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RESUMO

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) é uma distarbios de desenvolvimento sexual
(DDS) caracterizada pela deficiéncia da biossintese de esteroides adrenais. Compreende
um conjunto de doencas autossdmicas recessivas sendo, aproximadamente 95% dos casos
decorrentes da deficiéncia da enzima 21-hidroxilase (210HD). Na sua forma classica, o
acumulo de precursores de cortisol e aldosterona sdo convertidos em androgenos levando
a uma virilizagdo progressiva, rapido crescimento somatico com maturacdo esquelética
acelerada e concomitante perda de sal na forma mais grave da doenga que, se ndo tratada,
pode levar a crise adrenal, choque e morte. Esse trabalho da continuidade a linha de
pesquisa do LGMH/HUPAA/UFAL, onde é realizado o diagndstico molecular da HAC-
210HD por reacdo em cadeia da polimerase alelo especifica (PCR-AE) e padronizou o
diagnostico por sequenciamento de Sanger do gene CY21A2 para 0S casos ndo
solucionados. Através da técnica PCR-AE e/ou por digestdo com enzima de restricao oito
alteracdes frequentes derivadas do pseudogene CYP21A1P e uma alteracdo rara, ndo
proveniente deste, foram investigadas em 19 familias (16 individuos com o diagnostico
de HAC-210HD e 19 familiares). Por meio desta técnica foi possivel elucidar o
diagndstico de 56,25% da nossa casuistica (9 individuos afetados) e 43,75% (7
individuos) prosseguiram para investigacdo através das técnicas de sequenciamento
completo do gene e por MLPA (do inglés Multiplex ligation-dependent Probe
Amplification). Através destas técnicas o genotipo de 2 destes casos foram elucidados na
instituicdo parceira. Ademais, 0 sequenciamento completo do gene CYP21A2 foi
padronizado no LGMH e, portanto, 5 casos desta casuistica seguem em investigacdo no
nosso grupo de pesquisa. Durante a padronizacdo da técnica de sequenciamento completo
do gene CYP21A2 pelo método de Sanger, elucidou-se o diagnéstico molecular de uma
familia encaminhada para aconselhamento genético onde ambos 0s genitores possuem o
genotipo p.GIn319*+p.Arg484fs*5. O diagnostico molecular de grande parte dos casos
de HAC-210HD pode ser elucidado de forma rapida e com menor custo por rastreamento
de alteracdes frequentes. Para casos ndo elucidados, o sequenciamento completo do gene
CYP21A2 é valioso uma vez que mais de 400 alteracdes patogénicas foram relacionadas
a HAC-210HD, com isso, a padronizacdo dessa técnica, no presente trabalho, enriquece
ainda mais o diagndstico molecular de HAC realizado no estado pelo
LGMH/HUPAA/UFAL.

Palavras-chave: Hiperplasia adrenal congénita; DDS 46,XX; Diagnostico molecular;
Sequenciamento de Sanger; gene CYP21A2.



ABSTRACT

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is a disorder of sex differentiation (DSD)
characterized by deficiency of adrenal steroid biosynthesis. It comprises a set of
autosomal recessive disorders, with approximately 95% of cases being due to a deficiency
of the enzyme 21-hydroxylase (21OHD). In its classical form, the accumulation of
cortisol and aldosterone precursors are converted into androgens leading to progressive
virilization, rapid somatic growth with accelerated skeletal maturation and concomitant
salt loss in the most severe form of the disease which, if left untreated, can lead to adrenal
crisis, shock, and death. This work continues the research line of the
LGMH/HUPAA/UFAL, where molecular diagnosis of HAC-210HD by allele-specific
polymerase chain reaction (PCR-AE) is performed and standardized diagnosis by Sanger
sequencing of the CY21A2 gene for unresolved cases. Through the PCR-AE technique
and/or by restriction enzyme digestion, eight frequent alterations derived from the
CYP21A1P pseudogene and one rare alteration, not derived from it, were investigated in
19 families (16 individuals diagnosed with HAC-210HD and 19 relatives). Using this
technique, it was possible to elucidate the diagnosis of 56.25% of our series (9 affected
individuals), and 43.75% (7 individuals) proceeded to investigation by techniques of
complete sequencing of the gene and by MLPA (Multiplex ligation-dependent Probe
Amplification). Through these techniques, the genotype of 2 of these cases was elucidated
at the partner institution. Moreover, the complete sequencing of the CYP21A2 gene was
standardized at the LGMH, and therefore, 5 cases from this series are still under
investigation in our research group. During the standardization of the complete
sequencing technique of the CYP21A2 gene by the Sanger method, we elucidated the
molecular diagnosis of a family referred for genetic counseling where both parents have
the genotype p.GIn319*+p.Arg484fs*5. The molecular diagnosis of most cases of HAC-
210HD can be elucidated quickly and inexpensively by screening for frequent alterations.
For cases not elucidated, the complete sequencing of the CYP21A2 gene is valuable since
more than 400 pathogenic alterations have been related to HAC-210HD, thus, the
standardization of this technique, in the present work, enriches even more the molecular
diagnosis of HAC performed in the state by the LGMH/HUPAA/UFAL.

Keywords: Congenital adrenal hyperplasia; DSD 46,XX; Molecular diagnosis; Sanger
Sequencing; CYP21A2 gene.
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1. INTRODUCAO

Existem fatores bioldgicos importantes para a determinacdo do sexo humano,
como: constituicdo cromossémica, genes determinantes do sexo (e.g., presenca ou auséncia
do gene SRY), eventos fenotipicos derivados da composi¢do cromossémica que induzem a
diferenciacdo gonadal, além dos horménios produzidos que s&o considerados, por vezes,
fatores-chave, tendo uma correlacdo direta com eixos importantes do cérebro
(ARBOLEDA; VILAIN, 2016; BABBAR et al., 2020; KHRAMTSOVA; DAVIS;
STRANGER, 2019). O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) esta em formacéo durante
a etapa de desenvolvimento sexual, € um recurso importante para o desenvolvimento fisico
e psicolégico do corpo, sendo responsavel, principalmente, pela resposta ao estresse e pela
homeostase corporal (O’CONNOR; O’HALLORAN; SHANAHAN, 2000; YEHUDA;
SECKL, 2011).

Uma interrupcdo em um desses parametros pode ser responsavel pelo
desenvolvimento dos disturbios de desenvolvimento sexual (DDS) (ARBOLEDA,;
VILAIN, 2016; BABBAR et al., 2020). Os DDS englobam um grupo de
condi¢des/anomalias congénitas nas quais o desenvolvimento do sexo cromossdémico,
gonadal ou anatémico é considerado atipico (HUGHES et al., 2007; LEE et al., 2016.) e,
conforme o consenso de Chicago, sdo classificados em trés grupos principais com base no
seu caridtipo: DDS 46, XY, DDS 46, XX e alteragdes cromossémicas (HUGHES et al.,
2006). O diagndstico é possivel ao nascimento quando ha ambiguidade da genitalia externa
ou alteracBes fenotipicas aparentes, entretanto, a confirmacéo do diagndstico sé é possivel
apos a realizacdo do exame de cari6tipo somado a um conjunto de outros exames e deve
ser realizada a abordagem multidisciplinar (COOLS et al., 2018; GRINSPON; REY, 2020;
NARASIMHAN; KHATTAB, 2019).

E importante salientar que a frequéncia estimada de ambiguidade genital esta na
faixa de 1:2.000 — 1:45.000 (BERGLUND et al., 2016; HUGHES et al., 2007). Todavia, 0
diagnostico de DDS apds o nascimento pode ocorrer em qualquer periodo da vida devido
a virilizacdo pds-natal, puberdade em atraso ou ausente, e até mesmo, infertilidade (LEE
et al., 2006; ONO; HARLEY, 2013). A hiperplasia adrenal congénita (HAC; OMIM:
207910) é um DDS que é classificado tanto como DDS 46, XX quanto como DDS 46, XY,
a depender da enzima afetada (COOLS et al., 2018; GRINSPON; REY, 2020;
NARASIMHAN; KHATTAB, 2019).
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A HAC é resultado de uma incapacidade hereditaria de sintetizar esteroides no
cortex adrenal adequadamente, pertencente ao grupo de desordens autossémicas recessivas
e seus fenotipos sdo extremamente variaveis devido a grande complexidade da via de
esteroidogénese adrenal (DE PAULA MICHELATTO et al., 2016; FALHAMMAR et al.,
2022). A deficiéncia de qualquer umas das enzimas envolvidas na sintese dos esteroides
adrenais podem causar essa patologia, sendo aproximadamente 95% dos casos causados
por alteracOes patogénicas no gene CYP21A2, que codifica a enzima 21-hidroxilase
(210H) e pertencente a familia dos citocromos P450 (P450c21) (SPEISER et al., 2018;
VAN DER GRINTEN et al., 2022; WHITE; NEW; DUPONTT, 1986). De 5 a 8% dos
casos de HAC séo causados pela deficiéncia da enzima 11-B-hidroxilase e de 1 a 2% pela
deficiéncia da enzima 3-p-hidroxi-esteroide-desidrogenase (3-p-HSD3) (BABBAR et al.,
2020). Corroborando com isso, dados de varios paises com programas de triagem neonatal
demonstram que a HAC por deficiéncia da enzima 210H € a mais comum, com uma
incidéncia geral de 1:15.000 nascidos vivos na sua forma classica (PANG et al., 1993;
THERRELL, 2001).

A 210H converte 17a-hidroxiprogesterona (17a-OHP) em 11-desoxicortisol (11-
DOC) e progesterona em desoxicorticosterona sendo esses produtos precursores do cortisol
e da aldosterona, respectivamente. O bloqueio total ou parcial nestas etapas desvia a sintese
de esteroides adrenais para a via ndo afetada dos esteroides sexuais, levando a um excesso
androgénico em periodos cruciais da diferenciacdo sexual intraitero (KOCOVA,
ANASTASOVSKA; FALHAMMAR, 2020).

Fenotipicamente, a HAC por deficiéncia da 210H (HAC-210HD) pode ser
dividida no grupo classico, incluindo perdedores de sal (CL-PS) e virilizante simples (CL-
VS) e no grupo néo cléssico (NC) (FALHAMMAR et al., 2022). As caracteristicas mais
comuns na forma classica sdo a genitalia atipica em recém-nascidos 46, XX, devido ao
excesso de andrdgenos ainda no periodo intrauterino, e uma insuficiéncia adrenal primaria
ainda na infancia em ambos os sexos (DUMIC, 1996). A ambiguidade genital é um desafio
e motivo de aflicdo para o individuo, para a familia e, até mesmo para a sociedade devido
a necessidade de tomada de decisdo quanto ao sexo de criacdo, a educacdo dos pais e dos
préprios pacientes ao passo em que ocorre um gerenciamento médico e, até mesmo,
cientifico (CHEN et al., 2017; WILSON et al., 2012).
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A HAC-210HD esta associada ao aumento da morbidade e mortalidade durante a
infancia, sendo grande parte relacionada ao tratamento inadequado e/ou ao diagndstico
tardio. Outrossim, € importante salientar que, sexo e género ndo tém, do ponto de vista
médico e conceitual, 0 mesmo significado. Sexo refere-se a biologia das estruturas genitais
internas e externas, ou seja, as suas caracteristicas fisicas, sendo considerada uma categoria
binaria. Em contrapartida, a identidade de género ¢é experiéncia autodefinida de género, ou
seja, a identificacdo psicossocial e emocional do individuo (CHEN et al., 2017; EGGERS;
SINCLAIR, 2012; MOHNACH; FECHNER; KEEGAN, 2016).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Diferenciagdo sexual humana tipica — do desenvolvimento embrionéario as fungdes
fisiologicas

A diferenciacdo sexual humana é um processo complexo influenciado por multiplos
fatores, composto por estagios sequenciais como o genético, gonadal, hormonal, fenotipico
e psicoldgico (MAKIYAN, 2016). Nos seres humanos, a diferenciacdo sexual tipica é
determinada por uma cascata génica, sendo o sexo bioldgico determinado por um par de
cromossomos sexuais, estabelecido durante a fertilizacdo, a saber XY nos individuos do
sexo biolégico masculino e XX nos individuos do sexo bioldgico feminino (DUTT;
WEHRLE; JIALAL, 2022; MIHAI, 2011; PASK, 2016; SHE; YANG, 2014). Por volta da
3% semana de gestacdo as gbnadas bipotenciais se diferenciam em ovarios ou testiculos
(JOST, 1972; MAKIYAN, 2016). Genes especificos induzem essa diferenciacdo, com
posterior desenvolvimento da genitélia interna e externa por volta da 72 semana, sob a acdo
génica e hormonal (Figura 1). Defeitos durante qualquer uma dessas etapas pode resultar
em um DDS (BIASON-LAUBER, 2016; DUTT; WEHRLE; JIALAL, 2022; EID;
BIASON-LAUBER, 2016; MAKIYAN, 2016).
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Figura 1 — Determinacéo e diferenciacdo do sexo humano

Determination Differentiation maintenance

Sertoli

& el Leydig (= Spermatozoa
) of > =
i o cell ‘ S %
Spermatogonia §\ o)
Testosterone | i )
| .
Testes Epsats Peils; Facialhain ../ \
SF1 sperm ducts scrotum ol
Androgens
o SOX9
S SOX9 AMH SOX9 DMRTI
. ) CBX2 DMRT1
Bipotential |
gonad 1 AMH supresses development
? of female interal sex organs
RSPO1
WNT4 A ox2  FOXL2
4 2 FOXL
FOXL2 B-catenin FOXL2 Osstogens
> Uterus % d 1 i )
C = Ovaries é vaglna' Vulva Breast, ... 1 ”\ 5 ’,:@}
° @ L e ~
Granulosa N = £
cell . Primary & é
Primordial follicle = Secondary
follicle follicle
GONADS INTERNAL EXTERNAL Secondary sexual
3 to 7" week of pregnancy 7™ to 24" week of pregnancy SEX ORGANS SEX ORGANS characteristics

Os suportes gonadais somaticos, células de Sertoli e células da granulosa, desempenham um papel central
no desenvolvimento sexual, orquestrando a diferenciacdo das outras células gonadais e expressando
SOXO9 e caixa de forquilha L2 (FOXL2). Ambos os fatores se contrapdem em um delicado equilibrio e
sua expressao deve ser mantida através de diferentes estagios de desenvolvimento. Fonte: RODRIGUEZ
GUTIERREZ; BIASON-LAUBER, 2019.

No embrido 46, XY a gbnada bipotencial se diferencia em testiculos sob a
influéncia de varios genes, principalmente do gene determinante do sexo (SRY, do inglés
sex-determining gene) localizado no braco curto do cromossomo Y (KOOPMAN et al.,
1991). A descoberta desse gene em 1990 foi um marco importante no processo de estudo
da diferenciagdo sexual dos vertebrados (NAGAHAMA et al., 2021). As cristas
urogenitais se desenvolvem entre a 4% e 6% semana de gestacdo como excrescéncias do
epitélio celémico (WITCHEL, 2018). O gene SRY possui um unico éxon codificador do
fator de transcricdo determinante dos testiculos (TDF). Ademais, sua expressdo auxilia
na diferenciacdo das células de Sertoli, que posteriormente resulta na produgdo de
horménio antimilleriano (HAM) (A; KRISHAN, 2022; DUTT; WEHRLE; JIALAL,
2022; MIHAI, 2011).
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Além disso, 0 gene SRY induz a expressdo do fator de diferenciagdo SOXO9,
ativando e mantendo a via de diferenciagdo gonadal masculina (AGRAWAL et al., 2009).
No estagio inicial, as células gonadais segregam-se em dois compartimentos que invadem
a medula gonadal por corddes testiculares (composto por células germinativas e por
células de Sertoli) e tecidos intersticiais (células de Leydig). As células de Leydig
derivam do mesénquima da crista gonadal e sua vascularizacdo € um processo dindmico
(BIASON-LAUBER, 2012; LAMBETH et al., 2016).

A gbnada XY recruta e padroniza a vasculatura por um mecanismo de
remodelagdo. Na diferenciacdo dos testiculos, os vasos mesonefros preexistentes se
dissociam e formam um aglomerado de células endoteliais que migram e atingem abaixo
do epitélio celébmico da gbonada, onde se reinem para formar o vaso celémico (A;
KRISHAN, 2022; BIASON-LAUBER, 2016; LAMBETH et al., 2016). A formacéo
desse vaso € uma das primeiras marcas do desenvolvimento do testiculo que o distingue
morfologicamente do ovario em desenvolvimento. Os ductos mesonefros formam o
principal ducto genital do embrido 46, XY (BIASON-LAUBER, 2016; MAKIYAN,
2016). As partes restantes dos tubulos excretores ligam a rede testicular e o ducto
mesonefro, que se torna o ducto deferente. Os tubulos seminiferos e os tdbulos retos
entram nos ductos eferentes (Figura 2) (A; KRISHAN, 2022; EID; BIASON-LAUBER,
2016).

No embrido 46, XX as gbnadas se diferenciam apds a 72 semana de gestacdo,
sendo alguns fatores de transcricdo especificos do ovério envolvidos na diferenciacdo
ovariana, sdo eles: a caixa de forquilha L2 (FOXL2), Wnt membro da familia 4 (WNT4),
R-espondina 1 (RSPOL1), além da via B-catenina (A; KRISHAN, 2022; BIASON-
LAUBER, 2012; WITCHEL, 2018). No seu estagio inicial, os corddes sexuais primitivos
se desfazem em aglomerados irregulares de células, e estes ocupam a parte medular do
ovario (KOOPMAN et al., 1991; WITCHEL, 2018).
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Figura 2 — Diferenciacdo normal da genitalia interna humana.
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A partir do estgio indiferenciado (1), as gbnadas bipotentes se diferenciardo em testiculos (2) ou ovarios (3)
dependendo do sexo cromossémico. Os testiculos produzirdo testosterona e HAM resultando em uma
genitalia interna masculina completamente desenvolvida (4). A presenca dos ovarios, portanto, a auséncia da
testosterona e do HAM, resultara na genitalia interna feminina completamente desenvolvida (5). Adaptado
de NILLSON et al,. 1965.

A posteriori, esses aglomerados irregulares sdo substituidos por estroma vascular
que forma a medula ovariana. Durante a mitose, as células germinativas primitivas
proliferam e irdo se tornar em oogonias. Na 10? semana de gestacdo, as oogonias entram
na profase meiotica, sendo o primeiro sinal de diferenciacdo ovariana. A maturacdo do
ovario ocorre do centro a periferia gonadal (A; KRISHAN, 2022; WITCHEL, 2018). Logo
em seguida, as oogonias ficam circundadas por uma camada de células granulosas, levando

a uma meiose posterior e se transformando em odcitos até chegar aos foliolos primordiais.
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Os foliculos primérios se formam na 15%-162 semana e os primeiros foliculos de Graff na

238-242 semana. No final do 7° més de gestacdo, a atividade mitdtica cessa e quase todas

as celulas germinativas entram na profase meiotica. Elas permanecem no estagio de

dipléteno e a meiose sera completa no momento da ovulacéo apos a puberdade (Figura 2)

(BIASON-LAUBER, 2016; MAKIYAN, 2016).

Ja a diferenciacdo normal dos genitais externos depende da concentracdo de

horménios androgénicos na corrente sanguinea, produzidos pelos testiculos e pelas

glandulas adrenais. A di-hidrotestosterona (DHT), produto da conversdo da testosterona

pela enzima 5-a-redutase, determinando a virilizagdo dos genitais externos. A alta

concentracdo de andrégenos leva a uma genitalia externa masculina, entretanto, as baixas

concentracdes levam a uma genitalia externa feminina (Figura 3).

Figura 3 — Desenvolvimento genital externo masculino-feminino.
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2.2 Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC)

Em 1865, o patologista italiano Luigi De Crecchio, descreveu detalhadamente
durante uma autopsia o caso de um homem que apresentava anatomia interna feminina e
grandes glandulas adrenais, representando o primeiro caso conhecido de HAC. A sintese
de hormonios esteroides adrenais € mediada por cinco enzimas cuja atividade, ao ser
deficiente, resulta na HAC (Figura 4) (DELLE PIANE; RINAUDO; MILLER, 2015;
NARASIMHAN; KHATTAB, 2019). A HAC é um disturbio da biossintese de esteroides
adrenais, ou seja, uma condicdo nas quais as glandulas adrenais produzem cortisol de forma
deficiente (DELLE PIANE; RINAUDO; MILLER, 2015; SHARMA, 2019; SIMPSON,;
HUGHES, 2021).

Figura 4 — Vias de sintese dos esteroides adrenais evidenciando as enzimas envolvidas

na hiperplasia adrenal congénita.
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Fonte: BABBAR et al., 2020.

Nos seres humanos, existe trés 6rgdos principais da esteroidogénese: a glandula
adrenal (cortex adrenal); os testiculos (células de Leydig); e os ovarios (células granulosas
e da teca) (PARSA; NEW, 2017). O cortex adrenal € formado a partir da 42 semana de

gestacdo (sendo diferenciado do mesoderma celémico), em um processo continuo, e
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durante a 6272 semana de gestacao ele se torna funcional e secreta esteroides (VILLEE,
1972).

A esteroidogénese adrenal é regulada positivamente pelo horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e pelo horménio adrenocorticotrofico (ACTH), produzidos pelo eixo
HPA e controlada pelo cortisol por meio do mecanismo de feedback negativo. Sendo assim,
a diminuicdo na producao de cortisol pela 210OHD resulta no aumento da secre¢do do CRH
e do ACTH, super estimulando as adrenais, causando consequentemente sua hiperplasia e
superproducdo de androgenos (PARSA; NEW, 2017). As caracteristicas clinicas da HAC
compreendem um amplo espectro que reflete as consequéncias da alteragéo patogénica
especifica (HINDMARSH; GEERTSMA, 2017; SIMPSON; HUGHES, 2021; VAN DER
GRINTEN et al., 2022).

Ademais, as manifestacdes fenotipicas da HAC sdo um continuum (VAN DER
GRINTEN et al., 2022), e.g., trés sistemas fisioldgicos distintos sofrem perturbacdes: o
HPA (regulador da producdo de cortisol, que esta relacionado, também com problemas
comportamentais, por exemplo, a ansiedade) (Figura 5); o eixo renina-angiotensina-
aldosterona (responsavel pela regulacdo da producdo de aldosterona); e, por fim, o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal que regula a producdo de esteroides gonadais (JANSEN
M WIT; VAN DEN BRANDE, 1981; MOOLWJ et al., 2015; OETLIKERF; ZURBRUGG,
1978; SHARMA, 2019).

Figura 5 — Hormonios hipotalamo-hipofisarios e seus diferentes locais de atuacao.
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Destaque para o cortex adrenal, produtor de glicocorticoides (cortisol) responsavel pelo feedback negativo,

processo envolvido em vérias patologias e importante para a homeostase corporal. Siglas: Hormonio

Tireoidoestimulante (TSH); Horménio adrenocorticotrofico (ACTH); Horménio do Crescimento (GH);

Horménio Foliculo-estimulante (FSH); Horménio Luteinizante (LH); Triiodotironina (T3); Tiroxina (T4);

Horménios Somatomedinas (IGFs); Hormdnio Liberador de Corticotrofina (CRH); Hormdnio Liberador do

Horménio do Crescimento (GHRH) e Hormdnio Liberador de Gonadotrofina (GnRH). Fonte: Autora.

A 21 OHD leva a uma diminuicdo da producédo de cortisol com consequente falta

de feedback negativo (Figura 6) — resposta de “desligamento” regular — para a secre¢do
de CRH e ACTH (HILLER-STURMHOFEL; BARTKE, 1998, p. 153; SPEISER et al.,
2018; THILEN et al., 1998; WUDY et al., 2018). A vista disso, a 210HD se traduz em

um espectro de consequéncias fisioldgicas e clinicas, que incluem insuficiéncia adrenal,

ambiguidade genital e/ou desenvolvimento sexual desordenado, infertilidade, baixa

estatura, hipertensdo e aumento do risco de sindrome metabolica durante a adolescéncia
e a idade adulta (KRONE et al., 2007; NARASIMHAN; KHATTAB, 2019; WITCHEL,
2018), sendo sua gravidade e caracteristicas clinicas dependentes da atividade residual
enziméatica (KRONE et al., 2007; NARASIMHAN; KHATTAB, 2019).

Figura 6 — Feedback negativo realizado pelo cortisol no eixo hipotalamo-hipé&fise-

adrenal; seccdo da glandula adrenal em camadas.
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A retroalimentagdo negativa € um mecanismo essencial para a manutencdo da homeostase corporal. Com
isso, 0 hipotalamo faz a detec¢do da quantidade de cortisol presente na corrente sanguinea, quando ocorre
a deficiéncia enzimatica e, com isso, a deteccdo de baixos niveis de cortisol, ocorre uma desregulacdo nesse
processo, levando a um aumento de alguns hormdnios na corrente sanguinea, como o horménio liberador
de corticotrofina (CRH) e o horménio adrenocorticotréfico (ACTH). Levando, assim, a uma
superestimulacdo das glandulas adrenais, podendo causar inimeras patologias como a hiperplasia adrenal

congeénita e, como consequéncia, a superproducdo de andrégenos. Fonte. Autora.

Clinicamente a HAC-210HD pode ser dividida em forma classica (CL) e nédo
classica (NC). A HAC-CL ocorre em 1:14.000 individuos com base na triagem neonatal,
sendo definida por uma atividade enzimética severamente reduzida ou ausente (<5%)
(HADDAD; EUGSTER, 2019; NIMKARN et al., 2016), com a produgéo de cortisol
prejudicada, manifestando-se clinicamente no periodo neonatal (ARRIBA; EZQUIETA,
2022; SIMONETTI et al., 2018). Esta pode ser subdividida em virilizante simples (CL-
VS) e perdedora de sal (CL-PS). A CL-VS é associada a atividade enzimatica residual de
1% a 5%, resultando na deficiéncia de producéo de cortisol e na producdo de aldosterona
suficiente para se manter o equilibrio eletrolitico e evitar a perda de sal (HINDMARSH;
GEERTSMA, 2017; VAN DER GRINTEN et al., 2022). J4 na forma mais grave, CL-PS,
ha pouca ou nenhuma atividade enzimatica (<1%) resultando na deficiéncia de producgéo
tanto de cortisol como de aldosterona (Tabela 1) (HADDAD; EUGSTER, 2019;
NIMKARN et al., 2016).

Ja a HAC-NC é considerada mais prevalente, tendo uma incidéncia entre 1:500
na populacdo caucasiana, sendo essa alteracdo leva um bloqueio entre 10 — 20% da
atividade enzimatica, garantindo concentracdes de cortisol iguais as de individuos ndo
afetados. Podendo apresentar um alelo classico e um néo classico ou dois alelos ndo
classicos. Com sintomas tipicos em mulheres jovens de hirsutismo, oligomenorreia,
infertilidade, acne e pubarca precoce, levando a poucos pacientes serem diagnosticados
no periodo neonatal; e em criancas de puberdade precoce, velocidade de crescimento
acelerada e maturacdo esquelética avancada (Tabela 1) (BABBAR et al., 2020; SPEISER
etal., 1992, 2018).
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Tabela 1 — Trés formas de hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia da 21-

hidroxilase — caracteristicas e sintomas.

Forma Caracteristicas Sintomas

Forma mais severa: presente  46,XX — genitalia externa ambigua;

Clssi ao nascimento; as glandulas desidratacdo; crise de perda de sal
assica

suprarrenais produzem pouca nas primeiras semanas de vida.
Perdedora de Sal

aldosterona, levando a perda de

(CL-PS)
sal; corresponde a 70-75% da 46 XY — crise de perda de sal nas
HAC-CL; primeiras semanas de vida,
hiperpigmentacédo do escroto
Forma moderada: presente ao
. _ x 46,XX — genitalia externa ambigua.
o nascimento; producéo de
Classica

o ) aldosterona suficiente para
Virilizante Simples )
evitar a perda de sal;

CL-VS _
( ) corresponde a 25-30% da 46,XY — pseudopuberdade precoce.

HAC-CL

Forma branda: 210HD ]
i . 46, XX e 46, XY — velocidade de
parcial com manifestacdo

N&o Classica ) crescimento acelerada com
tardia (qualquer periodo apds o y .
(de inicio tardio; NC) ) maturacdo esquelética precoce e
nascimento) e pode ser
) o pseudopuberdade precoce;
assintomatica

Fonte: NARASIMHAN; KHATTAB, 2019; SIMONETTI et al., 2018; WEDELL, 2007

E importante salientar que a ambiguidade genital nos fetos 46,XX pode se
manifestar em diferentes graus, desde uma clitoromegalia até a fusdo completa das
saliéncias labioescrotais com falo de aspecto peniano bem desenvolvido, classificada
conforme a escala de Prader, no qual, as genitalias externas femininas tipicas sdo
designadas como 0 (Figura 7) (BERTA et al., 1990; CHOWDHURY et al., 2014). A
escala de Prader é um sistema de classificagdo da medicdo do grau de virilizacdo da
genitalia humana, visto que, no inicio do desenvolvimento embrionario, a genitalia
externa é indiferenciada, sendo morfologicamente idéntica nos fetos 46, XX e 46, XY
(ESTERMANN; SMITH, 2020).
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Figura 7 — Escala de Prader para a classificagdo do grau de virilizacédo da genitalia

externa.
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virilizacdo da genitalia externa. Grau 1: genitélia de aspecto feminino com aumento sutil do falo; Grau 2:
aumento maior do falo, associacao a fusdo posterior das saliéncias labioescrotais, além de uma auséncia de
seio urogenital; Grau 3: aumento considerdvel do falo com fusdo quase completa das saliéncias
labioescrotais, além de uma presenca de seio urogenital com abertura perineal; Grau 4: falo de aspecto
peniano, associado a fusdo completa das saliéncias labioescrotais e presenca de seio urogenital com abertura
perineal entre a base e a extremidade do falo; Grau 5: falo com aspecto peniano bem desenvolvido, com
fusdo completa das saliéncias labioescrotais e presenca de seio urogenital com abertura balanica. Fonte:
ESTERMANN; SMITH, 2020.

2.3 O gene CYP21A2 e suas alteracdes patogénicas

O gene CYP21A2 (GenelD 1589), que codifica a enzima 210H, foi identificado
pela primeira vez em 1984 (WHITE; NEW; DUPONT, 1984), esta localizado dentro do
maior complexo de histocompatibilidade humana (HLA), abrange 3,35 kb do braco curto
do cromossomo 6 (6p21.3) (Figura 8) (CARROLL; CAMPBELL; PORTER, 1985;
YANG et al., 1999), é formado por 10 éxons e possui um quadro de leitura aberto de
1.488 pb (HIGASHI et al., 1986; KOPPEANS; HOOGENBOEZEM; DEGENHART,
2002). A expressao desse gene ocorre principalmente na zona fasciculada e glomerulosa
do cortex adrenal (MILLER, 2008).
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Figura 8 — Localizacdo do gene CYP21A2 no bracgo curto do cromossomo 6.
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O genoma humano possui duas copias do gene CYP21, o gene CYP21A2 (forma
ativa) e o gene CYP21A1P, um pseudogene ndo funcional (WHITE AND SPEISER.,
2000). Ambos fazem parte de uma unidade génica designada modulo RCCX, que aparece
normalmente duplicado; nessa regido existem 4 genes arranjados em tandem
(serina/treonina quinase nuclear RP, complemento — C4, esteroides 21-hidroxilase CYP21
e tenascina [matriz proteica extranuclear] -TNX) (NARASIMHAN; KHATTAB, 2019a).
Esse arranjo favorece grandes convencdes/delecbes génicas por eventos de crossing-over
desigual, sendo o resultado mais comum o modulo RCCX bimodular (RP1-C4A-
CYP21A1-TNXA/RP2-C4B-CYP21A2-TNXB) (Figura 9) (NARASIMHAN; KHATTAB,
2019a). As duas copias do gene CYP21, sua forma ativa CYP21A2 e seu pseudogene
CYP21A1P, apresentam alta homologia, com 98% de identidade entre seus éxons e 96%
entre seus introns, entretanto 15 alteracdes patogénicas deletérias tornam o CYP21A1P
n&o funcional (CONCOLINO et al., 2010; ESPINOSA REYES et al., 2021; HIGASHI et
al., 1986; MILLER; MERKE, 2018; RABBANI et al., 2012; WHITE; NEW; DUPONTT,
1986; XU et al., 2013).

Figura 9 — Organizacéo do gene CYP21A2 na regido RCCX bimodular.
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O gene CYP21A2 e o pseudogene CYP21A1P estdo arranjados em tandem, intercalados com dois genes C4
que codificam para o fator 4 do sistema do complemento. Setas coloridas indicam a direcdo da transcricao.
Além disso, nove mutagdes mais comumente encontradas no gene CYP21A2 transferidas por eventos de
microconversdo entre o gene ativo CYP21A2 e seu pseudogene CYP21A1P estdo sendo evidenciadas.
Baseado em KRONE & ARLT 2009.

Eventos de recombinacdo génica sdo as principais causas das variantes no gene
CYP21A2, devido a sua localizagdo em uma regido de complexidade altamente
polimérfica (CARROLL; CAMPBELL; PORTER, 1985; PIGNATELLI et al., 2019).
Tendo isso em vista, as recombinagBes intergénicas sdo responsaveis por
aproximadamente 95% das variantes patogénicas que causam a 210HD sendo o restante
correspondente as alteracGes patogénicas espontaneas. Dentre as recombinacdes
intergénicas pequenas delecBes, insercbes e trocas pontuais de nucleotideos
correspondem a 75% dos casos sdo consideradas microconversoes (PIGNATELLI et al.,
2019). Nos 20% restantes dos casos ocorre um desalinhamento por meio da travessia
desigual durante a meiose (crossing-over desigual), que pode levar a supressdes genéticas
ou, duplicacdo, consideradas grandes conversoes ou dele¢cdes (MILLER, 1994; PARKER
etal., 2006; PIGNATELLI et al., 2019).

Ao longo dos anos, 401 alteracGes patogénicas foram descritas no gene CYP21A2
e relacionadas a HAC segundo o HGMD (do inglés The Human Gene Mutation database)
2021.4, sendo 300 de acesso publico e 101 de acesso restrito/profissional. Dessas,

dezenove foram descritas nas regides ndo traduzidas do gene.

A HAC-210HD se enquadra em trés categorias de alteracdes patogénicas: 1) 65%
a 70% derivadas do pseudogene CYP21A1P, a saber ¢.293-13A/C>G, também conhecida
popularmente por splice G (28%), p.llel73Asn (9%), p.Val282Leu (9%), p.GIn319*
(4%), p.Arg357Trp (4%), cluster E6 [p.l1le237Asn, p.Val238Glu, p.Met239Lys (4%)],
p.Glyll1lValfs*21, também conhecida por delta 8 (3%), p.Pro30Leu (2%) e
p.Leu307Phefs*15 (1%); 2) 25% a 30% grandes dele¢es/conversdes com gene hibrido
CYP21A2/CYP21A1P; 3) 5% sdo alteracbes patogénicas espontaneas (ARRIBA;
EZQUIETA, 2022; SIMONETTI et al., 2018).
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2.4 Gendtipo vs. Fenotipo

A natureza autossdmica recessiva esta bem estabelecida como padréo de heranca
na HAC. A maioria dos individuos diagnosticados HAC-210HD sé&o heterozigotos
compostos, ou seja, possuem mais de uma mutacdo no mesmo gene/alelo (PAMPLONA-
CUNHA et al., 2020). Assim sendo, o fenotipo esperado deve ser deduzido pelo alelo cuja
alteracdo patogénica causa menor dano a atividade enzimatica (Tabela 2 e Figura 10).
Contudo, algumas alteracdes patogénicas especificas podem ser correlacionadas a mais de

um fenotipo, levantando a discordancia entre essa correlacéo.

Figura 10 — Correlacdo gendtipo-fenotipo na Hiperplasia Adrenal Congénita pela

deficiéncia da 21-hidroxilase baseada na atividade enzimatica in vitro.
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Tabela 2 — Fendtipo esperado na HAC-210HD de acordo com a combinacdo de
alteracdes patogénicas em diferentes alelos.

Combinacéo de alteragdes patogénicas Fendtipo deduzido
Duas alteragbes graves CL-PS
Uma alteracdo grave + uma alteracdo intermediaria ou duas
_ L CL-VS
intermediarias
Uma alteracdo leve + uma alteragdo grave; ou uma alteracédo NG

intermedidria + uma alteracdo leve ou duas alteracOes leves

Fonte: Autora.

A correlacdo gendtipo-fendtipo vem sendo estudada extensivamente e geralmente
é concordante (KRONE; ARLT, 2009; SPEISER et al., 1992; TUKEL et al., 2003),
principalmente em individuos com a forma classica da patologia (BACHELOT et al., 2008;
JENKINS-JONES et al., 2018), onde ambos os alelos apresentam atividade enzimatica
nula ou <5% (HIGASHI et al., 1986).

A alteracdo patogénica que apresenta variacdo fenotipica com mais frequéncia é a
€.290-13A/C>G no intron 2 que cria um sitio alternativo de splicing fazendo um
deslocamento do quadro de leitura na traducdo da proteina. Em pacientes homozigotos
foram relatados tanto o fendtipo CL-VS como o CL-PS. Uma possivel explicacdo € que a
troca g.656 A/C>G deixa o sitio normal de splice inalterado, portanto, portadores dessa
alteracdo podem produzir também um mRNA processado corretamente, assim seria
possivel a sintese de uma pequena quantidade de enzima funcional, suficiente para manter
a sintese de aldosterona e evitar a perda de sal (ROGAN; CAMINSKY; MUCAKI, 2014;
WANG et al., 2015).

2.5 Diagnostico molecular

Os exames moleculares do gene CYP21A2 sdo essenciais, pois permitem o
estabelecimento de correlagcBes entre genotipo e fendtipo, confirmando o diagnostico
clinico e bioquimico, permitindo um aconselhamento genético diferencial, individual e
completo para os familiares. Os métodos de deteccdo de alteracdes patogénicas baseados

na deteccdo por reacdo em cadeia da polimerase alelo especifica (PCR-AE) e com
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sequenciamento genémico sdo considerados padrdo ouro na genotipagem do gene
CYP21A2. Destacam-se pela sua eficiéncia, sensibilidade, baixo custo e acessibilidade,
sendo capaz de fornecer uma resposta direta e concisa para a populagéo.

O Laboratorio de Genética Humana (LGMH) do Hospital Universitario Alberto
Antunes (HUPAA), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) compde, juntamente com
o ambulatério DDS, o Servico de Genetica Clinica (SGC) queé referéncia estadual nos
casos de DDS em Alagoas e oferecem o servico de aconselhamento e diagnostico genético
com técnicas padronizadas, atendendo ao Sistema Unico de Satde (SUS) desde 2003 e que

se estende até os dias atuais com o auxilio do PPSUS (Programa Pesquisa para o SUS).

2.6 Importéncia da triagem neonatal e do diagnostico molecular — a equipe

multidisciplinar

A triagem neonatal foi desenvolvida pela primeira vez no final da década de 1970
(PANG et al., 1997). O método convencional utiliza imunoensaios para determinacéo dos
niveis de 170HP ao nascimento, precursor da enzima 210H, em amostras de papel filtro
com amostra de sangue seco. A HAC-210HD foi incorporada ao Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN) no Brasil em 2012 e implementada no Sistema Unico de Sa(
de Alagoas (SUS-AL) em 2016.

Esta incorporacdo tem por objetivo reduzir a morbidade e a mortalidade em recém-
nascidos (RN) afetados com a forma CL-PS, principalmente em RN 46, XY antes que
apresentem crises graves de perda de sal nas primeiras semanas de vida, uma vez que pela
auséncia de genitalia ambigua o diagnéstico pode ndo ser feito ou realizado tardiamente.
Essa triagem tem como base a determinacdo dos niveis de 170HP ao nascimento, todavia,
é importante ressaltar que, como todos os exames, este pode resultar em um falso positivo,
fazendo-se imprescindivel a coleta de sangue nas primeiras 48-72 horas de vida. O
diagnostico genético é uma ferramenta essencial para o diagnostico e posterior tratamento
das doencas monogénicas, caracterizadas pela correlagio genétipo-fendtipo (DULIN
INIGUEZ; EZQUIETA ZUBICARAY, 2018). Esse trabalho da continuidade & linha de
pesquisa de diagnéstico molecular da HAC-210HD, desenvolvida pela equipe
multidisciplinar que compde o grupo de pesquisa do LGMH/HUPAA/UFAL (Figura 11),

e tem como objetivo padronizar o diagnéstico por sequenciamento completo do gene
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CYP21A2 pelo método de Sanger para 0s casos ndo elucidados pela metodologia

disponivel.

Figura 11 - Equipe multidisciplinar de assisténcia aos casos de DDS do
SGC/HUPPA/UFAL -
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Fonte: Autora.

3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Avaliar o gene CYP21A2 de pacientes diagnosticados clinicamente com HAC-210HD

provenientes do ambulatério de genética do HUPAA.

3.2 Objetivos especificos

a. Investigar por PCR-AE ou por digestdo com enzima de restri¢ao 8 alteracOes frequentes
derivadas do pseudogene CYP21A1P e uma alteracao rara ndo proveniente deste;

b. Identificar alteracbes patogénicas que possam esclarecer o fenétipo dos pacientes;

c. Confirmar as altera¢fes encontradas, verificando a correta segregacao na familia;

d. Estabelecer a correlagao fendtipo e genotipo;

e. Padronizar o sequenciamento de Sanger do gene CYP21A2 para futura investigacéo
que possa esclarecer o fendtipo de pacientes que ndo apresentam alteracdes patogénicas

investigadas por PCR-AE.



4. JUSTIFICATIVA

A triagem de alteracGes patogénicas frequentes por PCR-AE em busca do
diagnostico molecular para familias com suspeita clinica/laboratorial de HAC-210HD é
de extrema importancia no auxilio do diagndstico médico e para um correto tratamento dos
pacientes, além de proporcionar, de forma mais acurada, o aconselhamento genético e
possibilitar os diagnosticos neo- e pré-natal, para as familias envolvidas. Os DDS englobam
um grupo de condi¢bes congénitas atipicas, sendo a HAC- 210HD uma das desordens

autossdmicas recessivas mais frequentes.

Em alguns casos a triagem das alteracdes patogénicas frequentes por PCR-AE néo
esclarece o fenotipo, sendo necessaria a investigacdo completa do gene CYP21A2 por
sequenciamento de Sanger em busca de outras alteracfes que possam justificar o fenétipo.
A padronizacdo desta técnica no LGMH/HUPAA/UFAL contribuiu significativamente
para o estabelecimento do diagndstico molecular e gerou, de uma maneira geral, resultados

de excelente valor cientifico e para o esclarecimento das correlacGes gendtipo-fenétipo.

5. MATERIAIS E METODOS
Para a realizacdo desse trabalho foram realizadas metodologias seguindo o fluxo
adequado para melhorar o diagnéstico molecular dos pacientes (Figura 12).
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Figura 12 — Resumo esquematico da metodologia utilizada nesse trabalho.
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5.1 Local de estudo

Os experimentos foram realizados no LGMH/SGC/HUPAA/UFAL. A verba para
a execucdo desse projeto é proveniente do projeto guarda-chuva aprovado pelo PPSUS-
2020 edital FAPEAL no 06/2020 — processo 60030.0000000212/2021; CAPES/PPGCM.

5.2 Amostras de pacientes

O estudo conta com aprovacdo do CEP UFAL (Comité de Etica em Pesquisa;
CAAE: #010367/2009-29 e #19144013.5.000.5013). Foi realizado com amostras de DNA
de 19 familias com individuos com diagnostico clinico/laboratorial de HAC-210HD
provenientes do SGC/HUPAA. Todos 0s pacientes séo provenientes de cidades do estado

de Alagoas.

Foram excluidos casos com material bioldgico insuficiente ou que ndo tinham

condicdes de serem utilizados no trabalho.
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5.3 Obtencado das amostras biologicas e extracdo de DNA de sangue total por digestao

com proteinase K

Foram colhidos cerca de 10 mL de sangue total em EDTA (&cido etilenodiamino
tetra-acético) do individuo afetado e dos seus genitores para a obtencdo do DNA genémico.
Quando possivel, também foram colhidas as amostras de irméos e filhos. A metodologia
de extracdo de DNA utilizada foi a de digestdo por proteinase K, seguida de purificacéo
fenolica, conforme SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989. O material genético
obtido foi utilizado tanto para a realizacdo da metodologia de PCR-AE quanto para o

sequenciamento pelo método de Sanger.
5.4 PCR-AE e digestdo por enzima de restricéo

Apos a quantificacdo de DNA das amostras, foram realizadas as PCR-AE, seguindo
o0 protocolo ja estabelecido e padronizado no LGMH/HUPAA/UFAL para a determinacédo
da presenca ou auséncia das alteracbes patogénicas ¢€.293-13A/C>G (rs6467);
p.GlylllValfs*21 (c.332_339del; rs387906510); p.llel73As (c.518T>A; rs6475);
p.Val282Leu (c.844G>T; rs6471) e p. Arg357Trp (c.1069C>T; rs7769409). Em todas as
reacOes foram utilizados primers ancoras para correta selecdo do gene CYP21A2 descritos
por WILSON et al., 1995, além disso, os primers especificos para a verificacdo da presenca
ou auséncia da alteragdo patogénica investigada foram desenhados com o auxilio do
programa GENE RUNNER® (versdo 3.0) disponibilizado gratuitamente.

Foram investigadas por digestio com enzima de restricdo uma alteracdo
proveniente do pseudogene p.GIn319* (c.995C>T; rs7755898) e uma ndo proveniente
deste p.Ser170fs* (c.511_512insA; rs1561499720). O protocolo de digestdo esta descrito

na tabela 3.

TABELA 3 - Protocolo de Digestao por enzima de restri¢édo Pstl

Reagentes []1X Ciclo geral
H>0 deionizada. g.s.p 30 ul
Tampado Invitrogen (10X) 1X Banho maria a seco por 2 horas a
Enzima Pstl 1U 37°C

Produto da PCR 9




5.5 PCR para posterior sequenciamento
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A padronizacdo da reacdo de sequenciamento completo do gene CYP21A2 foi

realizado em 4 fragmentos, utilizando primers ancoras para sua diferenciacdo do pseudogene

e correta selecdo do gene. A PCR foi padronizada a partir da tabela geral de condicdes de

amplificacdo (Tabela 4).

TABELA 4 — Reagentes, condi¢cdes de amplificacdo da Reacdo de PCR para

posterior sequenciamento e ciclo utilizado para a amplificagéo.

Reagentes [1Final Ciclo geral
DNA gendémico 1,0-2 g
Tampéo Invitrogen (10X) 1X
MgCl250mM (Invitrogen) 1,5mM 949C —evv 5 minutos
dNTP 2nM (Invitrogen) 0,1 mM 30 ciclos de:
. . 94°C ----- 1 minuto
Primer direto 20 pmoles 0,67 pmoles Tmédia do par de primers - 1
Primer inverso 20 pmoles 0,67 pmoles minuto

Enzima Taqg DNA
polymerase recombinant 20U
(5U/ul, Invitrogen)

H>0O deionizada. g.s.p 60 uL

72°C ----- 10 minutos
72°C ----- 2 minutos

5.6 Purificacédo do produto da PCR

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados com o Kit Wizard SV gel and

PCR Clean-UP System (Promega) seguindo o protocolo do fabricante. Ap6s a purificacdo as

amostras foram quantificadas utilizando 1uL do produto da purificacdo, com o auxilio do

equipamento Nanodrop 8000 — Multi-Sample Micro-Volume UV-Vis Spectrophotometer

(Thermo Scientific, USA).

5.7 Reacéo de sequenciamento

As reacgdes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se BigDye™ Terminator
Cycle Sequencing Kit V3.1 Ready Reaction (ABI PRISM/Life Technologies, USA) seguindo as

especificacOes da tabela 5.



TABELA 5 — Reagentes utilizados para reacdo de PCR utilizando BigDye™
Terminator Cycle Sequencing e ciclo utilizados para a amplificagéo.

Reagentes [] Final (uL) Ciclo geral
Big Dye 1,0 96°C ----- 1 minutos
Amostra 2,0 35 ciclos de:
< 96°C ----- 15 segundos
Tampdo 2 50°C ----- 15 segundos
Primer 1,0 60°C ----- 4 minutos
P 4°C ----- o0
H->O deionizada g.s.p. g.s.p.10uL

O produto obtido foi purificado com o Kit ReliaPrep™ DNA Clean-Up and
Concentration System Technical Manual (Promega), segundo recomendacdes do fabricante.
Posteriormente, o produto foi separado por eletroforese capilar no analisador de DNA
automaético (ABI13500).

5.8 Analise dos dados

Os resultados da PCR-AE foram analisados para se verificar a segregacdo das
alteracdes encontradas nas familias estudadas. O fenétipo esperado foi inferido pela alteracéo
que determinou menor dano a atividade enzimatica. As sequéncias obtidas na padronizacédo
do sequenciamento foram analisadas e comparadas com a sequéncia selvagem do gene
CYP21A2 disponivel em bancos de dados de livre acesso (Ensembl; www.ensembl.org) com
0 auxilio dos programas Chomas e CLC sequence viewer ou outros programas de analise de

sequéncias.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Andlise molecular de alteracgdes patogénicas por PCR-AE ou por digestéo

enzimatica

A anélise molecular do gene CYP21A2 padronizada no LGMH/HUPAA/UFAL por
PCR-AE conta com rastreamento de 8 alteracfes patogénicas mais frequentes derivadas do
pseudogene CYP21A1 e uma alteracdo rara ndo proveniente desse. Durante a execucao desse
trabalho, foi realizado o rastreamento de 7 dessas variagdes em 19 familias de Alagoas com
diagnostico clinico e/ou bioquimico e HAC-210HD. Os resultados obtidos para os individuos

afetados pela patologia séo apresentados na tabela 6. Por se tratar de uma linha de pesquisa
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em andamento, 0s gendtipos finais apresentados (tabela 6 e 7) foram definidos a partir da
juncédo dos resultados obtidos nesse trabalho e dos dados obtidos previamente pelo nosso
grupo de pesquisa e pela instituigdo parceira CBMEG/UNICAMP.

O rastreamento molecular de alteracbes patogénicas no gene CYP21A2 ¢é
extremamente importante para a elucidacao diagndstica, haja vista o alto polimorfismo dessa
regiao (CONCOLINO et al., 2009). Sendo a PCR-AE a primeira escolha para este rastreamento
em nosso laboratorio, pois € uma técnica sensivel, simples, rapida, barata e de facil acesso
(BAUMGARTNER-PARZER; WITSCH-BAUMGARTNER; HOEPPNER, 2020). Por meio
dela, foi possivel elucidar o diagnostico de mais de 50% dos individuos afetados em nossa

casuistica.

Dos 16 individuos afetados, 9 (56,25%) tiveram seu genétipo esclarecido por PCR-
AE, 7 (43,75%) precisaram prosseguir a investigacdo por sequenciamento completo do gene
CYP21A2 e por MLPA (do inglés Multiplex ligation-dependent Probe Amplification), quando
se havia a suspeita de um gene hibrido. Destes 7, em 5 individuos (71,4%) uma alteracdo
patogénica ja tinha sido identificada por PCR-AE e 2 tiveram o seu genotipo esclarecido apds

a realizacdo do sequenciamento completo e/ou MLPA na instituicdo parceira.

Outrossim, € importante salientar que estas 5 familias continuam em investigacao
molecular. Isso se deve ao fato que as altera¢fes que causam danos a atividade enzimatica
podem ser encontradas em diversas regifes do gene, e.g., nos éxons, introns, nas regiodes 5’
UTR e 3’UTR (do inglés untranslated region) (ROBERT; PELLETIER, 2018). A vista disso,
do alto nimero de alteracbes patogénicas e da auséncia de um hotspot de alteracdes, o

sequenciamento completo do gene se faz necessario.

A alteracdo patogénica mais frequentemente identificada foi a p.Arg357Trp (21,9%;
rs7769409) (Figura 13). Essa alteracdo troca pontualmente o aminoacido arginina (Arg —
CGG) por um triptofano W (Trp — TGG) sendo associada a forma CL-PS por resultar na perda
completa da atividade enzimatica (HAIDER et al., 2013; KOR et al., 2018; LAJIC et al.,
1997). Esta alteracdo missense esta localizada no éxon 8 do gene CYP21A2, em uma regido
génica que codifica a hélice K da enzima, sendo uma das alteragdes patogénicas mais comuns
derivadas do pseudogene CYP21A1P (HAIDER et al., 2013; LEVO; PARTANEN, 1997,
PIGNATELLI et al., 2019).
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Figura 13 — Porcentagem alélica das alteracfes patogénicas identificadas no gene
CYP21A2 de 19 familias com diagnostico de HAC-210HD confirmado por PCR-AE.
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A segunda alteracdo patogénica mais frequente nesta casuistica foi a p.GIn319*
(18,8%; rs7755898), variacao nucleotidica no éxon 8, nonsense, que causa um stop cédon
prematuro no residuo 319 e interrompe precocemente a traducao da proteina (EZQUIETA et
al., 2002). E a terceira alteragcdo patogénica mais frequente foi a ¢.293-13A/C>G (15,6%;
rs6467), popularmente conhecida por splice G, no intron 2, que cria um sitio alternativo
de splicing fazendo um deslocamento do quadro de leitura na traducdo proteica (KRONE
et al., 2000; KRONE; ARLT, 2009). Essas trés alteragdes juntas representam 56,3% das

alteracdes patogénicas identificadas nessa casuistica.

Foi possivel deduzir o fendtipo esperado para os 12 individuos afetados cujo
genotipo foi estabelecido (Tabela 7). Para isto foi verificada a qual forma da HAC cada
alteracdo patogénica estava associada e o fenédtipo foi deduzido a partir daquela que
determinava menor dano enzimatico. O fendtipo observado foi verificado no prontuario
de cada individuo, permitindo assim estabelecermos a relagéo fen6tipo-gendtipo, que foi
correta para 66,7% dos individuos. Apesar da relagcdo gendtipo-fenétipo ser geralmente
concordante na maioria dos trabalhos, a distin¢do entre as formas CL-PS, CL-VS e NC
ndo é absoluta, pois varios afetados ndo se enquadram neste padrdo (KRONE et al., 2000;
NIMKARN et al., 2016; SPEISER, P. W. et al., 1992).

O individuo MC8Xal, como falado anteriormente, possui a variacdo c.293-
13A/C>G, levando a um deslocamento do quadro de leitura na tradugédo proteica, sendo

esperado o fenétipo PS no individuo, mas encontrado o fenétipo VS.

O individuo MC32Yal ndo teve o seu gendtipo completamente elucidado, visto
que, encontramos apenas a alteracdo p.Val282Leu (rs6471), a qual é uma variante
missense, resultando em uma enzima com atividade residual de cerca de 50% frente a
170HP e de 20% frente a progesterona, sendo associada a forma NC (TUSIE-LUNA,;
TRAKTMAN; WHITE, 1990). Com isso, deduzimos que o fenotipo esperado deveria ser
NC, entretanto seu fendtipo observado é VS. E importante considerar que existe a
possibilidade do individuo possuir mais de uma alteragdo no mesmo alelo (alteracdo em
cis) (ROBERT; PELLETIER, 2018), como observado em outros 5 individuos analisados
(Tabela 7), sendo um com uma combinacéo das alteragdes p.Val282Leu+p.GIn319*. Esta
possibilidade pode justificar essa ndo correlagéo entre o gendtipo-fenotipo, sendo assim

o fenotipo esperado deve ser reanalisado ap6s a concluséo do gendtipo deste individuo.
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Tabela 7 — Correlacdo genotipo-fenotipo dos individuos diagnosticados com
hiperplasia adrenal congénita (HAC) investigados.

COD Gendtipo final* -~ Gendtipo
(Afetados) (paterno/materno) Genotipo esperado observado
. p.Arg409Cys? / PS VS
MC6Xal p.GIn319*%+p.Arg357Trp
b conv. CYP21A1P/CYP21A2 com PS VS
MC8Xal Ex6m?/ c.293-13A/C>G?2
p.GIn319*%+p.Arg357Trp? / PS PS
MC9Xal p.Arg357Trp?
MC11Xa2 p.Ser301Pro? / p.Ser301Pro? PS PS
MC24Xal¢ ?1/7? ? VS
€.293-13A/C>G%*+ ? VS
MC27Xal® p.Glyl11Valfs*21%+ p.Arg357Trp?/
?
MC28Xal ¢.293-13A/C>G? / ¢.293-13A/C>G? PS PS
MC29Yal® p.lle173Asn?/ ? ? VS
MC30P €.293-13A/C>G? / p.Val282Leu? NC NC
MC31Xal p.Arg357Trp/p.lle173Asn? VS PS
MC32Yal¢ p.Val282Leu? ? NC VS
MC33Yal® ?2/? ? VS
MC34Yal p.GIn319*/p.GIn319* PS PS
p.Val282Leu?+p.GIn319*2 / PS PS
MC37Yal p.Ser170Lysfs*125
p.GIn319*+p.Arg357Trp / PS PS
MC39Xal p.Ser170Lysfs*125
MC40Yal p.Arg357Trp / p.lle173Asn? VS VS

+ Segregacdo alélica confirmada nos genitores; @ gendtipo esclarecido pela técnica PCR-AE e sequenciamento
completo do gene CYP21A2; ® gendtipo esclarecido pela técnica PCR-AE, sequenciamento completo do gene
CYP21A2 e MLPA,; ¢ gendtipo ndo esclarecido completamente pela técnica PCR-AE, indicacdo de sequenciamento
completo do gene CYP21A2; ! Resultado obtido por sequenciamento de Sanger na instituicdo parceira
CBMEG/UNICAMP; 2 Resultado obtido previamente por PCR-AE no LGMH/HUPAA/UFAL; ® Resultado obtido

por MLPA na instituicdo parceira CBMEG/UNICAMP.

Ja para a ndo correlacdo gendtipo-fendtipo identificada para os individuos

MC6Xal e MC31Xal deve-se relembrar a diferenca fenotipica entre a HAC CL-PS e a
CL-VS que se da pela diferenca da atividade enzimatica frente a enzima 170HP e a
progesterona, que a taxa de sintese de aldosterona se encontra entre 100 a 1000 vezes
menor que a taxa de sintese de cortisol, evitando, assim, a perda de sal. Devemos levar
sempre em consideracdo que mesmo que a doenga tenha um padrdo de heranca
autossdmico recessivo (FALHAMMAR et al., 2022), o background genético de cada
individuo difere e possui suas peculiaridades, o que pode influenciar indiretamente na
producdo dos hormdnios envolvidos na HAC-210HD (KRONE; ARLT, 2009).

Por se tratar de uma patologia com o padrdo de heranca autossémico recessivo

(FALHAMMAR et al., 2022) é importante se confirmar a segregacdo encontrada nos
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individuos afetados, para que se tenha uma melhor elucidacdo diagndstica. Com isso,
genitores e filhos saudaveis também entraram para o rastreio molecular das alteracoes
patogénicas que podem causar a HAC-210HD e seus fenotipos (Tabela 8).

Ainda que o LGMH conte com um analisador de DNA (ABI13500) que possibilita
0 sequenciamento do gene completo do gene CYP21A2 pelo método de Sanger, essa
técnica ndo estava padronizada. Em vista disso, visando possiveis identificacdes das
alteracdes patogénicas que possam justificar o fendtipo dos nossos pacientes que nédo
obtiveram seu diagndstico molecular elucidado pela técnica de PCR-AE, a padronizagéo

dessa técnica foi um dos objetivos desse trabalho.
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6.2 Padronizacgédo do sequenciamento completo do gene CYP21A2 pela técnica de

Sanger

Como relatado anteriormente, devido a grande homologia entre gene e pseudogene,
0 sequenciamento génico completo é uma tarefa dificil. Com isso, para a padronizagdo, foi
necessario realizar uma divisdo do gene CYP21A2 em dois fragmentos (1 e 2) (Figura 14),

se baseando em dois métodos descritos na literatura.

Figura 14 — Fragmentacéo seletiva do gene CYP21A2.
F2 = 2.524pb

........................................................................

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exén 6 Exon 7 Exon 8 Exon 9 Exon 10
5 i i3

- - .

........................................................................

SPLC-1336pb F4=752pb
Individuos que possuem splice C possuem também uma amplificacdo ndo preferencial. Por esse motivo

foi selecionado mais 2 fragmentos para andlise deste alelo (splice C [SPLC] e fragmento 4 [F4]).

A primeira metodologia para selecdo do gene foi descrita por Owerbach et al., (1990),
baseando-se na presenca de uma varia¢do frameshift com delecdo de 8 pares de bases no
éxon 3 do gene (p.Glyl11Valfs*; rs387906510) que impede a sintese proteica e pode causar
o fendtipo CL-PS. A segunda, descrita por Wilson et al., (1995), teve como referéncia a
troca de 3 nucleotideos no éxon 6, onde ocorre a maioria das trocas entre gene e pseudogene,
muito conhecida como cluter 6 (p.11e237Asn;Val238Glu; Met240Lys), que abole a atividade
enzimatica da 210H, sendo geralmente associada ao fen6tipo CL-PS (MARTINEZ-ARIAS
etal., 2001; NIMKARN et al., 2016). Logo, primers ancoras, ou seja, especificos para essas
regibes, sdo capazes de amplificar seletivamente o0 nosso gene de interesse. Foram

desenhados e utilizados primers descritos na tabela 8, para a cobertura total do CYP21A2.

Devido a amplificacdo ndo preferencial do alelo com splice (c.293-13C) na
amplificagdo do fragmento 1, foi necessario dividr esta regido em mais duas amplificagdes
que se selecionassem especificamente o alelo com splice C para os individuos que o
possuem. Estes fragmentos (Splice C e F4) estdo ilustrados na figura 13 e 0s respectivos

primers utilizados na tabela 9.
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Tabela 9 —Sequéncia de primers utilizados para cada fragmento e o amplicon de

cadafragmento para selecdo completa do gene CYP21A2.

Fragmento pb* Primer® 53 Tm (°C)
5°21Bls TGAGTGAGT GCG CAC AAAG 52,0
5’Bas GGC CCTGAG GTGCCACTTA 56,0
1 2.060pb Intls TGAGAG GCTGATCTCGCTC 53,0
Ex2as TAAGTG GCT CAGGTCTGCC 53,0
Ex6nas CCTCAGCTGCATCTC CACGA 57,0
Ex3ns CGGACCTGT CCTTGG GAGACTAC 59,0
Int7as CAGAGC TGAGTG AGG GTG 51,0
9 2.524ph Ex9As TTG GGG ATG AGT GAG GAAAG 51,0
Ex9Bas ACCCACCTGTCCACCCGCC 60,0
Ex10s GGAGCTCTTCGTGGTGTGCTGA 53,5
Int10as CAG AGG GAG CT GGAGTT GA 62,0
ProEx1s TTGAGT GAG TGC CCACAAAGC 56
5’Bas GGC CCTGAGGTGCCACTTA 56,0
Intls TGAGAG GCTGATCTCGCTC 53,0
Splice C 1336pb Ex2as TAAGTG GCT CAGGTCTGCC 53,0
Int2Cas CAGCTT GTC TGC AGG AGG AGG 57,0
ProEx1s TTGAGT GAG TGC CCACAAAGC 56
5’Bas GGC CCTGAGGTGCCACTTA 56,0
Int2Cs TTC CCACCCTCCAGC CCCCAC 62,0
4 762pb Ex6nas CCTCAGCTGCATCTCCACGA 57,0
Ex2ns TCT CCT CACCTG CAG CAT CAT 55,0

4Quantidade de pares de base do fragmento (Amplicon); ° s = sense ou forword e as = antisense ou reverse;
6 Tm= temperatura de melting do primer.

Sendo assim, os fragmentos 1, 2, splice C e 4 (F1, F2, SPLC e F4), serviram como

molde para a realizacdo e padronizacdo do sequenciamento direto.

6.2.1 Padronizacdo da PCR e do sequenciamento do fragmento 1 (F1) do gene
CYP21A2

O fragmento 1 do gene tem um amplicon de 2.060 pares de bases (pb) e vai a
extremidade 5’UTR, at¢ o meio do éxon 6. Para a padronizagdo desse fragmento foram
utilizados os oligonucleotideos CYP21A2 5°21Bl1s e CYP21A2 EX6nas (ancora), que
seleciona corretamente o gene CYP21A2. Devido a grande quantidade de pares de base do
amplicon foi utilizada a Tag DNA Polymerase especifica para fragmentos de DNA maiores
(Patinum Taq DNA Polymerase, Brasil, ThermoFisher™, Cat. N°10966-030). As condigfes
de amplificacdo da PCR que se demonstraram ideais para esta reacdo estdo descritas na
tabela 10.
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Tabela 10 — Volume unitario e ciclo de reacdo de cada reagente utilizado na PCR-AE

para a correta selecdo do F1 do gene CYP21A2.

Reagentes Valor unitario Ciclo

Agua g. S. p. 60 UL ,
Tampéo (10X) 1X ggféc """"" ; f) gy
MgCl2 (50 mM) 1,17 mM N .

dNTP (2 M) 0,17 nM 00 40

: 720C----mmmm- 2
Primer (20pmoles) 0,67 pmoles o )

: 95°C----------- 30
Primer (20pmoles) 0,67 pmoles 0 )

o o E— 40 16X

BSA l% - 720C ___________ 27

DMSO 15 {15 o — o
Taq.DNA Polimerase (5U) 0,033 U

A reacdo de sequenciamento foi realizada as condi¢Oes descritas na tabela 5. Devido
ao grande tamanho do amplicon, além dos primers externos 5°21B1s ¢ Ex6nas utilizados
para amplificacdo do fragmento, foram utilizados também os primers internos 5’Bas, Intls
e Ex2as. As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as sequencias
selvagens do gene e pseudogene com o auxilio dos programas Chromas® e CLC sequence

viewer® e estdo apresentados na tabela 11.

O fragmento 2 (F2) do gene, tem o amplicon de 2.524pb e vai do meio do éxon 3
até o a regido 3’UTR do gene. Para a padronizacdo desse fragmento foi realizada a mesma
metodologia do F1, sendo utilizados os oliconucleotideos CYP21A2_Ex3ns (&ncora) e

CYP21A2_Intl0as. O ciclo e as condicGes ideais da reacdo F2 estdo descritos na tabela 11.

Tabela 11 — Volume unitério e ciclo de reacdo de cada reagente utilizado na PCR-AE

para a correta selecdo do F2 do gene CYP21A2.

Reagentes Valor unitario Ciclo
Agua Q.. p. 60 pL
Tampéo (10X) 1X 0| @ —— 5
MgCl2 (50 mM) 1,41 mM 950C---------- 30’
dNTP (2 nM) 0,17 nM 63‘;(3 --------- 40" } 18X
Primer (20pmoles) 0,67 pmoles 923(:(:3% .,
Primer (20pmoles) 0,67 pmoles 550C -eeeemmmmee 40,,}
BSA 1% — 720C mmmmmmmmee 2
DMSO 1,5 159C----------- 0

Taq.DNA Polimerase (5U) 0,033 U




Apos a amplificacdo do F2, os produtos foram purificados e quantificados como
descrito anteriormente. Para a realizagdo do sequenciamento do F2 foram utilizados os

primers internos Int7as, Ex9As, Ex9Bas e Ex10s descritos na tabela 9.

Para a padronizacdo do F1 e F2 foi eleito um casal cujo filho veio a 6bito antes do
resultado do teste do pezinho, apresentando resultado positivo para HAC-210HD; e que
apresentava uma necessidade de se oferecer um aconselhamento genético com maior
precisdo e acurdcia. Tendo em vista que o casal ndo possui o alelo splice C, o
sequenciamento completo foi obtido a partir das amplifica¢fes do F1 e F2. Com isso, apds
a padronizacdo do sequenciamento completo do individuo MC38P, o DNA da mée
(individuo MC38M) foi inserido na investigacdo, at¢ o momento foi analisada por
sequenciamento a regido do F2 que cobre do meio do éxon 3 até a regido 3’UTR do gene.
Os resultados obtidos do MC38P e MC38M estéo nas tabelas 12 e 13.

Tabela 12 — Variantes encontradas em heterozigose no individuo MC38P durante o

sequenciamento completo do gene CYP21A2.

Variante Tipo Localizacao Slgcrl]ilr?i?;?)do Proteina Nucleotideo  MAF’
rs283816 « . Né&o
41 Delecéo Exon 1 reportado - - 0.25
rs6468  Sindnima Exon 1 Benigna p.Leu40= c.118C>T 0.29
rs6464  Sindnima Exon 1 Benigna p.Pro46= €.138C>A 0.37
rs6462 SNV# intron 2 Benigna — €.292+9C>T 0.45
rs6463  SNV* intron 2 Nao - - 0.22
reportado
rs6449  SNV* intron 2 Nao - - 0.39
reportado
rs6474 Splice Exon 3 Benigna p.Argl03Lys c.308G>A 0.48
r$775589 Stop Exon 8 Patogénica p.GIn319* - 0.05
8 codon
rs397509 . A * c.1451 1452
367 Indel I?xon 10 Patogénica  Arg484Profs*58 delinsC —
rs6446  Sindnima Exon 10 Benigna p.Pro491= c.1473G>A  <0.01
rs6473 Missense Exon 10 Benigna p.Ser494Asn c.1481G>A 0.03

#single nucleotide variant;” = Minor allele frequency
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Tabela 13 — Variantes encontradas em heterozigose no individuo MC38M durante o

sequenciamento do éxon 3 até a regido 3’UTR do gene CYP21A2.

Significado

Variante Tipo Localizacao clinico Proteina Nucleotideo MAF’

rs6465 Intronica -~ Nao a a 0.31
] reportado

rs6477 Sinénima Exon 8 Benigna p.Leu249= C.747C>G 0.35

17755808 SWOP Exon8  Patogénica  p.GIn319* - 0.05

codon
rs397509367 Indel Exon 10 Patogénica Arg484Profs*58 c¢.1451 1452delinsC —

rs6446 Sindnima Exon 10 Benigna p.Pro491= c.1473G>A <0.01
rs6473 Missense Exon 10 Benigna p.Ser494Asn c.1481G>A 0.03

A variante patogénica p.GIn319* CYP21A2 foi identificada em ambos os genitores.
Essa alteracdo sem sentido no cddon 319, onde a trinca CAG (codificaglutamina) muda
para TAG, que resulta em uma enzima ndo funcional devido ao términoprematuro da
traducdo proteica (ARRIBA; EZQUIETA, 2022; DULIN INIGUEZ; EZQUIETA
ZUBICARAY, 2018). O eletroferograma que indica essa variante em heterozigose em

ambos os genitores esta sendo mostrado na figura 15.

Figura 15 — Alteracdo patogénica p.GIn319* identificada em heterozigose em ambos

0s genitores da familia MC38.
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A seta rosa esta evidenciando a alteragéo encontrada no eletroferograma do gene CYP21A2 da familia MC38.

Além dessa alteracéo, foi identificada a variante p.Arg484Profs*58 considerada rara

e sem descricdo na nossa populacdo (Figura 16). Essa alteracdo patogénica foi descrita pela



primeira vez em 1992 (WEDELL et al., 1992), em associacdo com a alteracdo p.GIn319*.
As bases 2675-676 (GG) que fazem parte da trinca codificante da arginina 319 no éxon 10,
sdo substituidas por uma citosina (alteracdo delins), causando uma mudanga no quadro de
leitura da proteinas e um stop codon apds 45 aminoacidos (WANG; ZOU; YANG, 2021,
WEDELL et al., 1992). Uma vez que ndo possuiamos o material biologico do filho afetado
do casal, foi deduzido que este possuia o0 genotipo p.GIn319*+p.Arg484fs*58 /
p.GIN319*+p.Arg484fs*58 que resultaria em um fenétipo CL-PS e assim, a completa
inatividade enzimatica, levando ao falecimento precoce do individuo pois néo foi levantada

a suspeita clinica e tratamento a tempo.

Figura 16 — Alteracéo patogénica p.Arg484Profs*58 em heterozigose encontrada em

ambos os genitores da familia MC38.
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A seta rosa esta evidenciando a alteracéo encontrada no eletroferograma do gene CYP21A2 da familia MC38.

Na regido analisada de ambos os genitores foi possivel observar a presenca dos
mesmos polimorfismos e alteracGes patogénicas. Foi determinado o gendtipo final de
ambos os genitores como: p.GIn319* + p.Arg484Profs*58/ wild type. Esse resultado nos
leva a suspeitar de uma possivel consanguinidade na familia. No prontuario médico o
casal nega a unidao consanguinea, infere-se que 0s mesmos ndo tenham conhecimento da
situacdo, haja vista que este um fator de risco na ocorréncia de doengas autossomicas
recessivas (BEN-OMRAN et al., 2020; HAMAMY, 2012).

Portanto o provavel gen6tipo do filho falecido era p.GIn319*+p.Arg484Profs*58/
p.GIn319*+p.Arg484Profs*58, correspondendo a um fenétipo CL-PS.
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6.2.2 Padronizacdo do PCR e do sequenciamento do fragmento 2 (F2) do gene
CYP21A2

Como descrito anteriormente ha uma amplificacdo ndo preferencial do alelo ¢.293-
13C. Para solucionar isso uma amplificacdo alelo especifica foi realizada. A primeira regido
recebeu a denominacdo de splice ¢ (SPLC) e tem o amplicon de 1.336pb,que cobre da regido
5’UTR proxima ao éxon 1 até a regido do splice C no intron 2 do CYP21A2. Para a
padronizacdo desse fragmento foi realizada a mesma metodologia descrita anteriormente,
sendo utilizados os oliconucleotideos CYP21A2_ProEx1s e CYP21A2_Int2Cas (ancora). O
ciclo e as condicGes ideais da reacdo SPLC estdo descritos na tabela 14.

Tabela 14 — Volume unitario e ciclo de reacdo de cada reagente utilizado na PCR-AE
para a correta selecdo do SPLC do gene CYP21A2.

Reagentes Valor unitério (uL) Ciclo
Agua q.s.p 30 pL
Tampdo (10X) 1X
MgCI? (50 mM) 0,15 nM 95°C ----- 5’
dNTP (2 nM) 0,15 nM 95°C ----1°
Primer (20pmoles) 0,67 pmoles 61,5°C----1’}
Primer (20pmoles) 0,67 pmoles 72°C-----2’
BSA 1% - 72°C ----5°
DMSO 0,3 15°C-----00
Taqg. DNA Polimerase (5U) 0,033 U
DNA 200-500 ng

Apbs a amplificacdo do produto da PCR-AE, o produto foi purificado e
quantificado como descrito anteriormente. Para a realizacdo do sequenciamento de SPLC
foram utilizados os primers descritos na tabela 9.

6.2.3 Padronizacdo do PCR e do sequenciamento do fragmento splice C (SPLC) do
gene CYP21A2

Diferentemente dos outros fragmentos, o fragmento 4 (F4) possui um amplicon
menor que 1.000pb (762pb), contudo, ele amplificou nas mesmas condig¢Ges dos fragmentos
anteriores, com a utilizagdo da Tag Platinium, Brasil utilizando os oliconucleotideos
CYP21A2_Ex6nas (ancora) e CYP21A2_Int2Cs para a selecdo da regido. O ciclo e as

condigdes ideais da reacdo F4 estdo descritos na tabela 15.
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Tabela 15 — Volume unitario e ciclo de reacao de cada reagente utilizado na PCR-
AE para a correta selecdo do F2 do gene CYP21A2.

Reagentes Valor unitério (uL) Ciclo
Agua 0.5.p 30 pL
Tampado (10X) 1X ,
MgCI2 (50 mM) 1,17 mM 94°C -----5
dNTP (2 nM) 0,17 nM 94°C ----1730”
Primer (20pmoles) 0,67 pmoles 67°C----1
Primer (20pmoles) 0,67 pmoles 72°C-----2’30” } 18x
BSA 1% 0,3 72°C-----5’
DMSO - 15°C-----00
Tag. DNA Polimerase (5U) 0,5
DNA (200-500 ng) 1

Apds a amplificacdo, o F4 foi levado para a quantificacdo e posteriormente para o
sequenciamento. Diferentemente dos outros fragmentos, conseguimos apenas uma leitura
parcial do F4. Novas tentativas para a completa padronizacao estdo em andamento.

Para a padronizacdo do sequenciamento dos fragmentos SPLC e F4 foi utilizado a
amostra de DNA do individuo MC34P, que sabidamente possui o polimorfismo ¢.293-13C
em heterozigose (¢.293-13A / ¢.293-13C). As variantes encontradas no individuo MC34P

estdo descritas na tabela 16.

Tabela 16 — Variantes encontradas no individuo MC34P durante o sequenciamento do

fragmento SPL.C e do F4.

"= Minor allele frequency

Variante Tipo Localizagéo S'%Ti'r]:'igzdo Proteina Nucleotideo MAF’
rs6454 Missense intron 5 N3o reportado - -
rs6475 Missense Exon 5 Patogénica p.1lel73Asn c.518T>A 0.01
rs1040311 Splice Exon 5 Benigna 0.12
rs12525076 Non intron 5 Benigna ¢.651+35A> 0.02
coding G

Mesmo com a padronizacéo parcial do fragmento 4, a padronizagdo dessa técnica
no LGMH/HUPPA/UFAL sera de extrema importancia para elucidacao de casos futurosde

HAC-210HD cujo gendtipo nado seja elucidado por PCR-AE.



. CONSIDERAGCOES FINAIS

A investigacdo molecular pela técnica de PCR-AE e/ou enzima de restricdo se mostrou
elucidativa para mais de 50% dos pacientes.

Através da técnica de PCR-AE foi possivel confirmar a segregacdo das alteracdes
identificadas nos filhos afetados.

O sequenciamento completo do gene CYP21A2 foi padronizado no
LGMH/HUPAA/UFAL para individuos que ndo possuam a variacao ¢.293-13C.

Para individuos que possuem a variagdo ¢.293-13C no gene CYP21A2 a padronizacao esta
em andamento e perto de ser concluida.

A técnica de sequenciamento de Sanger esta disponivel para o rastreamento de alterac6es
que possam justificar o fenétipo de individuos com HAC-210HD cujo gen6tipo nédo tenha
sido completamente elucidado por PCR-AE.

O presente trabalho, em conjunto de estudos futuros, permitird a completa elucidacdo do
diagnostico molecular dos pacientes com HAC-210HD do estado de Alagoas atendidos
no SGC/HUPAA/UFAL.
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