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Resumo: Os Disturbios da Diferenciacdo Sexual (DDS) sdo condi¢des congénitas onde o
desenvolvimento do cromossomo sexual, das génadas ou da anatomia sexual sdo atipicos.
Os DDS sao classificados de acordo com suas causas, podendo ser divididas em trés
grandes grupos: DDS 46,XX; DDS 46,XY e DDS associadas a anormalidades
cromossémicas. Entre os inimeros casos de DDS, encontramos a Hiperplasia Adrenal
Congénita (HAC), que é uma das desordens enddcrinas inatas mais frequentes, com
prevaléncia global varidvel desde 1:5.000 a 1:15.000 recém-nascidos. A HAC apresenta
padrdo de heranca autossémica recessiva e € causada pela deficiéncia de uma das cinco
enzimas que participam dos varios passos da sintese dos esteroides adrenais a partir do
colesterol. Aproximadamente 95% dos casos de HAC sdo decorrentes da deficiéncia da
enzima CYP21A2. O objetivo deste trabalho foi a investigacdo de mutacdes no gene
CYP21A2 em 10 familias com diagnostico clinico de HAC, oriundas do Servico de
Genética Clinica do HUPAA/UFAL. A metodologia utilizada consistiu inicialmente na
extracdo de DNA genémico seguida de PCR alelo especifica (PCR-AS) para estudo das
mutacdes:  p.Pro30Leu, ¢.290-13A/C>G, p.Glyl10fs, p.llel72Asn,  Cluster6
(p.lle236Asn+p.Val237Glu+p.Met239Lys), p.Val281Leu, p.GIn318* e p.Arg356Trp, todas
derivadas do pseudogene CYP21A1P. Para os casos que ndo foi identificado as mutagdes
por PCR-AS, foi realizado o sequenciamento completo do gene CYP21A2 dos afetados e
seus familiares para elucidacdo do diagndstico clinico. Foram identificadas cinco mutacdes,
sendo quatro derivadas do pseudogene e relacionadas a forma perdedora de sal e uma
mutacdo nunca descrita na literatura. A HAC é a forma mais frequente dos casos de DDS e
a principal causa de ambiguidade genital. As mutacdes identificadas neste trabalho
representam um perfil inicial das mutacdes presentes no estado de Alagoas. O diagnostico
molecular aqui realizado é de fundamental importancia para incrementar a abordagem
diagndstica, o tratamento, o aconselhamento genético e a prevencgao.
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Abstract: Disorders of sex development (DSD) are congenital conditions where the
development of sexual, gonadal or sexual anatomy are atypical. DSD are classified in three
main groups: DSD 46, XX; DSD 46, XY and DSD associated with chromosomal
abnormalities. The Congenital Adrenal Hyperplasia (CAH) is a frequent DSD and an
inborn endocrine disorders, with a global prevalence ranging from 1: 5.000 to 1: 15.000
newborns. CAH has an autosomal recessive inheritance pattern caused by the deficiency in
an enzyme involved in the synthesis of adrenal steroids from cholesterol. Approximately
95% of CAH cases are due CYP21A2 deficiency. The aim this project was to investigate
mutations in the CYP21A2 gene in 10 families with clinical diagnosis of CAH from the
Servico de Genética Clinica do HUPAA/UFAL. The methodology consisted in genomic
DNA extraction followed by Allele-Specific Polymerase Chain Reaction to investigate the
mutations  p.Pro30Leu, ¢.290-13A/C>G, , p.Glyl10fs, p.llel72Asn, Cluster6
(p.lle236Asn+p.Val237Glu+p.Met239Lys), p.Val28lLeu, p.GIn318* and p.Arg356Trp.
CYP21A2 sequencing was performed for the affected individuals and their relatives when
no mutations were observed by PCR-AS. Five mutations were identified, four derived from
the pseudogene CYP21A1P and one novel mutation, all related to the salt-losing form of
CAH. The results of this project contribute to the initially profile of mutations in the
CYP21A2 gene in Alagoas and the increase of knowledge about the genotype-phenotype
correlations in each case.

Keywords: Congenital Adrenal Hyperplasia. AS-PCR. CYP21A2 Gene.

1 INTRODUCAO

Os Disturbios da Diferenciacdo do Sexo (DDS) sdo condi¢des congénitas onde o
desenvolvimento do cromossomo sexual, das gbnadas ou da anatomia sexual sdo atipicos
(MONLLEO et al., 2012; GAZZANEO et al., 2015). Os DDS séo classificados de acordo
com suas causas, podendo ser divididas em trés grandes grupos: DDS 46,XX; DDS 46,XY
e DDS associadas a anormalidades cromossdmicas. Entre os inimeros casos de DDS,
encontramos a Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC), que pode ser classificada tanto como
DDS 46,XY como DDS 46,XX (MONLLEO et al., 2012; GAZZANEO et al., 2015).
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A HAC ¢ uma das desordens enddcrinas inatas mais frequentes, com prevaléncia
global variavel desde 1:5.000 a 1:15.000 recém-nascidos, apresenta padrdo de heranca
autossémica recessiva e é causada pela deficiéncia de uma das cinco enzimas que
participam dos varios passos da sintese dos esteroides adrenais a partir do colesterol (NEW
etal., 2013).

A expressdo clinica da HAC esta relacionada diretamente com a atividade residual
da enzima CYP21A2. A forma classica de HAC ocorre quando a atividade enzimatica varia
entre 0% e 5%. No fen6tipo mais grave, o perdedor de sal (PS), a atividade da enzima é
inferior a 1% resultando no comprometimento da biossintese do cortisol e aldosterona.
Enquanto o fendtipo virilizante simples ocorre quando a atividade da enzima esta entre 1%
a 5%, resultando na deficiéncia isolada do cortisol. Ja a forma ndo classica possui atividade
superior a 10% (NIMKARN et al., 2011).

Mutagdes no gene CYP21A2 prejudicam ou abolem a atividade da enzima
CYP21A2. Essas mutacdes podem ser investigadas por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase Alelo Especifica (PCR-AS) ou sequenciamento completo do gene CYP21A2.

A pergunta cientifica que norteou este trabalho foi “Quais as mutagdes mais
frequentes no gene CYP21A2 nos casos de HAC em Alagoas?”

Para responder essa questdo, o objetivo deste estudo foi investigar mutacdes no
CYP21A2 através da PCR-AS e sequenciamento automatico em individuos afetados por
HAC atendidos no Servico de Genética Clinica (SGC) do HUPAA/UFAL.

2 REFERENCIAL TEORICO

A HAC é causada pela deficiéncia de uma das cinco enzimas que participam dos
varios passos da sintese dos esteroides adrenais a partir do colesterol (NEW et al., 2013).

O tipo mais frequente de HAC ¢é devido a deficiéncia da enzima CYP21A2, causada
por mutagdes no gene CYP21A2. O gene CYP21A2 estd localizado no brago curto do
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cromossomo 6, locus 6p21.33, apresenta 10 éxons e codifica a enzima CYP21A2, uma
proteina com 494 aminoacidos. Esse gene apresenta um pseudogene, 0 CYP21A1P, também
com 10 éxons. Ambos possuem similaridade de 98% entre os éxons e 96% entre os introns
(MELLO et al., 2002).

Mutacgdes no CYP21A2 podem causar desvio da rota metabolica com superproducao
de andrdgenos. Sendo assim, sujeitos do sexo feminino afetados pela forma PS apresentam
ambiguidade genital. Isso pode ser identificado precocemente pelo aumento da
concentracdo de 17 hidroxiprogesterona (170HP) logo ao nascimento, atraves do teste do
pezinho.

Entre os fenotipos encontrados na HAC, a forma PS é caracterizada como uma
emergéncia pediatrica por estar associada a altera¢6es hidroeletroliticas como desidratacéo,
hiponatrémica e hipercalémica, vomitos, acidose metabdlica, choque hipovolémico, com
altissimo risco de evolugdo para 6bito caso o tratamento ndo seja realizado precocemente
(ZACHMANN et al, 1983).

Segundo “The Human Gene Mutation Database” (acesso em outubro de 2018), um
total de 302 alteracOes estdo descritas no gene CYP21A2 relacionada a HAC. Dessas, 0ito
mutacdes derivadas do pseudogene CYP21A1P, séo encontradas em cerca de 90% dos
casos, sendo elas: p.Pro30Leu, ¢.290-13A/C>G, p.Glyl10fs, p.llel72Asn, Cluster6
(p.lle236Asn+p.Val237Glu+p.Met239Lys), p.Val281lLeu, p.GIn318* e p.Arg356Trp
(WITCHEL, 2011).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi a investigacdo de mutagdes no gene

CYP21A2 em individuos afetados por HAC e seus familiares.

3 METODOLOGIA
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Genética Molecular Humana

(LGMH) do HUPAA/UFAL. A verba para a execucdo desse projeto foi proveniente do
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projeto  Universal - FAPEAL intitulado: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
FAMILIAS COM HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA EM ALAGOAS: ESTUDO
PILOTO.

Participaram deste estudo 10 familias de pacientes diagnosticados clinicamente com
HAC por deficiéncia da CYP21A2 em tratamento no SGC/HUPAA. Este trabalho foi
conduzido sob aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Alagoas (CEP 57072-900) e os dados clinicos/familiais foram colhidos utilizando protocolo
proprio (GAZZANEO et al., 2015).

A extracdo de DNA foi realizada conforme Araudjo (1996). A integridade do DNA
genémico extraido foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose, seguida de
quantificacdo em espectrofotdmetro.

Apos a quantificacdo do DNA gendmico, foram realizadas as PCR-AS para as 0ito
mutacgdes provenientes do pseudogene CYP21A1P. Controles para o alelo selvagem e alelo
mutante foram utilizados em todas as reacGes. As amostras controles e as sequéncias dos
oligonucleotideos foram cedidos pela Dra. Maricilda Palandi de Mello do Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).

Os produtos das PCR-AS foram testados em gel de agarose 1%. A analise dos
resultados das reacOes foi realizada através da presenca ou auséncia do fragmento de
interesse.

Para os casos que ndo revelaram alteracdes derivadas do pseudogene, amostras de
material biolégico destes sujeitos e seus familiares foram enviados ao laboratério de
Genética Humana da UNICAMP para o sequenciamento completo do gene CYP21A2, a fim

de identificar alteracGes novas ou raras que possam confirmar o fenotipo dos afetados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Todas as familias que revelaram mutacgdes apresentaram o fenétipo HAC-PS. Todos
0s casos indices apresentaram cariotipo 46,XX, alteragcdes no nivel de sddio e potéssio, e
ambiguidade genital.

Foram identificadas as alteracdes ¢.290-13A/C>G, p.GIn318* e p.Arg356Trp todas
estdo relacionadas a forma perdedora de sal, a causa mais frequente e devastadora de HAC
(MELLO et al., 2002).

Na literatura, a mutagdo no sitio de splicing ¢.290-13A/C>G (g.655A/C>G) € a mais
frequente causadora da deficiéncia da CYP21A2 (MELLO et al., 2002). Nos casos aqui
analisados, essa alteracdo foi identificada em trés familias, sendo nas familias 1 e 3 em
homozigose e na familia 7 em heterozigose composta com a mutacéo p.Arg356Trp.

A substitui¢o localizada no nucleotideo g.1994C>T do CYP21A2 ¢ a causadora da
mutacao stop cédon p.GIn318* (MELLO et al., 2002). No presente estudo, a mutacéo foi
encontrada na familia 4 em heterozigose composta com a mutacéo p.Arg356Trp.

A mutacdo missense p.Arg356Trp (9.2108C>T) afeta a ligacdo entre a enzima e 0
substrato, sua frequéncia é de 14% na forma perdedora de sal e de 2% para a forma
virilizante simples (MELLO et al., 2002). Essa alteracdo foi observada na familia 4 em
heterozigose composta com a alteracdo p.GIn318*, na familia 7, também em heterozigose
composta com mutacdo ¢.290-13A/C>G e em homozigose na familia 10.

Para as familias que ndo revelaram alteracdes derivadas do pseudogene, a estratégia
foi realizar o sequenciamento automatico do gene CYP21A2. Cinco familias enquadraram-
se nessa proposta. Destas, uma familia revelou alteracdo e quatro familias continuam em
investigacado, sendo elas: familia 2, familia 5, familia 8 e familia 9.

O sequenciamento da familia 6 revelou a homozigose da mutagdo p.Ser301Pro, no
éxon 7 do gene CYP21A2. Essa alteracdo leva a troca de uma Serina por uma Prolina no

aminoacido 301 da proteina CYP21A2. Essa mutacdo nunca descrita na literatura, ndo é
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derivada do pseudogene. Para entender o real prejuizo que essa mutacdo causa na proteina,
sera necessario o estudo funcional para observar a atividade residual da CYP21A2 e s0

assim, realizar a correta correlacdo genétipo/fenétipo.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa de mutacdes no gene CYP21A2 através da PCR-AS e sequenciamento
foi realizada em 10 familias com diagnostico clinico e laboratorial de HAC. Destas, cinco
revelaram mutacGes derivadas do pseudogene, que confirmaram o diagnostico clinico e
laboratorial e uma familia revelou uma mutacdo nova, que possivelmente estd associada a
HAC-PS.

A andlise molecular aqui apresentada abre novos caminhos para o diagnéstico
especializado no estado de Alagoas, ampliando a oferta de teste molecular para os pacientes
portadores de HAC, para pacientes atendidos pelo SGC e triados pelo Programa Nacional
de Triagem Neonatal de Alagoas, além de fortalecer o LGMH/HUPAA/UFAL.
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