGAT

TGTCTGGTAC

CTTTTGTGAG

ATGCCCCAGG

ARCCCAC

CA

TGCCATTTTC

AGGGAGAGGE

AGCTGACTCT

GGTGATCAAT

AARRAGGGCCA

CCCCAARNMCA

TCAGGGCCCT

GCTGGCTGGC

TCTTGCCCCG

GACTCAGAAR

CTCGCTCTGG

ATGCTATTAC

CAAACCAGGC

AATCACATTT

TCTCTGAGAC

CCCAGGTGGG

j
@

GGATGCAGGA

TTTTTTGARAA

CTCTGETGGEEL

GTCTACACAG

GACGGGCGTC

GCCCGCCTGC

GGCTTCTTGC

TTCGGGCCCA

CCCTCACCAT

TCCGCAGCGG

=

CACTAATAAC
TTAAACTGTA
TGTTCTTCAG
AAACATCATG
GGCGGACACT
ARARGGTCAG
TACGGACGTC
GGETCGGTGG

CAGGAGGGAT

7 Exonl
+1

TOQGCCATGCT

TGTGGRACTG
i

ACTTGCTGCA

TCTACAGGCT

BGGRGGGGGEC
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1326

TGGTGCTGAA

CTGGCAGACC

TCTGGARAGC

TGGAGCCAGT

GCCACCTCGG

CATTGAGGAG

CAAGATCRAG

TTGTCCTGAA

ATTACARATG

ACGTGATTCC

GAGGCTGGGGE

Exon 6

GTTCTTCECC

GAGAGGGTCC

CTCCRAGAGG

TGAGCCACTT

AGAGATGGGT

AGGCCCTCAG (

GCTGGTGTCT

CCACAAGARG

GGTGGAGCAG

GTCAGCCTCG

CACACTGTTT

GAATTCTCTC

4

CTCACA

0
3

~
L%

(@
b

CTGARAGTAC

TATCCAGGAG

CTTTCTCAGG

AATCCAGGTC

TCTCTCCGCT

ACCATTGAGG

ACCTGTRAGG

TCTTGCTATG

\ GCCTCARAGTG

?G
GGGCATATCT

AGGAACTACC
CTCACCCGCT
C L142P

T
CTGACCCAGG
CCTCTCACAG
CTCCACAGCG
TCCTCACCTG
GCCCCTCAGG
TCCCTCCTTT
GTGTTAARARA

GTGAGGACCT

TCCGGAGGCT

TGAGCCACCT
GGTGGGGARAGA
CAGTTCCCAC
L10TR G

T
CGGACCTGTC

CAGCCCTGCT

AGTTCTGTGA

CATGAGAGCC
|
CAGCATCATC

CCCACCCCCAR

Lkl

CRAARARGTGG

TGGTCTTRAA

TTGGCGGCATC CCt

AAGCAGGGGT

CCTCCAGCCC

=
=

|
CTTGGGAGAC TAC

GCTGGGCATC

CAGCCCGGCA

TGTTACCTCA

GCCCCTCCCT

Exon 5

TCTGGCAGGA

CCTGGAGCCA

GGAGCCTAGA

CACAGCTGCA

GAAGCAGGCC

CGACAACTTA

CTGGTCCATC

CACCCCTGGG

TTCTCATGCT

ATAGAGAAGA

Exon 2
CCAGATGTGG

GCAGACTTTG

TACTCCCTGC

CGTGACTCCA

GCACAGCGGC

CCCCTGTGGC

CCTTCGGAGA

GAGCCTCTCC

ATGCCTGCCT

CAAATTGTGG

TTGTAGGGGA

GGGATCACAT
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1686

1746

CGTGGAGATG
CCCRCAGCCHA

CCTTTCACCC

TGCTCCAAGG

ACGTGCACAT

TCTCCTGGGC

1806 A

18686

[
O
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1986

20486
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2286

2346

24086

2466

TCAGCAGCGA
GGTCCCCTAC
T T
cccrel
GCGCCTGCGG
ACTCCCGAGG
CTAACTCCAG
CCGARACCTCC
CCTGGTATGT

CCGCTGARCG

CAAGAACTCC

CAGCTGAGGC

TCTGCAGGAG

GGTGGCGCAG

GGCTGCAGTG

CGTGGTTTTT

CCAGCARCCT

CTGCAGGAGG

ARGGACCGTG

CCCGTTGTGC

ARGGCGCCCA

GGGGGGCCG

= 63

|

CCTCCCCACLK

Q
Q

AGAGCTCTGG

AGCACAAGGT

CGGCCTCAGC

b

AGCCTCGTGG
CCGAGCATGG
GACCTCCTGA
ETECTTCACE
GGCCAGGGCG
CCTCACCGGC
GGGCTGCTGG
AGCTAGACCA
CACGGCTGCC
CCTTAGCCTT
AGTGAGCARR
Exon9 T
CATCTCCGGC
CCTGGATGAG
iy
I
GGGCCTGCCG

CACCTGTCCA

CCTTCGGCTG

CAGGCCAGTG

AAGAGGGCTC

TCGGTGGCAC

ACCCTGAGGT

GGCAGGACTC

CGAACTGGGC

CTTGCTCAAT

GCCCCACCGC

GCCCGAGCCC

TACGACATCC

ACGGTCTGGG

TGAAAATGTG

CCCGCCCGCA

CGGTGCCCGC

T e Ty e
CGTGGRACGEC

GAGGGACATG

TGGACAGCTC

TGAGACCACA

5 G Sl Rl SR T i Gl g
GCGTCCTGGEG

ACTGGGETTGC !

CACCCG

CCTGGTGCCT

GCCACCATCG

ACCACACGGC

AGGGAGGTCC

CTGAGGGCAC

AGAGGCCACA

GCTGGAGGCTG

Exon 10

GATCGCTTCC

GTGTGCCTGG

\TCA T

CTCCCCTCGE

TTTGCATACC

ATGGACTACA

CTGGARAGGGC

GCARACACCC

CCAGCTCCCG

CCGAGGTGCT

CCAGCAGGTG

'GGCCAGCCT

AGTCATCATT

TGAGTTCTGG

GTCECEGETE

TGGAGCCAGG

GCGAGCCGCT

T



2526

2586

2646

2706

2766

2826

3006

3066

31286

T AN

GGCGCGCCTG

CTCCGGGGAC

GCAGCCTTTC

CCAGTGATGG

TACGRARACCCE

TTCCTCCAGC

CTCGGCAGTC

GAGCGARRGT

TTCCAGTGGT

TGTCCCATCT

CCCGCAGRGC

GAGCTCTTCG

GCCCTGCCCT

CRAGTGCGGC

GGCAGGACCE

TCCECCTCCCLE

GGCTGGCETGGE

ATACTGGGGT

TTCTTGGETCT

ACCAGCTCAC

GCTCCTCCCA

TCCCTTCCTG

TGGTGCTGAC

CCCTGCAGCC

TGCAGCCCCG

ATGCCAGCCEG

CCTGTAAMACA

GGACCC

—
AT

GCGAGAGAGG

CRGCTTCATT

TCCCTGGGARA

TTCCCCTTAA

ACCCcTCCceeT

CCGACTGCTG
CCTGCCCCAC
GGGGATGGGG
GGTACCTCAG
CAGTGCTGCG
TGECTCTTCT
TGGGCAGCAG
TCCGTGAAGG
AGGGGTTGTC
GGAGGTAGCT

GCAGAGGATT

CAGGCCTTCA

TGCAGTGTCA

GCCCACAGCC

PPTET g

Q
&)
&

AGATCGCTGG

CTCGGGGCGA

CTCAGCCTCC

GCACCGAGRA

ARGAGAGAGT

CCCAGCACTC

GAGGCTTAAT

CGCTGCTGCC
TCCTCRAGAT
CGGGCCAGAG
ATTGCTECTG
CAGAGARGGC
CCCCTCAGTG
CCCCGCTGGG

T FAM 22

T
CTCGAAGCCC

CRAAAGCCGGR

AACCAACCTC

TCTGAGCTGG



