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Resumo:

A Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) ¢ um erro inato do metabolismo caracterizado pela
deficiéncia de uma das cinco enzimas envolvidas na esteroidogénese adrenal, a partir do

colesterol. Cerca de 95% dos casos ocorre devido a deficiéncia da enzima codificada pelo
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gene CYP21A2. Mutagdes nesse gene podem surgir a partlr de eventds de recomblnagao com
seu pseudogene (CYP21AIP), inser¢des, delecdes e mutagdes de ponto. Os fenotipos
associados a HAC sdo divididos em forma classica, caracterizada pelos fenotipos perdedor
de sal e virilizante simples; e forma ndo classica ou de inicio tardio. O rastreamento de
mutagoes frequentes no CYP21A2 pode ser realizado pela técnica da Reagdo em Cadeia da
Polimerase Alelo Especifica (PCR-AS), cujos dados moleculares sdo de grande importancia
para a elucidacao diagnostica. Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi padronizar
a PCR-AS no Laboratorio de Genética Molecular Humana (LGMH/HUPAA/UFAL) e
estabelecer protocolo padrdo para investigacdo das mutagdes p.Pro30Leu, ¢.290-13A/C>G,
p.Gly110fs, p.lle172Asn, Cluster6 (p.Ile236Asn+p.Val237Glu+p.Met239Lys),
p.Val281Leu, p.GIn318* e p.Arg356Trp, todas de reconhecida frequéncia, provenientes do
pseudogene CYP21A1P. Como metodologia adotada, foram realizadas PCR-AS utilizando
amostras controle positivas e negativas para cada mutacdo. Oligonucleotideos, com e sem
variantes, foram utilizados em diferentes reagdes para amplificacdo dos fragmentos de
interesse, que foi confirmada com auxilio de marcador de peso molecular, observados por
meio de eletroforese em gel de agarose. A técnica da PCR-AS foi padronizada para todas as
mutagdes propostas e com os resultados alcancados serd possivel ofertar o teste diagndstico
molecular aos pacientes do Servigo de Genética Clinica do HUPAA/UFAL e da demanda
gerada pela fase IV do Programa Nacional de Triagem Neonatal em Alagoas. Além disso,
sera possivel reconhecer as mutagdes mais frequentes no CYP21A42 na populacdo alagoana e
ampliar o conhecimento sobre as correlagdes genotipo-fenotipo em cada caso.
Palavras-chave: Reacdo em Cadeia da Polimerase, gene CYP21A42, Hiperplasia Adrenal
Congénita
1. Introduciao

Os Disturbios da Diferenciacdo do Sexo (DDS) sdo condi¢des congénitas onde o
desenvolvimento genital ou gonadal ¢ incompleto ou desordenado, levando a uma
discordancia entre o sexo genético, gonadal e fenotipico do individuo afetado. Entre os
inimeros casos de DDS, encontramos a Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC), com
prevaléncia global de 1:5.000 a 1:15.000 recém-nascidos (KOLHADOUZ, et al. 2015;
PANG; CLARK, 1993).
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A HAC ¢é um erro inato do metabolismo caracterlzado pela‘ deﬁ01enc1a de uma das
cinco enzimas envolvidas na esteroidogénese adrenal, a partir do colesterol. Cerca de 95%
dos casos ocorre devido a deficiéncia da enzima CYP21A2, codificada pelo gene CYP21A42.
Os fendtipos associados a HAC sdo divididos em duas formas, a forma classica, com os
fenotipos perdedor de sal (PS) e virilizante simples (VS); e a forma nao classica (NC) ou de
inicio tardio (NEW et al., 2013).

O rastreamento de mutagdes frequentes no CYP21A2 pode ser realizado pela técnica
da Reacdo em Cadeia da Polimerase Alelo Especifica (PCR-AS), cujos dados moleculares
sdo de grande importancia para a elucidacdo diagndstica. Com base no exposto, o objetivo
deste trabalho foi padronizar a PCR-AS no Laboratério de Genética Molecular Humana
(LGMH/HUPAA/UFAL) e estabelecer protocolo padrdo para investigacdo das mutagdes
p.Pro30Leu, ¢.290-13A/C>G, p-Gly110fs, p-Ile172Asn, Cluster6
(p.1le236Asn+p.Val237Glu+p.Met239Lys), p.Val281Leu, p.GIn318* e p.Arg356Trp, todas
de reconhecida frequéncia e associadas aos fenotipos PS, VS e NC.

Os principais pontos que nortearam este trabalho foram:

e a casuistica do ambulatério integrado de genética e psicandlise do
SGC/HUPAA/UFAL mostra que a HAC ¢ o DDS mais prevalente em nosso meio;

e ndo existem estudos anteriores sobre o perfil e a prevaléncia de mutagdes no gene
CYP21A42 na populagao de Alagoas;

e no estado de Alagoas, o programa nacional de triagem neonatal estd na fase [V desde
marg¢o de 2016, fase em que ¢ realizada a dosagem de 17-OHP para rastreamento de
individuos com HAC e

e implementacdo do Laboratorio de Genética Molecular Humana (LGMH) do

HUPAA/UFAL.

2. Referencial Teorico

O espectro clinico da HAC ¢ amplo, e pode variar de acordo com atividade residual

da enzima CYP21A2 alterada. Os fenotipos mais graves sdo aqueles em que a CYP21A2
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apresenta atividade nula ou inferiro a 2%, caracterlzando a forma class1ca perdedora de

sal e virilizante simples, respectivamente (NEW et al., 2013).

Na HAC cléssica ndo tratada, sinais clinicos de hiperandrogenismo podem ser
observados em todas as faixas etarias desde o nascimento até a idade adulta. Esses sinais
compreendem ambiguidade genital de diferentes graus em sujeitos 46,XX, puberdade
precoce, hirsutismo, amenorreia/oligomenorreia e infertilidade. Na forma perdedora de
sal, que corresponde a 75% dos casos, a deficiéncia de cortisol e mineralocorticoides pode
estar associada a alteragdes hidroeletroliticas como desidratacdo, hiponatrémica e
hipercalémica, vomitos, acidose metabolica, choque hipovolémico, com significativo
aumento da mortalidade, especialmente no periodo neonatal (HORT et al., 2014).

Segundo “The Human Gene Mutation Database” (2017), um total de 288 mutacdes
foram descritas no CYP21A42 relacionada a HAC. Destas alteragdes, nove mutagdes
derivadas do pseudogene CYP2IAIP sao encontradas com maior frequéncia nos
individuos afetados, sdo elas: p.Pro30Leu, ¢.290-13A/C>G, p.Gly110fs, p.Ile172Asn,
Cluster6  (p.Ile236Asn+p.Val237Glu+p.Met239Lys), p.Val281Leu, p.Leu307fs,
p.GIn318* e p.Arg356Trp.

O rastreamento das mutagdes acima citadas pode ser realizado pela técnica da Reagao
em Cadeia da Polimerase Alelo Especifica (PCR-AS), cujos dados moleculares sdo de
grande importancia para o conhecimento sobre as correlagdes gendtipo-fenotipo,
estabeleciamento do perfil e a prevaléncia de mutacdes no gene CYP21A2 na populagdo
de Alagoas e aconselhamento genético.

Metodologia

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Genética Molecular Humana

(LGMH) do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes (HUPAA). A verba para a

execugdo desse projeto ¢ proveniente do projeto Universal - FAPEAL intitulado:
CARACTERIZACAO MOLECULAR DE FAMILIAS COM HIPERPLASIA ADRENAL
CONGENITA EM ALAGOAS: ESTUDO PILOTO (EDITAL UNIVERSAL FAPEAL N°

0

4/2016 - PROCESSO N° 600301071/2016).
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O DNA genomico de pacientes previamente estudados éom alelo normal ou alelo
mutante serviram como controles das PCRs. Os controles foram gentilmente cedidos pela
Dra. Maricilda Palandi de Mello do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da
Universidade Estatual de Campinas. As mutacdes analisadas foram: p.Pro30Leu, ¢.290-
13A/C>G, p.Gly110fs, p.lle172Asn, Cluster 6 (p.1le236Asn+p.Val237Glu+p.Met239Lys),
p.Val281Leu, p.GIn318* e p.Arg356Trp.

As amplificagdes dos fragmentos de interesse foram analisadas por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1%, com auxilio de régua de peso molecular /kb DNA
Ladder. Os géis foram corados em solu¢do de Brometo de Etidio. Os resultados foram
analisados em transluminador de bancada, onde foram capturadas as fotos dos géis com
auxilio de camera fotografica.

4. Resultados e Discussoes:

A amplificacdo dos fragmentos de interesse através da técnica da PCR-AS foi
alcancada para as mutagdes: p.Pro30Leu, c.290-13A/C>G, p.Glyl10fs, p.Ille172Asn,
Cluster6  (p.Ile236Asn+p.Val237Glu+p.Met239Lys), p.Val281Leu, p.GIn318* e
p.-Arg356Trp.

A mutagdo p.Pro30Leu ¢ caracterizada pela troca de uma prolina por uma leucina no
aminodcido 30 da enzima CYP21A2 e ¢ observada em 17% dos alelos na forma Nao Classica.

A mutacdo ¢.290-13A/C>G ¢ caracterizada pela transi¢cdo dos alelos A/C para G na
regido doadora de splicing do intron 2, sendo a mutacao mais frequente descrita na literatura.
Com isso, hé a ativacdo de uma regido doadora de splicing andmala e estd associada a uma
grave deficiéncia da CYP21A2 e estd associada ao fenotipo PS (HIGASHI et al., 1988).

A alteragdo p.Gly110fs ¢ caracterizada pela delecdo de oito nucleotideos na posicao
707-714 no exon 3 do gene da CYP21A2, gerando uma enzima sem atividade funcional, e
consequentemente associada a forma perdedora de sal.

A mutagdo denominada p.Ile1 72Asn € uma alteragdo missense devido a troca de uma
timina por uma adenina no aminoacido 172, no éxon 4 do gene CYP21A2. Essa mutagdo esta

associada ao fenotipo VS, permitindo uma pequena producdo de aldosterona, sendo
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suficiente para que seja evitada as crises de perda de sal. Esta muta(;ao tem uma frequenc1a -
de 5% a 10% nos alelos afetados.

A alteracdo denominada Cluster 6 ¢ caracterizada por um grupo de trés mutacdes
missense que ocorrem simultaneamente nos codons 236, 237 e 239 do éxon 6 do gene
CYP21A2, causando a substitui¢do de trés aminodcidos: Isoleucina (Ile), Valina (Val) e
Metionina (Met) por Asparagina (Asn), Acido Glutdmico (Glu) e Lisina (Lis),
respectivamente. Essas alteragcdes fazem com que o gene mutado codifique uma proteina com
atividade totalmente comprometida (0% de atividade) (AMOR et al., 1988; TUSIE-LUNA;
TRAKTMAN; WHITE, 1990; MELLO et al., 2002), sendo assim, este conjunto de mutagdes
estd associado a forma PS quando identificada em homo ou hemizigose e possui uma
frequéncia mundial de 3-17% entre todos os alelos (HIGASHI et al., 1991; WHITE;
SPEISER, 2000; MELLO et al., 2002).

A mutagdo conhecida por p.Val281Leu leva a alteracdo do aminoacido valina por
leucina na posi¢ao 281 da proteina, estd localizado no éxon 7 do gene CYP21A2 e relacionada
ao fenotipo VS (KHAJURIA et al., 2017).

A mutacdo p.GIn318* esta localizada no éxon 8 do gene CYP21A2 e ¢é causada por
uma substituicdo de citosina por timina na base 952 do cDNA (c.952C>T) resultando em
uma mutag¢do nonsense. Como consequéncia desta mutagdo, uma glutamina € substituida por
um cdédon prematuro de parada de leitura na posi¢ao proteica 318, gerando uma proteina
truncada e com atividade nula. Essa alteracdo esta associada a forma PS, devido a grave
deficiéncia da atividade enzimatica (0%) (GLOBERMAN et al., 1988; MELLO et al., 2002).

A mutagdo p.Arg356Trp também esta localizada no éxon 8 do gene CYP21A42 e ¢
causada por € uma substituicdo de citosina por guanina na base 1066 do cDNA (c.1066C>T)
resultanto em uma mutagdo missense. Como consequéncia desta mutacdo o aminoacido
arginina ¢ substituido por um triptofano na posi¢ao 356 da proteina CYP21A2. A atividade
enzimatica residual devido a essa alteracdo ¢ de aproximadamente 2%, o que explica a
associacdo com a forma classica da HAC, principalmente ao fenotipo PS. Essa mutacao
ocorre em 14% dos alelos (MELLO et al., 2002). No Brasil sua frequéncia ¢ de 8,2-8,6%,
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sendo que no estado de Sergipe a frequéncia dessa alterag:ao e der14 3% (GLOBERMAN et

al., 1988; MELLO et al., 2002; CAMPOS et al., 2009).
5. Consideracoes finais

A padronizacdo e a implantagdo da técnica da PCR-AS para diagnostico molecular
de HAC-CYP21A2 no LGMH/HUPAA proporcionara a elucidagdo diagndsticas de casos
triados no Programa Nacional de Triagem Neonatal e/ou atendidos no Servigco de Genética
Clinica (SGC) do HUPAA/UFAL. Além disso, proporcionard o reconhecimento das
mutagdes do gene CYP2IA2 na populagdo de Alagoas, assim como a ampliagdo do
conhecimento sobre as relagdes genotipo-fendtipo para cada caso de HAC. Este
conhecimento ¢ de fundamental importancia para incrementar a abordagem diagnostica, o

tratamento, o aconselhamento genético e a prevencgao.
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