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RESUMO

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) é o grupo hereditario de desordens na
esteroidogénese adrenal causada por uma deficiéncia enzimatica. O gene CYP21A2
codifica a enzima 21-hidroxilase (21-OH) e mutacdes nesse gene podem provocar
HAC. Localizado no em 6p21.3 ele integra 0 médulo RCCX formado pelos genes
RP, C4, CYP21 e TNX, que estdao organizados em repeticbes em tandem,
submetendo-o a eventos de recombinagdes génicas néo-alélicas o que resulta em
regido altamente polimérfica. CYP21A2 e seu homélogo, o pseudogene CYP21A1P,
sao similares em 96% na regido intrénica e de 98% na regido exoOnica, 0 que
promove a troca de fragmentos de DNA entre eles. HAC pela deficiéncia da 21-OH é
autossémica recessiva e € classificada nas formas perdedora de sal (PS) e virilizante
simples (VS), ambas com virilizacdo pré-natal da genitdlia externa feminina. A
deficiéncia de aldosterona caracteriza a forma perdedora de sal, que constitui 75%
dos casos da forma classica. A deficiéncia da 3B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo
2 (3BHSD2) representa uma rara variante da HAC. Também é autossGmica
recessiva, codificada pelo gene HSD3B2, localizado em 1p13.1. Esta enzima afeta
todas as trés vias esteroidogénicas e o espectro fenotipico € amplo e varia desde
perdedor de sal grave até a forma nao-perdedora, com ou sem formacgéo de genitélia
ambigua em neonatos 46,XY. Este trabalho tem por objetivo investigar e descrever a
variabilidade genética numa série de individuos com o diagnostico clinico da forma
classica de HAC pela deficiéncia da 21-OH ou pela deficiéncia da 3B-HSD
residentes no Distrito Federal (DF) e padronizar um método eficiente de diagndstico
molecular para HAC no DF. Foram selecionados 29 pacientes com diagndstico
clinico e laboratorial de deficiéncia de 21-hidroxilase e 1 paciente com deficiéncia de

3B-HSD, atendidos no Ambulatério de Endocrinologia de Gonadas e Adrenais e na



Unidade de Endocrinologia Pediatrica do Hospital Universitario de Brasilia. O DNA
gendmico foi extraido pelo método de Salting-out e a analise molecular foi realizada
inicialmente pelo método de sequenciamento automatico; nos individuos com
deficiéncia de 21-OH, associou-se o0 Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification — MLPA. Foram descritas as mutacdes presentes nos 30 portadores de
HAC. No CYP21A2, foram descritas 13 mutacdes de ponto e uma nova mutagao
missense, p.L12M. Adicionalmente, foram identificados oito alelos apresentando
grandes delec¢des, quatro alelos com inser¢cdes e quatro com grandes conversdes. A
mutacdo mais frequente foi 12 Splice (IVS2-13A/C>G) ocorrendo em 34,5% dos
individuos. Além disso, 72,4% dos individuos sdo heterozigotos compostos e a
correlacdo gendtipo-fenétipo foi observada em 64,2% dos individuos. No gene
HSD3B2 foi encontrada uma homozigose para p.P222Q. O caso descrito aqui
corrobora a forte correlagcdo entre o gendtipo e o fenotipo associado a mutacao
p.P222Q. A investigacdo molecular do gene CY21A2 é interessante por ser
altamente polimérfico. O estudo molecular do HSD3B2 € importante pela raridade e
necessidade de maior conhecimento sobre suas caracteristicas genéticas. Por fim,
descrevemos o0s defeitos genéticos responsaveis pela HAC nessa série de
individuos e padronizamos o0 sequenciamento associado ao MLPA como um método

eficaz para o diagnostico molecular da HAC por deficiéncia da 21-hidroxilase.

Palavras-chave: Hiperplasia adrenal congénita; Deficiéncia da 21-OH; Deficiéncia da

3B-HSD; CYP21A2; HSD3B2.



ABSTRACT

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is a group of inherited disorders of
steroidogenesis caused by an enzyme deficiency. The CYP21A2 gene encodes the
enzyme 21-hydroxylase (21-OH) and mutations in this gene can cause CAH. Located
in the 6p21.3, it integrates the RCCX module, formed by the genes RP, C4, CYP21
and TNX, which are arranged in tandem repeats. This leads to a highly polymorphic
region, in which events of non-allelic genetic recombination frequently occur.
CYP21A2 and its counterpart, the pseudogene CYP21A1P, are similar at 96% in the
intronic region and 98% in the exonic, which promotes the exchange of DNA
fragments between them. Classic HAC caused by 21-OH deficiency is autosomal
recessive and is classified as salt wasting (PS) and simple virilizing (SV) forms, both
with prenatal virilization of female external genitalia. Aldosterone deficiency
characterizes the salt-wasting form, which constitutes 75% of cases of classical form.
3B-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (3BHSD2) deficiency is a rare variant of
CAH. It is also autosomal recessive, encoded by the HSD3B2 gene, located at
1p13.1. This disorder affects all three steroidogenic pathways, and the phenotypic
spectrum is broad, ranging from severe salt-losing to a non-loser, with or without
formation of ambiguous genitalia in newborns 46, XY. Our aims were to investigate
and describe the genetic variability in a series of individuals from the Federal District,
Brazil, with a clinical diagnosis of the classic form of CAH due to 21-OH deficiency or
to 33-HSD deficiency, and to standardize an efficient method of molecular diagnosis
of CAH. We selected 29 patients with clinical and laboratory diagnosis of 21-
hydroxylase deficiency and one patient with deficiency of 33-HSD from the Gonadal
and Adrenal Diseases Clinics and Pediatric Endocrinology Unit, at the University

Hospital of Brasilia. Genomic DNA was extracted by the salting-out method and



molecular analysis was initially performed by automatic sequencing; in the subjects
with 21-OH deficiency, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification - MLPA
was also performed. A significant variable profile of mutations were present in the 30
patients with CAH. In CYP21A2, 13 point mutations and a new missense mutation,
p.L12M, were described. Additionally, we identified eight alleles presenting large
deletions, four alleles with large insertions and four conversions. The most frequent
mutation was 12 splice (IVS2-13A / C> G) occurring in 34.5% of the subjects.
Furthermore, 72.4% of the individuals were compound heterozygotes. Genotype-
phenotype correlations were observed in 64.2% of the cases. In the HSD3B2 gene,
the homozygous p.P222Q mutation was found. The case described herein confirms
the strong correlation between genotype and phenotype associated with this
mutation. Molecular investigation of the highly polymorphic CY21A2 gene is
interesting and useful. Molecular analysis of the HSD3B2 gene is important for the
rarity of the disorder and the need for greater knowledge of their genetic
characteristics. Finally, we described the genetic defects associated with the classic
forms of CAH in these subjects, and standardized genetic sequencing associated
with MLPA as an efficient method for the molecular diagnosis of CAH due to 21-

hydroxylase deficiency.

Keywords: Congenital adrenal hyperplasia; 21-OH deficiency; 33-HSD deficiency;

CYP21A2; HSD3B2.
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1. INTRODUCAO

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) consiste em um grupo de disturbios
hereditarios da esteroidogénese da adrenal, que resultam em deficiéncia de uma
das cinco enzimas necessarias para a sintese normal do cortisol (1). O fendtipo
clinico e bioquimico depende do defeito enzimatico especifico e da atividade residual
da enzima. Os sintomas, nas diferentes formas clinicas, resultam de desvios nas
vias de sintese de cortisol, aldosterona e/ou testosterona, com graus variados de
deficiéncia desses horménios e acumulo de seus precursores. A deficiéncia da
enzima 21-hidroxilase afeta apenas a esteroidogénese adrenal, enquanto a
deficiéncia da 3B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 impacta também a sintese

de esteroides gonadais (2).

Cada variante de HAC é caracterizada por um padrdo hormonal distinto que
reflete um bloqueio especifico na via metabdlica, porém todas as variantes estéo
associadas com a deficiéncia da producdo de glicocorticoide. Formas classicas de
diferentes tipos de HAC manifestam-se por genitalia ambigua em individuos com

caribtipo 46,XX e 46,XY, a depender do defeito enzimatico subjacente. (2).

1.1 DEFECIENCIA DA 21-HIDROXILASE
1.1.1 Aspectos clinicos e fisiopatolégicos

A hiperplasia adrenal congénita decorrente da deficiéncia da enzima 21-
hidroxilase (21-OHD) é uma doen¢a monogénica autossémica recessiva que causa

um erro inato no metabolismo dos esteroides. E responséavel por cerca de 90-95%



de todos os casos de HAC (3). A incidéncia varia entre 1:10000 até 1:20000
nascimentos (4). Diferentes incidéncias da doenga podem ser encontradas, de
acordo com a etnia e a regido analisada. As maiores frequéncias foram registradas
em populagBes isoladas, com incidéncia de 1:282 em esquimoés (Yupik, Alasca), e
1:2100 nascidos vivos na llha francesa de La Reunion, no Oceano indico. As
menores incidéncias foram encontradas na populagédo japonesa, 1 em 21000 e em

Taiwan, 1 em 28000 (2).

O principal componente fisiopatologico consiste na diminuicdo ou auséncia da
atividade da enzima 21-hidroxilase (21-OH), a qual leva a reducdo ou eliminacéo da
sintese do cortisol e da aldosterona, e a consequente bioacumulacdo de seus
precursores. Dessa maneira, ocorre o desvio da esteroidogénese, com aumento da
producdo de compostos androgénicos precursores do cortisol e da aldosterona, os
guais séo substratos para as vias de biossintese de andrégenos. Isto ocorre porque
no cortex da adrenal, a enzima 21-OH normalmente converte 17-hidroxiprogesterona
(170HP) em 11-deoxicortisol e progesterona em 11-deoxicorticosterona. Esses
esteroides sao convertidos em cortisol e aldosterona, respectivamente. A deficiéncia
na sintese desses horménios resulta em um aumento na producéo e liberacdo do
hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) pela glandula hipofisaria e a subsequente
hiperproducdo dos horménios andrégenos (3). Abaixo, segue a figura 1, modificada

de Speiser, 2010, que mostra a via metabdlica da esteréidogenese.
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Figura 1: Esteroidogénese adrenal normal. Em destaque as enzimas (#) 21-hidroxilase (21-OH)
e a enzima (*) 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (3B-HSD). Adaptado de Speiser4, 2010.

O coértex adrenal € formado na quarta semana de gestacdo a partir do
mesoderma epitelial celdmico. Em torno da sexta ou sétima semana, 0 cortex
adrenal funcional comeca a secretar esteroides. O momento critico para a
diferenciacdo sexual da genitalia externa ocorre entre 7 a 12 semanas de gestacao.
Durante esse periodo, a exposicdo excessiva do feto feminino 46,XX aos
androgenos adrenais ocasiona a virilizacdo da genitélia externa (5). Assim, apés o
nascimento, tanto meninos quanto meninas que apresentam comprometimento
significativo da atividade da enzima 21-hidroxilase evoluem com quadro de
virilizacdo, que pode incluir progressivo aumento do pénis ou clitoris, crescimento
precoce de pélos pubianos, hirsutismo, acne, desenvolvimento avancado das
epifises e pseudopuberdade precoce. Além disso, pode ocorrer a reducdo da

fertilidade e anormalidades menstruais em mulheres nao tratadas (1).



Sendo assim, o espectro de manifesta¢des clinicas na HAC por deficiéncia de
21-hidroxilase inclui duas formas clinicas bem definidas: a forma classica, mais
grave, cujos sinais podem ser identificados ao nascimento ou infancia, e a forma
nado-classica, de aparecimento mais tardio, com sintomas mais leves ou
completamente assintomatica. A forma classica, por sua vez, é subdividida em duas
formas de acordo com o fenétipo: a forma perdedora de sal (PS) e a virilizante
simples (VS). Em ambas, ocorre virilizacao pré-natal da genitalia externa feminina e
virilizagdo pods-natal nos dois géneros. A deficiéncia de aldosterona é o que
caracteriza a forma perdedora de sal. Na forma nao-classica (NC), mais amena, 0s
pacientes permanecem assintomaticos por tempo variavel, e ndo apresentam
genitalia ambigua ao nascimento ou perda de sal. Ocasionalmente, podem

desenvolver sintomas durante os anos pré-puberais, na adolescéncia ou apenas na

vida adulta (3).

Nas formas classicas, a virilizagdo da genitalia feminina nos neonatos é
preponderante e pode ser classificada usando-se a escala dos cinco-estagios
desenvolvida por Prader (6). Além dos sinais de hiperandrogenismo, a Forma
Perdedora de Sal apresenta inadequada secrecdo de aldosterona provocando
hiponatremia, hipercalemia, hiper-reninemia e choque hipovolémico durante o
primeiro més de vida, o que pode ser fatal. Essa problemética é particularmente
critica para 0s meninos recém-nascidos ja que esses nao apresentam ambiguidade
genital e assim nao levantam suspeita de HAC antes do episédio de desidratacao e

choque (3).

Nesse contexto, a triagem neonatal da HAC apresenta um papel importante,
com o objetivo de identificar recém-nascidos afetados pela forma classica da

doenca, evitando ou permitindo o reconhecimento precoce da crise adrenal que traz



riscos a vida. Esse rastreamento € adequado, pois a HAC é um erro inato do
metabolismo comum e potencialmente fatal. Além disso, o rapido diagndstico e
tratamento podem prevenir a mortalidade e as comorbidades decorrentes das
complicacbes da doenca (4). Por outro lado, o tratamento precoce acaba criando
dificuldades na caracterizacdo da forma clinica, tendo em vista que pode dificultar a

exata distingdo da forma PS da VS (7).

A triagem neonatal da HAC ocorre a partir da dosagem da 17-OHP, que esta
em alta concentragdo no sangue das criancas afetadas. Porém, individuos
prematuros, doentes, com baixo peso ou em situacdo de estresse também
apresentam 17-OHP elevada e acima do valor de corte, caracterizando assim 0s
resultados falso-positivos (4). Nessas situacdes, € necesséria a realizacdo de um
exame confirmatorio. Varios estudos tem sugerido que a determinacdo do gendétipo
do gene que codifica a 21-hidroxilase em amostras de neonatos provenientes dos

programas de triagem é potencialmente Uutii como exame confirmatério em

associagdo com a dosagem hormonal plasmatica (4).

1.1.2 Aspectos genéticos

A enzima 21-hidroxilase é codificada pelo gene CYP21A2 (Citocromo P450,
familia 21, subfamilia A, polipeptideo 2, também chamado de CYP21 ou CYP21B
nas nomenclaturas antigas) que esta localizado no braco curto do cromossomo 6
(6p21.3), inserido na regido do HLA de classe lll. Esse gene integra uma unidade
genética chamada modulo RCCX, formado pelos genes RP, C4, CYP21 e TNX, os
guais estdo organizados em repeticbes em tandem, como mostra a figura 2. No

genoma humano, geralmente estdo presentes dois desses modulos, porém



haplétipos monomodulares ou trimodulares sdo encontrados em diversas
populacdes. O RCCX apresenta trés pseudogenes, o CYP21A1P, TNXA e o RP2,
localizados entre os loci do C4, os quais ndo produzem proteinas funcionais. Por
causa da alta homologia e da organizacdo em tandem dessa regido, o mddulo
RCCX esta sujeito a eventos de recombinacfes génicas ndo-alélicas (desiguais) que
levam a grandes rearranjos incluindo duplicacdes, dele¢cbes, conversdes e fusdes
génicas (1,8), fazendo com que essa regido tenha alto grau de variabilidade. Essa
organizacao especifica do locus do CYP21A2 provavelmente foi causada por uma

duplicacdo ancestral conjuntamente com o gene C4 (9).

Telomero Cemrémerol
———
—_— TNXA TNXB e CREBL1 »
D )

CYP21A1P RP2 CYP21A2

“ LTA w=fj= RP1+ C4A -{_—

Figura 2: Médulo RCCX bimodular. Gene CYP21A2 e pseudogene CYP21A1P posicionados em
tandem com os genes RP, C4 e TNX. Adaptado de Krone e Arlt?, 2009.

O gene CYP21A2 e seu homodlogo, o pseudogene CYP21A1P, possuem 10
éxons e se estendem por 3 kb cada. Possuem similaridade entre si de 96% na
regido intrbnica e de 98% na regido exbnica. Essas caracteristicas favorecem,
especificamente, dois tipos de eventos de recombinacdo: o crossing-over desigual
durante a meiose, resultando em grandes delec¢des e duplicacdes do gene CYP21A2
e eventos de conversdes génicas que transferem mutacdes deletérias presentes no

pseudogene para o CYP21A2, tornando-o inativo (1).

A figura 3, adaptada do trabalho de Krone e Arlt® de 2009, apresenta as

mutagdes mais comuns no gene CYP21A2 e sua correlacdo com o fenétipo. Varios



estudos tem demonstrado que o fendtipo clinico possui boa correlagdo com a
mutacdo menos deletéria entre os dois alelos mutados, pois este codifica uma
proteina com maior atividade enziméatica residual. Porém, € preciso atentar-se para o
fato de que divergéncias entre o genétipo e o fenétipo podem ocorrer em Varios
casos (2). Na HAC é possivel observar um amplo espectro de fenétipos, pois muitos

pacientes sao heterozigotos compostos, com duas ou mais mutagdes nos alelos (4).

del/conversdes
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F306 +t
Q318X

R356W

in 2 splice

Severidade da deficiéncia da 21-hidroxilase

Grupos Nulo A B C
Formas da HAC Perdedor de sal Virilizante simples N&o-classico

Figura 3: Correlacdo gendtipo-fenétipo na HAC pela deficiéncia da 21-hidroxilase baseado na
atividade do CYP21A2 in vitro. Adaptado de Krone e Arlt?, 2009.

As mutacdes na HAC s&o divididas em quatro grupos. Em 2009, Krone e Arlt?

apresentaram uma atualizacdo das estimativas do percentual da atividade residual
da enzima nos diferentes grupos de mutacdes, com base numa compilagdo de

diversos estudos. Esses grupos séo definidos como:

I.  Nulo. Neste grupo estdo classificados os alelos que contém mutacdes que
causam completa inativacdo da enzima, incluindo delecbes do gene,
mutacdes em frameshift, mutacdes que criam cddons precoces de parada,

algumas mutagcbes missense que demonstraram a extingdo da atividade



enzimatica in vitro posterior a transfeccao e geralmente mutacdes em sitio de
splicing. Tais mutacdes foram associadas a forma PS.

II.  Grupo A. Inclui a mutacdo na base 655 no sitio de splicing do intron 2 (12
Splice) que € deletéria e mostra baixa, porém mensuravel, atividade
enzimatica apos transfeccao in vitro e esta associada principalmente a forma
perdedora de sal.

[ll.  Grupo B. Inclui a mutagéo 1172N, que & menos deletéria e frequentemente é
associada a virilizagdo neonatal sem distarbios eletroliticos, mas ja foi
identificada em individuos PS.

IV. Grupo C. Composto por mutacdes mais amenas associadas a forma nao-

classica (10).

As mutagcbes de ponto mais comuns no gene ativo estdo presentes no
pseudogene (1), o que sugere fortemente que essas mutagdes de ponto resultam de
conversfes génicas, ja que eventos mutagénicos que recriem essas mutacdes sao
raros. Recombinac¢fes intergénicas sdo responsaveis por 95% das mutacbes
associadas com a 21-OHD (11). Essas mutacBes deletérias presentes no
CYP21A1P e que sofrem microconversdes incluem: a substituicAo no nucleotideo
655 A/C>G no intron 2, posicionada 13 bases antes do éxon 3 que gera um splicing
aberrante no RNA (IVS2-13 A/C>G, a qual serd identificada neste trabalho pelo
nome 12 Splice); a delecdo de 8 pares de base no éxon 3 (E3A8pb); a insergédo de
uma Timina no éxon 7 no cédon do aminoacido F306 (F306 + t) causando um erro
na fase de leitura; a mutacdo nonsense no éxon 8 que substitui o nucleotideo na
posicdo 1996 e substitui o cédon CAG por TAG, criando um cédon de parada no
lugar de uma Glutamina (Q318X); as muta¢des missense P30L no éxon 1, 172N no

exon 4, V281L no éxon 7 e a R356W no éxon 8; e as 3 muta¢cdes de ponto missense



236N, V237E e M239K que sempre sao transferidas juntas caracterizando um
cluster no éxon 6 (E6 cluster). Todas elas costumam ser observadas em pacientes
com 21-OHD e estdo ilustradas na figura 4, adaptada de New et al'?, 2013.
Aproximadamente, 5% de todas as mutacdes raras causadoras de 21-OHD né&o s&o

originadas do pseudogene (6).

(E348bp)

g.707 714delGAGACTAC a.1683G>T
€.329_336delGAGACTAC c841G>T
p.G110fs (E6 Cluster) pV2BIL
g.89C>T g.999T>A g.1383T>A g.1762 1763insT
c89C>T c515T>A c.710T>A €920 92VinsT
g-126C>T pP3I0L pl172N pV237E p.L307fs
g-113G>A y g.1380T>A] 9. 1389T>A g.1994C>T g.2108C>T
g-110T>C (12 Splica] C707T>A lc716T>A €952C>T  C.1066C>T
g-103A>G g.655A/C>G pl236N p.M239K p. Q318X p.RIS6W
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 kb

Figura 4: Gene CYP21A2 com suas mutacdes mais frequentes, provenientes do pseudogene.

Adaptado de New et al*?, 2013.

A 210HD é observada ao redor do mundo e a especificidade étnica das
mutacdes no gene da CYP21A2 é interessante (1). As diferentes frequéncias de
algumas mutacdes em determinadas populacdes, como a alta frequéncia da
mutacdo V281L em judeus (Ashkenazi Jews), e da mutacdo 12 Splice em esquimos
(Yupik, Alasca), ou a alta frequéncia de grandes dele¢cbes em nativos norte-
americanos demonstra uma especificidade étnica das mutacdes do CYP21A2. Isso
pode resultar de um efeito fundador ancestral, ou de hot-spot’s nesse gene,
crossing-over desiguais e conversfes com o pseudogene. Na populacéo judaica, em

especial, observa-se essa relacao, pois, além de endogamica, ela sofreu sucessivos



genocidios no continente europeu o que contribuiu para o efeito genético do gargalo
de garrafa ou bottleneck. Essa especificidade resultou da drastica reducao
populacional o que reduziu a diversidade genética. Ja nas populacdes norte-
americanas nativas e asiaticas a mutacdo V281L nado € encontrada. Essa mutagéo
resulta em uma deficiéncia leve da enzima e costuma estar relacionada com o

fendtipo ndo-classico (1).

Dados da literatura sugerem que as delecbes ocorrem exclusivamente na
meiose enquanto as conversfes génicas podem ocorrer durante a meiose e a
mitose, ou talvez apenas na mitose. Assim, as conversdes génicas ocorrem por

mecanismos diferentes do crossing-over desigual (13).

Desalinhamentos e recombinacfes dos genes de RCCX geram duplicacées,
delecdes e conversdes e isso promove diversidade na regido do MHC de classe llI
(14), porém essas anormalidades génicas como as duplicacdes parciais resultantes
de crossing-over desigual entre sequéncias homadlogas sdo importantes causas de
doencas genéticas humanas (15). Por exemplo, a fusdo do TNXA/TNXB é associada
a sindrome de Ehlers-Danlos (14) além da Hiperplasia Adrenal Congénita que

também é associada a eventos de recombinacao.

A delecao de 26 a 32 kb da sequéncia génica envolvendo a porgéo final 3’ do
CYP21A1P e a porcdao 5 do CYP21A2 contendo o fragmento TNXA-RP2-C4B,
produz um Unico gene quimérico, que consiste na combinacédo do pseudogene e do
gene ativo. Este gene quimérico ndo € totalmente funcional, pois mutacdes
deletérias presentes no CYP21A1P podem incapacitar a producdo de uma enzima
ativa pelo gene (6,16), uma vez que essas mutacdes presentes nos pseudogenes

nao sofrem pressdo seletiva e tendem a permanecer na populacdo (14). Até o



momento foram descritos nove quimeras (CH1-CH9) com diferentes tipos de juncdes

(12), como mostrado na figura 5.
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Figura 5: Representacdo esquematica de um crossing-over desigual e dos nove tipos de
guimeras ja descritas resultantes de rearranjos entre as regides RP1-C4A-CY21A1P-TNXA e
RP2-C4B-CYP21A2-TNXB. Em branco os éxons do CYP21A1lP e em cinza os éxons do
CYP21A2. Adaptado de New et al'?, 2013.



1.2 DEFICIENCIA DA 33 —HIDROXIESTEROIDE DESIDROGENASE TIPO 2

A Hiperplasia Adrenal Congénita decorrente da deficiéncia da 3p-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (3BHSDZ2) representa uma rara variante da
HAC. Também ¢é autossémica recessiva codificada pelo gene HSD3B2, localizado
no braco curto do cromossomo 1 (1p13.1), constituido por quatro éxons, onde
apenas o0s éxons 2, 3 e 4 sdo traduzidos. Os dados sobre sua incidéncia sdo pobres.
Essa enzima catalisa trés reacdes esteroidogénicas: a conversdo de A’ esteroide
pregnelona, 17-hidroxipregnelona e DHEA em A* esteroide progesterona, 170HP e
androstenediona, respectivamente. Assim, esta enzima afeta todas as trés vias
esteroidogénicas (mineralocorticoides, glicocorticéides e horménios sexuais). O
espectro fenotipico é amplo e varia desde perdedor de sal grave até a forma néao-
perdedora, com ou sem ocorréncia de genitalia ambigua em neonatos masculinos
46,XY. (2). A enzima 3B3-HSD2 € necessaria para a sintese de testosterona pelas
células de Leydig nos testiculos, por isso os fetos masculinos com essa deficiéncia
podem apresentar pseudo-hermafroditismo, com genitalia externa feminina (17). Os
sintomas da forma mais amena da doenca ainda sdo pouco definidos, mas podem
incluir acne precoce, pubarca precoce e aceleracdo do crescimento em criancas

(18).

A deficiéncia da 3B-HSD tipo 2 € causada por mutacdes no gene HSD3B2.
Duas isoformas da 3B-hidroxiesteroide desidrogenase, tipo 1 e 2, existem e séo
codificadas pelos genes HSD3B e HSD3B2, respectivamente. HSD3B € expresso
principalmente na placenta e em tecidos periféricos como a glandula mamaria, a
prostata e a pele, enquanto HSD3B2 é expresso principalmente na adrenal e na

gbnada. Ambos sdo homologos e estéo localizados no mesmo cromossomo (17).



2. JUSTIFICATIVA

A 2l-hidroxilase e a 3B-hidroxiesteroide desidrogenase s&do enzimas
essenciais para a esteroidogénese. O conhecimento dos mecanismos que provocam
suas deficiéncias sdo fundamentais para o melhor entendimento e acompanhamento
dos portadores da Hiperplasia Adrenal Congénita. Segundo Wilson et al*, em 2007,
a caracterizagdo genética molecular € um excelente método para um seguro
diagnéstico da hiperplasia adrenal congénita. Em 2009, Krone e Alrt> defenderam
gue a confirmacdo do diagndstico pela analise molecular possui uma grande
importancia clinica, tendo em vista a forte relacdo genoétipo-fenotipo em todas as
variantes, com excec¢éo da deficiéncia da P450 oxidoredutase, onde outros estudos
estdo em andamento. Assim, o conhecimento do defeito genético é uma ferramenta
desejavel, com conhecido impacto pratico para a realizacdo do aconselhamento
genético, para a confirmagéo da doenca em recém-nascidos com o teste da 17-OHP

positivo na triagem neonatal e para o diagnéstico pré-natal, entre outras.

Frente a essa demanda, nos dultimos anos, verificou-se um aumento
significativo do numero de estudos sobre HAC que contribuiram para caracterizacao
do perfil genético populacional no Brasil (19, 20, 21). A caracterizacdo da
distribuicdo das mutacdes nos genes CYP21A2 e HSD3B2 associadas a HAC no
Distrito Federal (DF), de nosso conhecimento, ainda ndo foi realizada. Com a
implementagcéo recente do Programa de Triagem Neonatal para HAC no DF,
acredita-se ser cada vez mais importante a realizacdo do diagnéstico genético em
nossa regidéo, por meio do estudo dos genes CYP21A2 e HSD3B2 entre portadores
da doenca ou em criangas com diagndstico suspeito pelos exames de triagem. Além

disso, € interessante o0 conhecimento do perfii de muta¢cdes encontradas,



considerando a alta diversidade genética presente na populacdo do Distrito

Federal, constituida de individuos procedentes de diversas regides do Brasil.



3. OBJETIVOS

I. Investigar e descrever a variabilidade genética nhuma série de individuos
com o diagnéstico clinico da forma classica de HAC pela deficiéncia da 21-
hidroxilase e com a diagnéstico clinico da deficiéncia da 3B-hidroxiesteroide

desidrogenase, residentes no Distrito Federal.

II. Padronizar um método eficiente de diagnéstico molecular para hiperplasia

adrenal congénita no Distrito Federal.

Ill. Buscar correlacdo dos gendétipos identificados com o fendtipo dos

individuos avaliados.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 SUJEITOS DA PESQUISA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, registro
112/11 (Anexo A), e realizado com o consentimento de todos 0s pacientes ou seus

responsaveis (Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido).

Foram selecionados trinta pacientes com o diagnéstico clinico e laboratorial
de hiperplasia adrenal congénita atendidos no Ambulatério de Endocrinologia de
Gonadas e Adrenais e na Unidade de Endocrinologia Pediatrica do Hospital
Universitario de Brasilia, Universidade de Brasilia — UnB. Quatro individuos foram
encaminhados ao Hospital Universitario pela Unidade de Endocrinologia do
Programa de Triagem Neonatal, Nucleo de Genética do Hospital de Apoio de
Brasilia, todos eles com a dosagem da 170HP em amostra seca colhida em papel
filtro alterada. A idade desses individuos variou entre 0 e 25 anos, onde a mediana

das idades é de 13,5 anos.

Dentre os 30 sujeitos da pesquisa, 29 sdo portadores da forma classica da
deficiéncia da 21-hidroxilase, sendo 15 com a forma perdedora de sal e 14 com a
forma virilizante simples, provenientes de 24 familias. E um sujeito portador da forma
perdedora de sal da deficiéncia da 3B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2. A crise
adrenal com perda de sal no periodo neonatal foi o critério utilizado para caracterizar

a forma perdedora de sal.

Foram incluidos individuos com apresentacdo clinica compativel com HAC

por 21-OHD, ou seja, presenca de ambiguidade genital, sinais de virilizagdo pos-



natal e desidratacdo com hiponatremia e hipercalemia. Seguiu-se também os

critérios bioquimicos, sendo eles:

e Na infancia: 17-OHP acima do valor de 20 ng/mL em amostra seca em papel
filtro confirmada por uma dosagem de 17-OHP plasmatica elevada, a partir da

triagem neonatal, ou 17-OHP plasmatica elevada dosada apds a suspeita

diagnostica.

e Apés a infancia: seguindo os valores estabelecidos pelo Consenso de 2010

da Sociedade de Endocrinologia (Endocrine Society) mostrados na figura 6

(4).

17-OHP Basal

>300 nmol/L 6--300 nmol/L

<6 nmol/L

(10,000 ng/dl) (200<£0.000:narclh) (<200 ng/dl)
Provavel Provavel Provavel ndo afetado
HAC Classica HAC nao-classica

ou HAC néao-classica

17-OHP apos
estimulo com ACTH

>300 nmol/L
(10,000 ng/dl)
HAC Classica

31-300 nmol/L < 50 nmol/L

(1,000-10,000 ng/dl) (<1,666 ng/d)

Provavel nao-afetado

HAC nao-classica ou heterozigoto

Figura 6: ParAmetros para o diagndstico da deficiéncia da 21-OH ap6s a infancia.
Adaptado de Speiser®, 2010.

Para o estudo do gene HSD3B2 foi selecionado um sujeito com diagnostico
clinico de deficiéncia de 3[B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2, forma classica,

perdedora de sal. Tratava-se de uma crianca com ambiguidade genital, cariotipo



46,XY, em que foi observado valor aumentado de 170HP no teste de triagem
neonatal (5170 ng/dL; valor normal para peso ao nascer e idade na data da coleta:
<2000ng/dL). Aos 3 meses de vida, apresentou vOmitos recorrentes, desidratagao,
hiponatremia e hipercalemia. Na ocasiéo, foi confirmado o diagndstico da deficiéncia
de 3B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 por meio de elevada dosagem da
170HP plasmatica (2.430 ng/dL; normal: <200), 170H-pregnenolona (A®> 170HP)
(2.080 ng/dL; normal <10 ng/dL; critério proposto para neonatos com deficiéncia de
3B-HSD tipo 2 comprovada pelo genétipo: 284 nmol/L). A relagdo A° 170HP/cortisol
foi de 224, isto é, acima do critério proposto para deficiéncia de 3p-HSD tipo 2, isto

€, maior ou igual a 94 (22).

Foram excluidos os individuos que possuissem manifestacbes clinicas
sugestivas de outras formas de HAC por deficiéncia de outras enzimas
esteroidogénicas (por exemplo, a presenca de hipertensdo arterial, sugestiva de
deficiéncia de 11B-hidroxilase ou 17a-hidroxilase) ou pacientes com 17-OHP
plasmatica abaixo dos valores de referéncia para o diagnéstico determinados pelo
programa de triagem neonatal ou pelo Consenso de 2010 da Sociedade de

Endocrinologia®.

A caracterizacgdo clinica dos sujeitos foi realizada pelos médicos responsaveis
nos respectivos ambulatérios, os quais possuem ampla experiéncia no diagnostico
clinico e seguimento dessa condi¢cdo. Os dados clinicos foram obtidos a partir de

revisdo dos prontuarios localizados no acervo do Hospital Universitario de Brasilia.



4.2 ANALISE MOLECULAR
4.2.1 Protocolo geral

O DNA genbdmico foi extraido pelo método de Salting-out descrito por Miller et
al®® em 1988, a partir de leucécitos do sangue periférico colhido por pungédo venosa.
As amostras foram quantificadas e avaliadas quanto a pureza utilizando-se o
espectrofotometro NanoVue Plus (GE Eletronics). Todas as amostras utilizadas
demonstraram concentracdo de DNA acima de 100 ng/ul e a relagcdo 260/280

(pureza) maior que 1,70.

Em todas as fases da pesquisa, a reacdo em cadeia da polimerase ocorreu
com o0 uso da GoTag® Green Master Mix (Promega Corporation) nos
termocicladores TC-3000 (Techne) e T100™ (BIO-RAD), cuja eficiéncia foi avaliada
por meio da visualizacdo dos produtos em gel de agarose a 1% em TAE, com
Brometo de Etideo a 10mg/mL, e comparacdo visual do padrdao de migracédo dos
produtos no gel com o marcador molecular 1Kb Plus (Invitrogen™). Controles

positivo e negativo foram utilizados em todas as reacdes.

A predicdo do efeito funcional e a severidade de novas mutacdes (que nao
constam nos bancos de dados genéticos) foram avaliadas com o uso do software

publico PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2).

4.2.2 Anélise molecular do CYP21A2

A analise molecular do gene CYP21A2 foi realizada com a associacéo de trés
técnicas visando a investigacdo das muta¢cdes mais comuns, de rearranjos génicos e

finalmente mutagdes raras ou possivelmente ndo descritas.



4.2.2.1 Nested-PCR

Tendo em vista a similaridade entre gene e pseudogene, 0 primeiro passo
para o diagnoéstico molecular foi uma amplificacdo especifica. A abordagem mais
utilizada na literatura € a amplificacdo com oligonucleotideos iniciadores (primers)
especificos para o CYP21A2. Para isso sado construidos primers que se anelam no
éxon 3 ou no éxon 6 onde estdo contidas, no CYP21A1P, as mutagdes E3A8pb
(delecéo de oito pares de base) ou E6 Cluster (Cluster de trés mutagbes de ponto
missense: 1236N, V237E e M239K), respectivamente. Utilizou-se entdo, baseado no
trabalho de Wedell e Luthman® de 1993, primers especificos para o alelo selvagem
da mutagdo E3A8pb em combinagdo com primers complementares nas regides 5'-
UTR e 3’-UTR, incluindo a regido promotora, produzindo entdo dois fragmentos
chamados de F1 (P1-P48 (1107 pb)) e F2 (P55-P4 (2162 pb)), que sdo os moldes
para as novas amplificacdes na Nested-PCR. As amplificagcdes ocorreram conforme

as condi¢des descritas na tabela 1.

Tabela 1: CondicBes da reacdo em cadeia da
polimerase para os fragmentos F1 e F2.

Fragmento F1 Fragmento F2
Gotaqg: 20ul Gotaq: 25ul
Primer: 1,75 ul Primer: 1,25 ul

Condigdes: Condigdes:
95°-5’ 96° -5’
95°-1’ 96° -1’

25X | 60°-30” 30X | 60°-30"
72°-1 72°-2
72°-10° 72°-10
4° - o0 4° - o0

posicao de anelamento e sua orientagao.

A tabela 2 mostra a sequéncia dos primers utilizados nessa etapa, e a respectiva




Tabela 2: Primers utilisados para realizar a Nested-PCR. Em destaque a regido que
se sobrepde no sitio da E3A8pb. Retirados de Wedell e Luthman?, 1993.

Primer Posicédo (g.) Orientagdo Sequéncia (5> 3)
P1 - 418/-399 Sense TTC AGG CGA TTC AGG AAG GC

P48 711/729 Antisense CAG AGC AGG GAG TAG TCT C

P55 700/719 Sense CCT GTCCTT GGG AGA CTA CT

P4 2892/2911 Antisense TCT CGC ACCCCAGTATGACT

4.2.2.2 PCR Alelo-especifica

Apés a amplificacdo especifica, foi executada a PCR alelo-especifico (PCR-
AE) sobre os fragmentos F1 e F2, onde primers especificos para as mutacdes mais
comuns e 0s respectivos primers para os alelos selvagens sao utilizados
possibilitando, assim, a genotipagem. O trabalho de Wedell e Luthman?*, em 1993,

embasou esta etapa.

4.2.2.3 Sequenciamento automatico de Sanger

O sequenciamento automatico pelo método de Sanger seria aplicado para
investigar as amostras em que as mutagées mais comuns ndo fossem encontradas
pela PCR-AE, buscando mutacdes raras ou mutacdes ndo descritas. No entanto,
utilizou-se a metodologia, que é o padrdo-ouro para genotipagem, para confirmar
aquilo que era mostrado na PCR-AE. Logo, foi observado que, em alguns casos o
resultado obtido pelo Alelo-especifico ndo se confirmava, além do fato de ser um
método trabalhoso e pouco reprodutivel, ao menos no que tange a esse gene e suas

particularidades estruturais e homologias. Assim, 0 sequenciamento automatico foi



realizado em todos os individuos da pesquisa, por gerar um resultado confiavel,

simples e completo, tendo em vista que possibilita identificar toda mutacao pontual.

Assim, os fragmentos F1 e F2 foram novamente submetidos a uma PCR que
produziu fragmentos menores e mais especificos. Essas amplificacbes ocorreram
conforme as condi¢cdes descritas na tabela 3. Os primers utilizados nessa nova
reacdo estdo mostrados na tabela 4 e originaram trés novos fragmentos: Flseq
(P70-P48 (967 pb)), F2Aseq (P55-P19 (1346 pb)) e F2Bseq (P45-P4 (730 pb)).
Esses produtos foram purificados pelo kit de purificacdo QIAquick® (QIAGEN) e
enviados para sequenciamento automatico, tanto no sentido sense (5'>3’) quanto
antisense (3>5’), o qual foi realizado pela empresa especializada Macrogen Inc. que
utiliza os aparelhos ABI3730XL e ABI3700 (Applied Biosystems). O resultado
produzido foi avaliado pelo software Sequencher 5.0 (Genes Codes, Ann Arbor,
Mich., USA) e comparado com a sequéncia referéncia do CYP21A2 (NCBI
Reference Sequence: NG_007941.2). Os achados foram comparados com o banco
de dados do Catalogo de Variagcbes Genéticas Humanas — 1000Genomes, tendo

como referéncia o transcrito ENST00000418967.

Tabela 3: Condi¢cdes da reacdo em cadeia da polimerase para os fragmentos
Flseq, F2Aseq e F2Bseq.

Fragmento Flseq Fragmento F2Aseq Fragmento F2Bseq

Gotaq: 20ul Gotaq: 20ul Gotaqgq: 20ul

Primer: 1,25 ul Primer: 1,00 ul Primer: 1,25 ul

Condigdes: Condigdes: Condigodes:

95°-3’ 96° -5’ 95° -5’
95° - 45" 96° -1’ 95° -1

25X | 60° - 30” 30X | 60°-30” 25X | 60° - 30”
72° - 45" 72°-2 72°-1
72°-10 72°-10 72°-10
4° - o0 4° - o0 4° - o0




Tabela 4: Primers utililzados para o sequenciamento. Retirados de Wedell e
Luthman®, 1993.

Primer Posicdo (g.) Orientacdo Sequéncia (5 — 3’)
P70 - 279/-261 Sense ATG TGG AAC CAG AAAGCT G

P19 2066/2084  Antisense TTG AGC AAG GC AGC CGT G

P45 2144/2161 Sense GCA CCA CAC GGC CCA GCA

4.2.2.4 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

O Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification — MLPA (amplificacdo
multipla dependente da ligacdo de sondas) avalia grandes rearranjos génicos, como
delecbes e duplicacdes. Funciona a partir da hibridacao de sondas construidas para
determinadas regides do DNA, que se ligam pela reacdo com a enzima ligase e sao
amplificadas por uma reacdo em cadeia da polimerase. Cada sonda possui uma
regido fluorescente que é ativada e posteriormente detectada por eletroforese
capilar. Caso a regiao tenha sofrido uma delecdo ou uma duplicacdo, toda essa
reacdo se modifica, podendo ser percebida pela variacéo da fluorescéncia. Para sua
realizacao utilizou-se o kit SALSA MLPA P050B CAH comercializado pela MRC-
Holland, Amsterdam, The Netherlands. O ensaio seguiu as recomendacfes do
fabricante. Esse kit € composto por 33 sondas diferentes que geram produtos de
amplificacdo com tamanho entre 130 e 391 pb. Dentre essas sondas encontram-se:
cinco sondas especificas para CYP21A2; uma localizada 18 nucleotideos antes do
éxon 1, na regiao 5UTR (éxon 1), e as outras quatro sondas complementares a
sequéncia do alelo selvagem para as mutagbes E3A8pb (g.329-336 no éxon 3),
172N (éxon 4), cluster E6 (éxon 6) e Q318X (éxon 8); trés sondas especificas para
0 pseudogene CYP21A1P; trés sondas para o TNXB, uma para o0 C4A e uma para o

C4B; trés localizadas no 6p21.3; uma especifica para o cromossomo Y (UTY-gene)



e 16 sondas referéncias. A leitura da fluorescéncia das sondas foi realizada no
aparelho ABI3130 (Applied Biosystems) e os resultados foram analisados por meio

do software Coffalyser.net (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands).

4.2.3 Analise molecular do HSD3B2
4.2.3.1 Sequenciamento automatico de Sanger

A analise do gene HSD3B2 foi realizada por meio da amplificacdo de toda
regido codante (éxons 2-4) e dos sitios de splicing adjacentes, conforme as
condicbes descritas na tabela 5, a partir de primers descritos por Jeadron e

Sahakitrungruang?®, 2012, mostrados na tabela 6.

Tabela 5: Condi¢cdes da
reacdo em cadeia da
polimerase para 0s
fragmentos do gene
HSD3B2.

Fragmentos de HSD3B2
Gotaqg: 25ul
Primer: 1,25 ul

Condigoes:
95°-3
95° -30”
25X | 60° - 30"
72° - 45"
72°-10
4° - o0




Tabela 6: Primers utilizados para o sequenciamento do gene HSD3B2. Retirados de
Jeandron e Sahakitrungruang®, 2012.

Primer Posicdo (g.) Orientacdo Sequéncia (5 > 3)
2f -154/-134 Sense AAA AAT GGG GTG GAG GAA AAT

2r 459/479 Antisense  GCA CAG CAATCG CCA AGACA

3f 377413797 Sense AAT AAG ATG GGG TAG AAA CAG ATG
3r 4515/4533  Antisense CGG GGA GCC AAG GAG TAG C

Af 6262/6283 Sense GAATGCACCCTGAGTCTGTTAT

ar 7393/7417  Antisense TTG TCT TCT GGT GTA TGA TTA GGA

Foram obtidos trés fragmentos, EXON 2 (2f-2r (633 pb)), EXON 3 (3f-3r (759
pb)) e EXON 4 (4f-4r (1147 pb)). Posteriormente, assim como foi realizado para o
gene CYP21A2, esses produtos foram purificadas pelo kit de purificacdo QIAquick®
(QIAGEN) e enviadas para sequenciamento, tanto no sentido sense quanto
antisense, pela Macrogen Inc. com os aparelhos ABI3730XL e ABI3700 (Applied
Biosystems). O resultado foi avaliado pelo software Sequencer 5.0 (Genes Codes,
Ann Arbor, Mich., USA) e comparado com a sequéncia referéncia do HSD3B2 (NCBI
Reference Sequence: NG_013349.1). Os achados foram comparados com o banco
de dados do Catélogo de Variagcbes Genéticas Humanas — 1000Genomes, tendo

como referéncia a transcrito ENST00000369416.



5. RESULTADOS

No presente estudo, sdo descritas as mutacdes presentes nos 30 individuos
portadores de HAC, pela deficiéncia da 21-hidroxilase ou da 3B-hidroxiesteroide

desidrogenase tipo 2 provenientes do Distrito Federal.

Foram identificadas no gene CYP21A2, 13 mutacdes de ponto previamente
descritas por outros estudos, sendo as comumente encontradas 12 Splice, p.I1172N,
E6 cluster, p.F306+t, p.vV281L, p.Q318X e p.P453S, e as mais raras IVS2+5G>A,

p.D183E, p. S268T, p.R444X, p.R479L e p. S493N, mostradas na figura 7-A.

E6 Cluster PS
c.706T>C
p— .11 2V p.J236X p.F3064t p.Q318X p.R444X
PN237E
P.M239K
IVS245G>A 12 Splice
Mutacdes no promotor
2-126CT AV
g-113G>A
TS p.72N
£-103AG
B-S0OT
Ndo patogénica
e p.pas3s  OuNC
P-Pao. s p.RATIL
I I P-DIB3E |, so68T ﬁ_ p.S493N
1 0

B

CH4 m
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————1 B

Figura 7: Mutac8es encontradas nesta pesquisa. (A) Mutagcdes de ponto em relagdo a sua
localizacdo no gene, agrupadas de acordo com o fen6tipo esperado. (B) Quimeras encontradas
no presente estudo. Em branco, regides provenientes do pseudogene e em preto, os éxons do
gene ativo.



Destaca-se no individuo PS3, a nova mutacdo p.L12M que ocorre num
aminoécido altamente conservado, como mostra a figura 8-A. Tem impacto funcional
provavelmente deletério com o score de 0,999, onde 0 indica mutacéo benigna e
1 indica mutacao deletéria, pelo software PolyPhen-2 (figura 8-B). Essa mutacao

ndo consta nos bancos de dados publicos (HGMD, 1000Genomes, PubMed).
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Figura 8: Imagens geradas a partir do software PolyPhen-2. (A) Comparagcao do aminoacido na posigao
12 entre diversas espécies. (B) Demonstracéo da previsdo da gravidade da mutacéo.




Adicionalmente, foram identificados oito alelos apresentando grandes
delecdes, quatro alelos apresentando insercdes e quatro alelos com grandes
conversdes, onde formaram-se as quimeras CH1, CH4 e CH9, idelOntificadas

na figura 7-B.

A tabela 7 mostra a frequéncia das mutagdes encontradas, a regido onde
ocorreram e a quantidade de alelos encontrados em relacéo a forma clinica do

sujeito portador desse alelo.

Tabela 7: Distribuicdo das muta¢fes encontradas no gene CYP21 em relacéo
a regido, a quantidade de alelos e a frequéncia com que ocorreram em 30
individuos portadores de hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia de 21-
hidroxilase residentes no Distrito Federal.

Mutacao Total de alelos Frequéncia

PS VS das mutacoes
, (%)
Exon 1 p.L12M 1 0 1,7
intron 2 IVS2+5G>A 0 1 1,7
I2Splice 6 8 25,0
Exon 4 p.1172N 1 6 12,5
Exon 5 p.D183E 1 0 1,7
Exon 6 E6 Cluster 1 0 1,7
Exon 7 p. S268T 2 5 12,5
p.vV281L 2 2 7,1
p.F306+t 2 0 3,5
Exon 8 p.Q318X 7 2 16,0
Exon 10 p.R444X 0 1 1,7
p.P453S 0 1 1,7
p.R479L 1 0 1,7
p. S493N 2 3 8,9
(Grandes Delecoes 6 2 14,2
rearranjos) Insercoes 3 1 7,1
Conversoes 2 2 7,1




A insercao de trés pares de base, TGC, no éxon 1 esteve presente em
varios individuos, mas este polimorfismo ndo se mostra patogénica. 55,2% dos
individuos sdo homozigotos para essa insercéo, 24,1% sdo heterozigotos e

apenas 20,7% possuem o alelo selvagem.

Houve correlacdo genétipo-fenétipo, para a 21-OHD, em 22 casos
(75,9%) e em sete casos (24,1%) o gendétipo identificado ndo justificou o
fendtipo apresentado. Em um caso, com genoétipo p.R444X/IVS2+5G>A +
p.vV281L, ndo foi possivel estabelecer um gendétipo esperado, pela baixa
guantidade de informacfes disponiveis sobre essas mutacdes. A tabela 8
mostra os genotipos de todos os individuos da pesquisa e assinala a
correlacdo gendtipo-fenétipo. Nessa tabela, também pode ser observado que

72,4% dos individuos sdo heterozigotos compostos.



Tabela 8: Gendtipos identificados em 29 individuos portadores de hiperplasia adrenal congénita
por deficiéncia de 21-hidroxilase residentes no DF, agrupados de acordo com o fendtipo
apresentado e a correlagdo genétipo-fendtipo.

Demais mutagcdes  Quantidade Corelacao
Forma clinica Genodtipos encontradas” (individuos) Genotipo-
fenétipo

Perdedor de Sal I12Splice/I2Splice 1 +
(n=15) 12Splice/Del RA479L 1 "
[2Splice/Conv S493N 1 +
12Splice/Q318X 1 +
Q318X/Q318X Insercéo 1 +
L12M/Q318X 1 +
F306+t/Del V281L 1 +
F306+t/Del D183E e V281L 1 +
Conv/Del 1 +
Del/Ins 1 +
E6Cluster S268T 1 +
Q318X/Ins 1 +
Q318X/Q318X 1 +
S493N/Del S268T 1 -
I2splice/I172N 1 -
Virilizante Simples [1172N/1172N 2 +
(n=14) 1172N/Q318X 2 +
Conv/Conv 1 +
IVS2+5G>A/R444X V281L 1 *x
I12Splice/12Splice 1 +
I12Splice/I2Splice S268T 1 +
12 Splice/Del 1 +
I12Splice/I2Splice Del/ S268T 1 +
V281L /Del S493N 1 -
P453S/Ins S268T 1 -
I12Splice/ S493N 2 -

Del: Grande delecédo; Ins: Inserces; Conv: Conversao; +: houve correlagdo gendtipo-fendtipo; -: nao
houve correlacdo genétipo-fendtipo; **: correlacdo desconhecida. #: Demais mutacBes encontradas.
Os polimorfismos D183E, S268T e S493N ou foram encontrados em alelos normais ou resultaram em

atividade enzimética normal apés transfeccao in vitro (26).



No individuo portador da deficiéncia de 33-HSD, foi encontrada gene HSD3B2
a mutacao missense P222Q no éxon 4 em homozigose, mostrada na figura 9. Houve
boa correlacdo gendtipo-fendtipo, tendo em vista que o individuo avaliado recebeu o
diagnostico da forma que era esperada para os portadores dessa mutacao, a forma

perdedora de sal.
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Figura 9: Eletroferograma parcial do éxon 4 do gene HSD3B2. (A) Mutacdo p.P222Q no
individuo com deficiéncia de 3BHSD. (B) Alelo normal (controle). A seta destaca o local da
mutacéo.

5.1 CONSIDERACOES ADICIONAIS

Abaixo, no quadro 1, seguem as consideracdes adicionais aos resultados,
com detalhes sobre o gendtipo dos individuos apresentados de forma agrupada
segundo sua semelhanca. As imagens do sequenciamento e do MLPA de todos os

pacientes sdo apresentadas no Apéndice B.

Quadro 1: Consideracfes adicionais aos resultados.

Gendtipois incomuns, identificados em familias com historia de
Individuo
consanguinidade

PS1 Insercdo dos éxons 4-8 e mutacdo Q318X (éxon 8) em
homozigose. No MLPA, o éxon 8 aparenta estar deletado em
heterozigose, isso ocorre porque a insercao aumenta a
fluorescéncia em 50% e a mutacdo diminui em 100%. Filho de

casamento consanguineo (primos de primeiro grau) e primo do




PS10.

PS10 Insercédo do éxon 6 e mutacdo Q318X em heterozigose. Primo do
PS1.

VS13 Homozigoto para p.l1172N. Irm&o do VS14. Filhos de pais
consanguineos.

VS14 Homozigoto para p.l1172N. Irmdo do VS13. Filhos de pais
consanguineos.

Individuo | 12 Splice e mutacBes associadas

VS6 Hemizigoto para a mutacdo 12 Splice delecdo dos éxons 3-6.
Provavel delecéo do intron 2 juntamente com o éxon 3 e por iSso
uma provavel hemizigose.

VS7 I2 Splice e o polimorfismo S493N em heterozigose.

Irm&o do VS8.

VS8 I2 Splice e o polimorfismo S493N em heterozigose.
Irm&o do VS7.

VS10 Homozigoto para a mutacéo 12 Splice. Além disso, VS10 possui 0
polimorfismo p.S268T em homozigose.

VS11 Homozigoto para a mutacdo 12 Splice. O sequenciamento dos
fragmentos F2Aseq e F2Bseq encontra-se em andamento; nao
foi realizado o MLPA. Irmdo do VS12 e filhos de pais
consanguineos.

VS12 Homozigoto para a mutacado 12 Splice e para p. S268T. Delecdo
do éxon 8 em heterozigose. Irmado do VS11 e filhos de pais
consanguineos.

PS11 Heterozigoto para 12 Splice e p.Q318X.




PS12 Heterozigoto para 12 Splice e p.1172N.

PS14 Homozigoto para a mutacéo 12 Splice.

Individuo | Gendtipo com associagao entre trés mutacdes

VS5 Delecéo do éxon 8, p.V281L e p. S493N em heterozigose.

VS9 Insercé@o do éxon 6, p.P453S e p. S268T em heterozigose.

PS5 Delecéo do éxon 8, p. S268T e p. S493N em heterozigose. Filho
de pais consanguineos.

PS8 Delecdo do éxon 8 e mutacédo 12Splice, ambas em heterozigose,
0 que justifica a doenca. Adicionalmente, possui o polimorfismo
p.R479L no éxon 10.

VS1 Mutagdo nonsense p.R444X, IVS2 + 5 G>A e p.V281L em
heterozigose.

Individuo | Mutacdes no éxon 7 (provavel conversao)

PS4 Grande delecdo, englobando C4B e os éxons 1-6 e
provavelmente o éxon 7 pois, as mutacdes presentes nesse €xon
estdo todas aparentando homozigose no sequenciamento, ou
seja, provavelmente é uma hemizigose se esse éxon estiver
deletado. Essas mutacdes sdo: a insercdo de uma timina na
posicado g.1768 (p.F306+t), a mutacdo p.V281lL, e as mutacdOes
sinénimas rs6477 (C>G) e rs55695018 (T>C).

PS7 Muito semelhante ao PS4, possui uma grande delecdo no gene e

as mutacdes no éxon 7 em homozigose (inser¢cdo de uma timina
no nucleotideo na posicdo ¢.1768 (p.F306+t), a mutacdo
p.V281L, e as mutagbes sindnimas rs6477 (C>G) e rs55695018

(T>C)). Além disso, apresenta o polimorfismo D183E no éxon 5.




Individuo

Formacé&o de quimeras

PS2

Delecéo total do gene em um alelo. No outro alelo, uma grande
conversao da regidao promotora e dos éxons 1 e 2, formando a
quimera CH9. No MLPA é possivel visualizar a diminuicdo da
fluorescéncia no CYP21A2 e no C4B e uma diminuicdo maior na
regido do éxon 1; em contrapartida observa-se uma elevacao da
fluorescéncia do CYP21A1P, especialmente na sonda relativa ao
exon 1. Além disso, no sequenciamento foram detectadas as
mutagdes, g.-126C>T, ¢.-113G>A, g.-110T>C, g.-103A>G e g.-
4C>T na regido promotora e a mutacdo P30L no éxon 1, todas
essas patoldgicas e geralmente provenientes do pseudogene. Os
introns 1 e 2 também possuem diversas mutacdes, porém, o
segundo ndo apresenta a mutacao 12Splice que geralmente esta

presente no CYP21A1P.

VS3

Duplicagéo total do pseudogene e do C4B. O éxon 1 do
pseudogene mostra uma fluorescéncia acima de todas as outras
sondas e o éxon 1 do gene ativo mostra uma delegcdo em
homozigose. Formou-se uma quimera CH4 em homozigose, um
evento raro, porém o individuo € filho de pais consanguineos.
Assim  como no individuo PS2, VS3 apresentou no
sequenciamento as mutagbes, ¢.-126C>T, g.-113G>A, g.-
110T>C, g.-103A>G e g.-4C>T na regido promotora e a mutacao
p.P30L no éxon 1 em homozigose, todas essas patoldgicas e

geralmente provenientes do pseudogene.

PS9

MLPA mostra uma delegcdo dos éxons 1-3 no CYP21A2 e uma




duplicacdo nos éxons 1-3 no CYP21AlP, evidenciando a
formacdo de uma quimera CH1, neste caso em heterozigose. No
sequenciamento, observa-se a mutacdo |2 Splice em

homozigose. Adicionalmente, possui o polimorfismo S493N no

éxon 10.
Individuo | MutacBes p.1172N/p.Q318X identificadas no sequenciamento
com padréo confirmado no MLPA
VS2 Ambos possuem p.I172N e p.Q318X em heterozigose e o
e fendtipo virilizante simples, como era esperado a partir de outros
VsS4 trabalhos. VS2 possui uma delecéo total do pseudogene e uma
duplicacao de C4A.
O MLPA confirmou as mutagdes encontradas no
sequenciamento.
Individuo | Nova verséo do E6 cluster
PS13 Possui uma nova versao da mutacdo E6 cluster com mais um

nucleotideo mutado na posi¢do g.708 C>G, formando entédo o
cluster com as mutacgdes p.1236K, p.V237E e p.M239K, além de
uma mutacdo sinbnima no aminoacido 234, c¢.706T>C.
Adicionalmente, possui a mutacdo p. S268T. Tudo isso em

homozigose, 0 que evidéncia uma provavel hemizigose.

Individuo | Outros

PS6 Insercdo dos éxons 1-6 e delecdo do éxon 8. N&o foram
encontradas mutacdes pontuais no sequenciamento

PS15 Homozigoto para a mutacéo p.Q318X.




6. DISCUSSAO

A investigacdo molecular do gene CY21A2 é interessante, tendo em vista as
peculiaridades dessa regido altamente polimorfica. Segundo a definicdo de

Concolino et al*’

, em 2009, o locus do gene da 21-hidroxilase possui uma estrutura
complexa e o CYP21A2 é considerado um dos genes mais polimorficos no ser
humano. Um grande namero de mutagdes e polimorfismos estdo presentes ao longo
do gene e microdelecdes/inser¢cdes sdo muito frequentes. Assim, o diagndstico

molecular da 21-OHD é mais complicado do que outras doencas monogénicas

devido a alta variabilidade do locus (27).

O estudo molecular do HSD3B2 tem sua importancia pela raridade e baixa
incidéncia de individuos com essa deficiéncia enzimética e assim é necessario
conhecer mais para melhor caracterizar a doenca e suas variacées génicas. Pouco
se conhece, por exemplo, a respeito dos defeitos moleculares subjacentes as formas
ndo classicas da doenca, cuja frequéncia populacional também ndo estd bem

definida.

Este € o primeiro estudo realizado com uma amostragem do Distrito Federal,
territdrio administrativo constituido ha pouco mais de 50 anos e caracteristicamente
formado por individuos provenientes de todas as regides do Brasil. Sabe-se que o
movimento migratorio para a regido de Brasilia e arredores foi amplo a época da
construcdo e inauguracdo da nova capital e ainda ocorre de maneira significativa
frente as caracteristicas socio-demograficas e econémicas proprias dessa regiao.
Assim, espera-se encontrar uma populacdo geneticamente diversa, o que de fato foi
demonstrado na pesquisa, tendo em vista alta taxa de 72,4% de heterozigotos

compostos para o gene CYP21A2. Valores diferentes foram encontrados na Europa



central (Austria, Eslovénia, Eslovaquia e Hungria), 33% (28), na populagéo turca,
34,8% (29), na Tunisia com 17,6% (30) entre outros, e valores proximos foram
encontrados na Alemanha, 72,25% (31) e nos EUA, 79% (32). Mesmo considerando
gue os sujeitos da pesquisa pertencem a uma amostra de conveniéncia, formada por
pacientes de um hospital universitario e composta apenas por portadores da forma
cldssica e em alguns casos, individuos com relacdo de parentesco, a diversidade

genética é evidente.

A hipotese de que as caracteristicas proprias da composicao da populagcédo do
DF possam ter desviado as frequéncias em que as mutacfes ocorreram nessa
amostra, em comparacao com outros trabalhos, deve ser considerada. E necessario
considerar ainda que foram selecionados apenas pacientes com a forma classica da
deficiéncia de 21-hidroxilase, portanto, dentre os pacientes analisados n&o havia
nenhum com a forma néo-classica. Isso pode ter influenciado algumas diferencas
nas frequéncias de certas mutacdes, como por exemplo, a mutagdo p.V281L, que
em Varios trabalhos foi a variante mais encontrada no Brasil (33) e em outros paises
(34). Ela usualmente associa-se a fendétipo ndo-classico, o que esta de acordo com

sua baixa frequéncia identificada nesse estudo (7,1% dos alelos).

Vérias metodologias foram desenvolvidas para detectar as mutagbes mais
comuns, incluindo PCR Alelo-especifico, PCR tempo-real, Andlise por DHPLC,
multiplex mini-sequenciamento, entre outras. No entanto, o sequenciamento direto
do DNA, de toda regido codante, ainda parece ser a melhor alternativa para garantir
gue novas muta¢gdes ndo sejam perdidas (6). No presente trabalho o método de
PCR-AE demonstrou baixa reprodutibilidade, pois sob as mesmas condi¢cdes nao
obteve éxito em dias distintos para os mesmos individuos ou para individuos

diferentes. Mostrou-se também muito trabalhosa, tendo em vista as numerosas



reacbes de PCR que eram necessérias para determinacdo do genétipo de um
mesmo individuo, o que resulta em custo proporcionalmente consideravel. Mais
especificamente, na PCR-AE s&o 21 reacbes para cada individuo enquanto no
sequenciamento sdo cinco reacdes. Além disso, parte dos resultados adquiridos
pela PCR-AE nao foram confirmadas por outra metodologia, no caso, O

sequenciamento.

Diante dessa realidade, optou-se por fazer a investigacdo molecular das
mutacdes de ponto apenas pela metodologia de sequenciamento automatico de
Sanger, ainda que a PCR-AE seja uma técnica muito utilizada e ha muito tempo
recomendada por cientistas de diversos centros de pesquisa do mundo. Com a
maior disponibilidade do método de sequenciamento, e progressiva reducdo do
custo, a associacdo dos métodos de sequenciamento e do MLPA pode se tornar
uma forma mais adequada para a genotipagem dos pacientes portadores da HAC,
como foi verificado no presente trabalho. A esse fato devem-se somar suas
vantagens em termos de confiabilidade, de simples execucéo e possibilidade de
deteccdo de todas as mutacOes de ponto e grandes rearranjos génicos. Observou-
se que € necessario um profundo conhecimento da genética da HAC bem como

experiéncia especifica para uma adequada interpretacdo dos dados gerados.

Alguns cuidados e limitacdes da abordagem utilizada devem ser considerados

e sao discutidos a seguir.



6.1 CONSIDERACOES METODOLOGICAS E LIMITACOES DO ESTUDO

Jang et al*®

, em 2011, mostraram que a interpretacdo dos resultados do
sequenciamento requer cuidado, pois quando um unico pico é detectado, sugerindo
a ocorréncia de uma mutagdo em homozigose, por exemplo, € sempre possivel que
se trate na verdade de uma hemizigose, caso haja uma grande delecdo no outro
alelo, levando assim a interpretacdo errbnea. Esse fato é de extrema relevancia
guando se avalia regides genbmicas altamente polimorficas, como é o caso da

regido onde se situa o gene CYP2l. Dessa forma, uma analise isolada, por

metodologia Unica, parece ser inadequada para o diagnéstico da HAC (35).

Por outro lado, € necessario considerar que a estratégia da amplificacédo
especifica com primers localizados em locais onde o pseudogene possui a E3A8pb
ou o E6 Cluster pode falhar, caso o individuo possua alguma dessas mutagdes, uma
grande conversao que inclua essas mutacées ou grandes delecdes nessas regides.
Embora essa situacdo seja teoricamente rara, nesse caso, a amplificacdo néao
ocorreria ou s6 ocorreria no alelo selvagem em caso de heterozigotos, gerando um
falso diagndstico. No presente estudo, caso algum paciente fosse portador da
mutacdo E3A8pb em homozigose a amplificagédo dos fragmentos F1 e F2 n&o seria

concretizada, o que ndo ocorreu em nenhum individuo.

Os primers P19 e P45 situam-se separados por 59 pb no éxon 8. Logo, pelo
delineamento da estratégia de amplificacdo utilizada, essa regido ndao podde ser
explorada pelo sequenciamento. Nesse fragmento encontra-se o sitio da mutacao
comum p.R356W, a qual é grave e que costuma gerar o fenétipo PS. E possivel que
alguns individuos nessa casuistica sejam portadores dessa mutacdo, a qual nao

pbde ser verificada. Assim, os individuos cujo gendétipo ndo teve correlacdo com o



fenotipo perdedor de sal (n=2) deverdo ser foco de investigacdo complementar
especifica para essa mutacdo. Tal ocorréncia extrapolou o delineamento inicial do
presente estudo, mas essa informacdo deve ser obtida futuramente e poderd ser

feita de maneira simples a partir do trabalho ja executado.

Pelo exposto, dentre as mutagcbes mais comumente descritas, as que nao
foram encontradas neste estudo foram p.R356W e E3A8pb, o que ocorreu por
limitacdes técnicas impostas pelo método selecionado. Também dentre as variantes
recorrentes, a mutacdo p.P30L foi encontrada apenas nos individuos que sofreram
conversfes que incluiam o éxon 1, juntamente como as mutac¢des situadas no

promotor. Tais conversoes foram detectadas pelo MLPA.

Concolino e colaboradores®, em 2010, definiram como “estressante” o uso do
MLPA e que sua utilizacdo demanda um profundo conhecimento do CYP21A2 (6). O
MLPA foi utilizado para conhecer a numero de copias do gene e identificar genes
guiméricos em pacientes com HAC, num experimento Unico, sem necessidade de
radioatividade, como ocorria anteriormente pelo uso de Southern Blot. Entretanto,
resultados falso-positivos podem ocorrem na presenca de mutagcbes ou
polimorfismos localizados perto o suficiente de regides de ligacdo das sondas,

evitando assim as etapas de ligagao e hibridacao (27).

Uma limitacéo tedrica é que, como as sondas do MLPA para os éxons 3, 4, 6
e 8 do CYP21A2 contém a sequéncia do tipo selvagem das mutacbes E3A8pb,
p.1172N, EG6 cluster e p.Q318X respectivamente, 0 método implica em assumir essas
mutacdes estdo presentes no pseudogene. Caso contrario, as sondas também iriam
hibridar num pseudogene CYP21A1P “mutado”, isto €, com sequéncias usuais do

gene e, consequentemente, produzindo interpretacfes equivocadas (36). Outra



caracteristica a ser observada é que, se o individuo possuir uma dessas quatro
mutacdes, a sonda respectiva ndo se ligaria nesse alelo e o resultado do MLPA

aparentaria uma delecéo.

6.2 “ARMADILHAS” NO DIAGNOSTICO GENETICO DA DEFICIENCIA DA 21-
HIDROXILASE: PAPEL DAS ABORDAGENS COMPLEMENTARES COM

SEQUENCIAMENTO E MLPA

As ocorréncias especificas mencionadas anteriormente e outras tantas
apontadas a seguir s6 puderam ser detectadas gracas a utilizacdo de métodos
moleculares complementares, direcionados a identificacdo de variantes pontuais ou
grandes rearranjos, insercdes ou delecdes génicas. Assim, verifica-se a necessidade
de abordagens mudltiplas e complementares, a fim de se evitar o podem ser
consideradas verdadeiras “armadilhas” no diagndstico genético da deficiéncia de 21-
hidroxilase. De fato, “armadilhas diagndsticas” foram verificadas em alguns casos
estudados, como os sujeitos VS2 e VS4, cujo genotipo é p.1172N/p.Q318X. Segundo
o resultado do MLPA, esses individuos parecem possuir delecdes no éxon 4 e 8 em
heterozigose, porém esse achado € decorrente na verdade das mutacfes pontuais

que apresentam.

Seguindo o mesmo raciocinio, o individuo PS1, que é homozigoto para
p.Q318X segundo consta no sequenciamento, deveria mostrar uma delec¢édo do éxon
8 em homozigose, contudo o MLPA mostra uma delecdo em heterozigose.
Possivelmente isso ocorre porque existe uma insercdo dos éxons 4 a 8, 0 que eleva

parcialmente o sinal da fluorescéncia, anulando assim a queda que era esperada.



Outras situacdes especificas podem acontecer, por exemplo, com pacientes
gue apresentem um alelo com a quimera C4B/A ou C4A/B, associada a
heterozigose composta com RCCX trimodular. Nesse caso, a auséncia de ligagéo da
sonda do C4 podera gerar a interpretacéo errbnea de uma delecao do C4B, caso o

MLPA seja a Unica metodologia utilizada (37).

A despeito de limitagcdes préprias, o0 MLPA tem se mostrado um método
complementar essencial, que é capaz de preencher algumas lacunas no diagnéstico
molecular. Por exemplo, os genoétipos dos pacientes com HAC 21-OHD que
pareciam inexplicdveis por segregacao parental, no trabalho de Coeli-Lacchini et
al®*, 2013, foram elucidados pelo uso de MLPA. Com essa técnica foi possivel

mostrar que os pacientes eram hemizigotos ou possuiam genes quiméricos (33).

Infelizmente, no tempo necesséario a conclusdo do presente trabalho, ndo foi
possivel realizar o, MLPA para os individuos VS1, VS11, VS13, VS14, PS11, PS12,
PS13, PS14 e PS15. Isso ocorreu por limitacbes orcamentarias (nUmero pré-definido
de reacdes disponiveis) do projeto, e ainda, diante do longo tempo requerido para
importacéo de um novo kit. Por este motivo, as frequéncias alélicas reais totais néo
puderam ser estabelecidas até o momento e os resultados aqui apresentados
devem ser considerados ainda parciais, no que diz respeito a toda a série de
individuos estudada. Sendo assim, a frequéncia das mutacbes em relacdo a

guantidade total de alelos, também néo revela valores definitivos.

Ainda assim, embora a frequéncia alélica ainda ndo esteja estabelecida para
essa amostra de pacientes do DF, foi possivel abordar esses dados por meio da
avaliacdo das frequéncias das mutacdes em relacdo ao numero de individuos

portadores. A partir dessa andlise, a mutagcdo mais comum encontrada foi a 12 Splice



ocorrendo em 34,5% dos individuos, seguida da mutagdo p.Q318X em 20,7%,
p.1172N, p. S268T e p. S493N em 17,2%, p.V281L em 13,8% e F306+t em 6,9%. As
mutacoes, p.L12M, IVS2+5G>A, p.D183E, E6 Cluster, p.R444X, p.P453S e p.R479L

foram encontradas em apenas 1 individuo cada (3,4%).

Nessa mesma linha, os grandes rearranjos podem ser analisados em relagcéo
ao numero de individuos, porém, somente com aqueles cujo MLPA foi realizado.
Sendo assim, as dele¢bes foram encontradas em 40,0% dos individuos, inser¢des
foram encontradas em 20% e grandes conversdes em 15% dos individuos. Dentre
essas dele¢bes encontradas, destaca-se a delecao do éxon 8 que foi verificada em 5
individuos que ndo apresentam a mutacdo p.Q318X, a qual poderia confundir a
interpretacdo do MLPA. Além disso, a dele¢cédo dos éxons 3-6 ocorreu em dois casos
e a grande delecdo do fragmento englobando C4B e os éxon 1-6 foi encontrada em
um individuo. A delecéo total do gene, um evento raro, também foi verificada em um
individuo. Trabalhos brasileiros, argentinos e mexicanos mostram uma baixa
frequéncia da delecéo total do gene em comparagao a outras populagées mundiais

(33, 38, 39, 40).

Neste estudo, o resultado do MLPA também evidenciou a fusdo do
pseudogene com o gene nos individuos PS2 e VS3. Curiosamente, a interpretacéo
inicial do sequenciamento, revelou a mutacado p.P30L em homozigose no éxon 1 dos
dois individuos, além de diversas mutagfes sinbnimas nos éxons 1 e 2 e mutacdes
nos introns 1 e 2. Entretanto, esse achado nao justificaria o fenétipo (PS e VS) dos
pacientes, uma vez que esta mutacdo é sabidamente associada a forma nd&o-
cldssica. Diante da inconsisténcia da interpretacdo inicial do sequenciamento em
relacdo ao fendtipo, andlise subsequente e mais detalhada permitiu determinar a

presenca das mutacdes g.-126C>T, ¢.-113G>A, ¢.-110T>C, g.-103A>G e g.-4C>T



na regido promotora do gene, j& descritas como patogénicas (41). Essas variantes
no promotor justificam a forma virilizante simples de VS3, de maneira idéntica ao

caso descrito no trabalho de Aragjo et al*!

em 2005, no qual o fendtipo virilizante
simples, equivocadamente associado a presenca da mutacdo p.P30L, era na
verdade decorrente de mutacdes na regido promotora (41). Entretanto, tais
mutacbes ainda né&o justificavam a forma perdedora de sal de PS2. Com a
realizacdo do MLPA nesses casos, foi possivel observar a delecdo total de um dos
alelos do CYP21A2 de PS2, com a transferéncia de toda a regido “promotor/éxon
1/intron 1/éxon 2/parte de intron 2” do pseudogene, que passou a incorporar-se no
gene ativo. Assim formaram-se a quimera CH9 em hemizigose no PS2, e a
homozigose de CH4 em VS3, que é filho de pais consanguineos. Chang e
colaboradores*?, em 1995 demonstraram que as mutacbes provenientes do
promotor do CYP21A1P, quando inseridas junto ao gene ativo, reduzem a atividade
transcricional do CYP21A2 para 20% (42), enquanto a variante p.P30L reduz a

atividade enzimatica para 30%. Consequentemente, a associacao das mutacdes no

promotor mais a p.P30L geram o fenadtipo virilizante simples (41).

Os resultados de MLPA também evidenciam a formacgdo da quimera CH1 no
individuo PS9 em heterozigose, pois as sondas para os éxons 1 e 3 estdo

duplicadas no pseudogene e deletadas no gene ativo (Apéndice B).

Os individuos PS4 e PS7 apresentam o mesmo padrdo de mutagdes no éxon
7, englobando a insercdo de uma timina na posi¢ao g.1768 (p.F306+t), a mutagao
p.V281L, e as mutacdes sinbnimas rs6477 (C>G) e rs55695018 (T>C), todas elas
em homozigose. J& o MLPA mostrou que alguns éxon, incluindo o éxon 6,,
possivelmente, e 0 éxon 7, estdo deletados em heterozigose. Isso sugere que 0

outro alelo est4d deletado e essa aparente homozigose €, na verdade, uma



hemizigose. Esse grupo de mutacdes presentes no mesmo éxon também sugere
gue tenha ocorrido uma conversdo, transferindo uma parte do pseudogene,
juntamente com as diversas mutacfes, para o éxon 7 do gene ativo. O mesmo
evento foi descrito no trabalho de Frides et al**, em 2006, baseado apenas nas
mutacdes p.V281L e p.F306+t. Adicionalmente, PS7 possui uma mutacao rara,
D183E, descrita em individuos aleatérios nao afetados na populacdo espanhola pelo
trabalho de Parajes e colaboradores*, em 2008. A presenca dessa mutacdo n&o

mostrou alteracéo funcional na enzima produzida apos transfeccéo in vitro (45).

6.3 OUTROS ACHADOS RELEVANTES

Curiosamente, em 82,1% dos individuos foi identificada a insercao de trés
nucleotideos na éxon 1. Os nucleotideos T-G-C sao inseridos numa regido onde
estdo situados quatro cédons CTG, que codificam o aminoacido Leucina. Assim,
onde havia a sequéncia de quatro aminoacidos iguais (leucinas), ha cinco, o que
aparentemente ndo causa grande mudanca na conformacéo da proteina, pois esta
insercdo ndo € patogénica. Essa insercdo ocorre préximo ao dominio hidrofébico N-
terminal e também ocorre em elevada frequéncia em outras populacdes (46). No
entanto, observou-se que essa insercdo gera uma problematica com relacdo a
nomenclatura das mutacdes, pois se ela estiver presente, o aminoacido 30, por
exemplo, serd o 31, e a mutacdo p.P30L devera ser apresentada como p.P31L.
Essa divergéncia € comum nos trabalhos sobre o CYP21A2 e torna evidente a
necessidade de atualizacdo e padronizacdo das sequencias referencias e

nomenclatura das mutacbes nos bancos de dados genéticos. Por outro lado,

considerando o enorme volume de informacfes geradas e genodtipos obtidos em



trabalhos realizados em todo o mundo, é esperada grande dificuldade e tempo para

uma compilagdo mais adequada desses dados.

Os individuos VS10 e VS12 possuem as mutacdes 12 Splice e p. S268T em
homozigose. O MLPA é normal no VS10, enquanto o VS12 apresenta uma delecéo
do éxon 8. Tendo em vista a informacé&o obtida em anamnese de que eles ndo séo
filhos de pais consanguineos, esse gendtipo seria raro, apontando para a
necessidade de investigacdes complementares nesses individuos, especificamente
para a mutagdo E3A8pb. Entretanto, o fendtipo por eles apresentado (VS) néo
sugere a presenca de uma mutacdo tdo severa como a delecdo de 8 pares de

bases. Assim, o mais indicado é que seja feito o estudo de segregacédo parental.

No individuo PS9 a quimera formada resultou na transferéncia dos éxons 1-3
do pseudogene para um dos alelos do gene ativo. Nessa situacdo, € muito provavel
gue a transferéncia tenha incluido a mutagdao E3A8pb, justificando assim o fato das
mutacdes 12 Splice, no intro 2 e p. S493N no éxon 10 aparentarem homozigose. O
mesmo ocorre com o0 VS6, onde o éxon 3 foi deletado e a mutacdo 12 Splice
aparenta homozigose pelo sequenciamento. Ndo é possivel descartar que condigdes
semelhantes tenham contribuido para a elevada frequéncia alélica identificada em
estudos anteriores da mutagdo [2 Splice e em associagcdo a fendtipos muito
diferentes. Na verdade, consideragdes sobre “armadilhas” diagnésticas desse tipo
mediadas por grandes fendmenos de conversdo e fusdo génicas ainda séao

escassas na literatura, embora venham ganhando importancia cada vez maior.

De toda forma, a mutacdo 12 Splice, a mais frequente na presente analise,
ocorreu em 25,0% dos alelos estudados e em 34,5% dos individuos analisados,

englobando um terco das formas perdedoras de sal e 42,9% das formas virilizantes



simples. Além disso, foi a mutagdo mais comum em ambas as formas, resultado
semelhante ao trabalho de Bas et al*® em 2009, na populacdo da Turquia. Em outros
estudos brasileiros, com a populacdo dos estados de Goias (21) e de Sédo Paulo
(19), a mutacdo 12 Splice também se mostra a mais frequente. Ela ocorre no
nucleotideo g.655, 13 nucleotideos antes do inicio do éxon 3, onde o nucleotideo
ancestral C ou o polimorfismo A sdo trocados por uma Guanina, modificando o sitio
de Splicing. A atividade enzimética residual varia entre 0-1% tendo em vista as
formas aberrantes produzidas. Como consequéncia, atribui-se a ela uma grande
variacdo fenotipica. Em outro estudo realizado no Brasil, com a populacdo
proveniente do nordeste (Sergipe), foi demonstrado que a mutacdo mais comum foi
a p.Q318X, com uma alta frequéncia, afetando 25,7% dos alelos, levantando a
suspeita de um fendmeno de efeito fundador (20). No presente estudo, essa

mutacao atingiu 16% dos alelos (20,7% dos individuos).

No trabalho de Wilson et al', em 2007, é relatada a auséncia de correlacéo
gendtipo-fendtipo em pacientes com a mutacao 12 Splice. Atribuiu-se esse fato aos
diferentes efeitos sobre o splicing do RNA (1). Interessantemente, no presente
estudo, 7 dos 11 (63,3%) individuos portadores dessa mutacdo ndo apresentaram

correlacao entre o gendtipo e o fendtipo esperado.

A tabela 9 mostra as frequéncias das mutacfes em trés estudos realizados
com a populacgéo brasileira em diferentes regides (estados), em comparagcao com as

frequéncias encontradas nesta pesquisa.



Tabela 9: Comparacéo entre a frequéncia das mutacdes nos trabalhos brasileiros realizados
em diferentes estados da federacao.

Brasilia Goias (21)  Sergipe (20) **  Sé&o Paulo (19)

MutacOes 2013*
Alelos
estudados 56 38 26 410
Mutacdes Percentual dos alelos (%)
12 Splice 25,0 33,0 14,3 34,0
p.Q318X 16,0 15,5 25,7 7,3
p.1172N 12,5 8,9 14,3 14,0
p.R356W - 15,5 14,3 11,0
p.V281L 7,1 6,7 17,1 18,0
p.F306+t 3,5 4.4 - 3,0
E6 cluster 1,7 0,0 - 0,0
p.P453S 1,7 - - 1,0
E3A8pb - 0,0 - 1,7
p.P30L 3,5# 0,0 - 1,0
Grandes
rearranjos 28,4 17,7 - 33,0
génicos

*estudo somente com a forma classica; **néo realizou o estudo de grandes rearranjos; #encontrado
junto a conversdes; - mutacdo ndo pesquisada.



6.4 RESULTADOS AINDA NAO DESCRITOS (NOVOS ACHADOS)

O individuo PS13 possui uma nova versdo da mutacdo E6 Cluster que inclui
as mutacdes c.706T>C (sinbnima), p.I236K (diferente do tradicional p.I236N),
p.V237E e p.M239K. Essa combinacdo ndo foi descrita até o momento. Além
dessas, PS13 também possui o polimorfismo p.S268T, todas em homozigose,
evento raro para um filho de pais ndo-consanguineos (segundo anamnese). Nesse
individuo, o MLPA ainda néo foi realizado, portanto nao foi possivel ainda descartar
que ele possua a mutagdo E3A8pb ou uma grande delegdo que envolva o éxon 3,
ambas fortemente provaveis. Isso justificaria tantas mutagcbées em homozigose pelo
sequenciamento, o que pode ser considerado um critério para investigacéo adicional

ou complementar.

A mutacdo p.L12M ndo consta nos bancos de dados genéticos publicos
(HGMD, 1000Genomes, PubMed). O sitio da leucina 12 é altamente conservado e
essa alteracdo para metionina provavelmente altera a conformacéo da proteina. No
ensaio realizado no software PolyPhen-2 a previsdo para essa mutacao foi provavel
deletéria. Juntamente com a mutacdo p.Q318X ela confere o fendtipo PS do
individuo PS3. Essa mutacdo estd posicionada ao lado da insercdo do TGC no

éxonl.



6.5 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO DUVIDOSA OU INEXISTENTE

Os individuos VS5, VS9 e PS5 possuem os gendtipos em que néo foi possivel
correlacionar com um fenétipo especifico. Nos trés individuos, foram identificadas
trés mutagdes distintas, um rearranjo grave e duas mutagbes missense amenas. Se
essas mutac¢des de ponto ocorressem no mesmo alelo, haveria entdo a troca de dois
aminoacidos na sequéncia da proteina e isso poderia afeta-la de tal forma que a
atividade enzimatica residual fosse tdo reduzida que justificaria os fendtipos
apresentados. Assim, o efeito sinérgico de duas mutagcbes poderia levar ao
decrescimento da atividade enzimatica (28). Concordante com essa hipétese, VS5
possui 0 genodtipo com uma delecdo e as mutagdes p.V281L e p. S493N, todos em
heterozigose. A mutacdo p.V281L esta relacionada a forma NC, mas se no mesmo
alelo estiver a mutacdo missense p.S493N e no outro a dele¢c&o isso pode gerar o
fenotipo VS. Da mesma forma, VS9 possui uma insercdo e as mutages p.P453S e
p.S268T, todas em heterozigose. A mutagdo p.P453S gera um fendtipo NC, mas,
em associagcdo com p.S268T no mesmo alelo, seus efeitos ainda sao

desconhecidos. Possivelmente poderiam justificar a forma VS apresentada.

Finalmente, PS5 (filho de pais consanguineos) possui uma delecdo e as
mutagbfes ndo associadas a patogenia, p. S268T e p. S493N, todas em
heterozigose. Se elas ocorressem no mesmo alelo, talvez pudessem justificar o
fenotipo PS. No entanto, este € um alvo para investigacdo da mutacdo p.R356W, a
gual ndo pode ser identificada por meio da estratégia de amplificagc&o utilizada nesse
trabalho, como mencionado anteriormente. Em outros trabalhos, foi observado que
7% (19), 14,3%(20) e 15%(21) dos alelos apresentam duas ou mais mutagdes. No

presente estudo, foi identificado que 42,8% dos alelos possuem pelo menos duas



mutacdes, 0 que pode estar associado a grande heterogeneidade genética da

populagéao do DF.

No individuo PS12, ndo houve correlacdo entre o genétipo e o fendétipo, ja que
a combinacdo das mutagBes em heterozigose 12 Splice com p.I1172N geralmente é
associada a forma virilizante simples. Assim, esse também é um alvo para a

investigacao da mutacao p.R356W e de grandes rearranjos por MLPA.

Na mutacdo nonsense p.R444X ocorre uma troca do codon CGA por TGA, ou
seja, forma-se um cdédon de parada que gera uma proteina truncada, sem os ultimos
50 aminoécidos. O individuo VS1 possui essa mutacdo em heterozigose, associada
as mutacdes IVS2+5G>A e p.V281L também em heterezigose. O nucleotideo +5 no
intron 2 € 0 mais conservado desse sitio e a presenca da mutacdo IVS2+5G>A
suprime o sitio de splicing provocando formas aberrantes (43). As variantes p.R444X
e IVS2+5G>A foram descritas pela primeira vez na populacdo portuguesa no
trabalho de Frides et al**, em 2006, porém em individuos com a forma PS. No
mesmo ano, p.R444X foi encontrada em elevada frequéncia na populacéo
espanhola, em individuos PS e NC, sempre em heterozigose, o que sugere um
provavel efeito fundador naquela regido (34). E importante resaltar que essas duas
populacdes foram protagonistas na colonizacdo e habitacdo do territorio brasileiro, e
por consequéncia, na formacdo genética do pafis. Também em 2006, Krone et al*’
encontraram p.R444X na populacdo alema (47). Entretanto, diferentemente dos
raros casos descritos na literatura, o individuo VS1 possui o fendtipo virilizante
simples, sem histoérico de perda de sal. Nesse caso, a correlacdo genotipo-fendtipo €
de dificil avaliagcdo, pois o fenotipo esperado para as mutagdes que ele apresenta

ainda ndo estdo bem estabelecidas.



Os irméo VS7 e VS8 possuem 0 mesmo genoétipo composto pelas mutagdes
I2 Splice e p. S493N em heterozigose, essa Ultima descrita como ndo patogénicas.
Assim, ndo existe correlacdo entre o fendétipo-gendtipo, ja que eles sao virilizantes

simples.

No presente estudo, correlacdo gendtipo-fendtipo foi observada em 75,8%
dos individuos (22 dos 29 pacientes), sendo 86,6% nos pacientes PS e 64,3% nos
pacientes VS. Apenas os individuos portadores da mutacdo p.I1172N obtiveram boa

correlagao dentre os VS, corroborando os dados da literatura.

Esses resultados contrapde-se a outros estudos brasileiros, 96,4%(33) e
mundiais, 92,9% (43) e 88,9% (32). Pode ainda ter sido influenciado pelo
significativo nimero de gendétipos ainda incompletos, nos quais ainda nao foi
possivel obter o resultado do MLPA. Nos individuos com a forma PS, a nao
correlacdo pode ainda estar relacionada a presenca de mutacdo ndo detectada na

regido de 59 pb que nao foi avaliada nesse estudo.

De toda forma, € também necessario considerar que mutacdes na enzima
P450 oxidoredutase (POR), que interage com a 21-OH e transfere elétrons pra o

NADP, pode modular a fenotipo na 21-OHD (48).

Por fim, € digno de nota que pacientes com mutacdes graves e que nao
apresentam sinais significativos de perda de sal podem apresentar mecanismos
compensatoérios como, por exemplo, a grande ingestdo de sédio, alta sensibilidade
dos receptores de mineralocorticéides ou ainda atividade elevada de outra enzima
gue efetue a hidroxilacdo da progesterona na posicéo 21 (3). As enzimas hepaticas
CYP2C19 e CYP3A4 possuem essa capacidade de “21-hidroxilar” a progesterona

com a eficiéncia em relagdo a 21-OH de 17% e 10% respectivamente. Como a



adrenal produz muito menos aldosterona do que cortisol, baixas quantidade de
hidroxilagdo da posicdo 21 da progesterona sao suficientes para o balanco
hidroeletrolitico (49). Assim, a acdo dessas enzimas pode modificar o fendtipo
esperado, dependendo das condicfes necessarias envolvidas para a expressao

delas nos individuos afetados.

6.6 DEFICIENCIA DA 3B-HIDROXIESTEROIDE DESIDROGENASE TIPO 2

Com relagao a deficiéncia da 3B-HSD, com o presente trabalho foi possivel
identificar o defeito genético associado "a condicdo de HAC da crianca afetada.
Trata-se do primeiro relato de uma crianca portadora de HAC por deficiéncia de 3[3-
HSD, cujo diagnéstico foi confirmado pelo gendtipo e cuja suspeicéo foi proveniente

do teste de Triagem Neonatal, por ocasiao de um valor alterado de 17-OHP.

Embora a triagem neonatal tenha por objetivo a deteccdo das formas
cldssicas da deficiéncia da 21-OH, a elevacdo da 170HP pode ser encontrada
também em outras formas de HAC, como foi aqui demonstrado. Esse achado
ressalta que a sensibilidade desse teste para deteccdo de outros defeitos
enzimaticos ainda néo foi estabelecida (50). O aumento da 17-OHP plasmaética
provavelmente se deve ao fato de uma conversdo periférica do excesso de
esteroides A5 (17-hidroxipregnelona, pregnelona e DHEA) pela isoenzima HSD3B
situada em outros tecidos. Os valores de androstenediona e testosterona

provavelmente também estdo maiores que o esperado.

O paciente descrito € homozigoto para a mutagcdo p.P222Q o que confirma o
diagnéstico clinico e laboratorial, em individuo 46XY com genitadlia ambigua e

desidratacgéo.



A mutacdo apresentada resulta em troca de aminoacido que gera uma
mudanca no sitio de ligagdo com o substrato, reduzindo a atividade da proteina (51).
Este residuo se manteve conservado entre varios mamiferos (51, 52) o que
demonstra seu papel critico no correto funcionamento da enzima. Outra mutacao
descrita ha mesma posicao, p.P222T, foi associada a pubarca precoce, porém
auséncia de perda de sal. O estudo funcional in vitro sugeriu total instabilidade da
proteina andmala, uma vez que a mesma nao foi detectada, o que levanta a

suspeita de outros mecanismos envolvidos na estabilidade proteica (53).

A mutagao p.P222Q no gene HSD3B2 foi descrita primeiramente em uma
familia da Argélia, constituida por dois irmao, 46XY e 46XX, portadores da forma
classica da deficiéncia de 33-HSD (18). Desde entéo, ela foi detectada apenas em

trabalhos brasileiros, apresentando o0 mesmo quadro clinico (51, 54, 55, 56).

O caso descrito aqui corrobora a forte correlacdo entre o genoétipo e o fendtipo
associado a mutacao p.P222Q no gene HSD3B2 que gera a forma perdedora de sal
e levanta a discusséo a respeito da sensibilidade dos testes de triagem e possivel
papel pratico, ainda que secundario, para identificacdo precoce dos casos de formas

mais raras de HAC, como a deficiéncia de 33-HSD.



7. CONCLUSAO

O estudo dos mecanismos genéticos causadores da hiperplasia adrenal
congénita sdo importantes para a compreensdo dos aspectos clinicos e da

diversidade fenotipica entre os pacientes.

Os resultados obtidos no estudo do gene CYP21 por meio de
sequenciamento genético e MLPA nessa série de 29 individuos portadores de HAC

residentes no Distrito Federal permitiram concluir que:

- Diversos defeitos genéticos associados as formas perdedora de sal e virilizante
simples da deficiéncia de 21-hidroxilase foram identificados: 14 mutacdes de
ponto, comuns e raras, e diversas recombinacdes génicas, sendo 8 delecbes e 4
insercdes e 4 quimeras. Dentre as mutacdes de ponto, foi identificada a mutacéo
p.L12M néo descritas nos bancos de dados disponiveis, em 1 individuo portador
da forma perdedora de sal, e uma nova variante do E6 cluster, que inclui as

mutacdes p.1236K, p.V237E e p.M239K.

- Os gendtipos obtidos foram bastante heterogéneos e complexos. Sua
determinacdo adequada requer andlise detalhada do padrdo das variantes

genéticas encontrado.

- Verificou-se ampla variabilidade genotipica entre os sujeitos estudados, o que é
esperado considerando as caracteristicas proprias da populacdo do Distrito

Federal, constituida de individuos procedentes de varias regides do Brasil.

- As mutacbes que apresentaram maior frequéncia alélica nessa amostra de

portadores das formas classicas de 21-hidroxilase foram 12 Splice (25%),



p.Q318X (16%) e p.1172N (12,5%). Nos alelos estudados com o MLPA, 28,4%

apresentou grandes rearranjos génicos.

- Foi possivel estabelecer correlacdes gendtipo-fenétipo em 75,8% dos casos.
Nos demais casos, a conclusdo do estudo do gene, incluindo os resultados do
MLPA e sequenciamento da regido onde se situam a mutagdes E3A8pb e
p.R356W é necessaria, além da andlise de segregacdo familiar em casos

particulares.

- A populacdo estudada apresentacao variabilidade genética, observada com a
alta frequéncia de individuos heterozigotos compostos (72,4%), fato que ilustra a

diversidade da populacao do Distrito Federal.

- A associacao entre as técnicas de sequenciamento automatico e do Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification — MLPA foi essencial para determinagéo

precisa dos genotipos.

O estudo do gene HSD3B2, por meio de sequenciamento, em um individuo
com fenotipo compativel com deficiéncia de 3B3-HSD inicialmente sugerida por um
teste positivo na Triagem Neonatal revelou a presenca da mutacdo p.P222Q em

homozigose, o que justifica o fenétipo apresentado.
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TSR Fragment bases 114750

CypASPESF CypPSSF Fragment bases #380-987
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CypASPS5F_CypP5SF Fragment base #911. Base 911 of 999
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GCTICCTGGAAGGGCACHTGCACATGGCTGCAGT
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CypAIPSEE_CypPseF base £1,001. Base 1,001 of 1,081 wwww CypPESF Fragmenthase 5520, Base 820 of 1081 CypAPSE_CygPasF Fragman ase #358. Sase 38 1 1,01
G g T TR CupR Fagmegse o Bt l® ¢ AAG cC ACHMET G CACATGG 'ree“cAA’eWG rmﬂéACAOACTTAA
Tt T T T ESTFTTY CEITERT ““555595 TGCACATGGE T 66CAGGAGG ACAAC T T ARA
- VAT /\N\A
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CAGCCIIICCAAGIGCEGCIGCAGCCCCGGGGGAIGGGGGCCC

cyp21_ASR_cypP4R Fragment base 2487, Basze 487 of 671
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APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

Individuo Genoétipo
PS10 p.Q318X/Ins
Q318X
Referéncia % i
23

3ATTCAGCAGCGACTGERGGAGGAGCTAGACCA

SATTCAGCAGCGACT[EE

11270 T1280 11290 11
ATTCAGCAGCGACTGEAGGAGGAGCTAGACCA
CypA4P13R_CypP15R Fragment base #1,001. Base 1,001 of 1,001

G A cT 6
gRD T T DI

Msepattfa!

CYP21A1P-1 - 265nt

CYP21A1P-3 - 382nt

CYP21A1P-10 - 352nt

gk ko L

S & 8 &

s e N CRREAEE
+ 8§ § 888 8 82 geéga;:e§a
2 2o 398820 3IEC B B
égi’%‘??;:—';@’?;gg}éa%é;z
N N N NN s T B 3 B 5 8 3
§EEEEEB 82 EMii i

- 184nt

Reference® - 274nt

142nt

Reference® -

- 1860t

‘ H=E

06-031,648450
06-032,104570

06-032,081130

Individuo Genotipo
PS11 12 Splice/p.Q318X
Q318X - HA29
Referéncia

TTCCCCAGATTCAGCAGCGACTGEAGGAGGAGCTAGACCACGAACTG

TTCCCCAGATTCAGCAGCGACTEE

I1260 11270 I1280 12390 11300
TTCCCCAGATTCAGCAGCGACTGMAGGAGGAGCTAGACCACGAACTG

CypAZ3P19R_CypP19R Fragment base #1,015. Base 1,015 of 1,015

G CGA CTGH
I EEBEE ITEEEEEEREEE R

Malrasra WM,

A
T

06-032,082000

06-032,084560

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
L L A A A
§ 8 28 §8 28§ 8288228882888 ¢e6¢88
S8 s58: 58 g8 8 8 g3 TESEEggd
g I ety 8 32 Es R e s
5§ - -z -t S 22§ 3F 25 2588582888 3%
S S S 8 855 § 58 S g s s icgcesggze
g § 8 8B 8g¢Y8E g8 BT Py B ey TE L g 3
2 2 2 2 38 2 2 2 28 &2 2 %X 2 & & 4 3 2% g 2 2 & @
2 2 88 2 8 8 8 3 & 8 $ g8 8 g8

12Splice - HA29
Referéncia

CAGTTCCCACCCTCCAGCCCCCABCTCCTCCTIGCAGACARGCTGGTIG
CAGTTCCCACCETCCcAGCCCCCRAETCCT CETEHENFYIAGCTGGTE
CAGTTICCCACCECTCCAGECCCCARCTHEINCTGCAGACAL GRS

| IE 370 Iazo | IEER]

T
AR CT CCTTCC

B 6 €€ € CC
CyP21_AZSR_CyprAtR Fragment bass 5574, Base 974 of 1,018
A G E BTG € A €T % CF C CTG
T 3 d d d @ 9T T A @ dA d dAI

17-026 616410~

19-011,099690

20-048 680220

22-028,362790

22-028,399300 4



APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

Individuo Genotipo
PS12 12 Splice/p.1172N

12Splice - HA33

Referéncia
GITCCCACCCTCCAGCCCCCAECTCCTICCTGCAGACARGCTGGTGICT.

GTTCCCACCETCERGCccccchlE

1040 1050 | ] 1070 T10
GTTCCCACCCICCAGCCCC CCTCCTGCAGACAAGCTGGTIGICT.

.
= CypA23P48R_P48R Fragment base #642. Base 642 of 642 «
G C C c c c A
J d 4d JdA d dAJ d

A

Individuo Genotipo
PS13 E6 Cluster

E6 Cluster - HA35

1172N - HA33

Referéncia

LITCTCTCTCCICACCTGCAGCATCARCTGTTACCTCACCTICGGAGACAAGATIC]

JTICTCTCTCCTCACCTGCAGCATCATCTGTTACCTCACCTTICGGAGACAAGATCI
IETGITACCTCACC‘ITCGGAGACAAGATCJ

Tz60 T270 T2e0 T290 T300 T310
JIICT CICTCCICACCISCAGCAICAICTGTIACCTCA"CIICGGAGACAAGAIC;

Cyph33PEsF_PES Fnaqmm base #254. Base 254 of 798
G CA G C AT CA €.-T G T A C € .T €4
6 CAGCATECA U L R VR

~CypA23P19R_P19R Fragment base #1. Base 1 of 1,021 »
G = G SRR A € SELE
DA F 33 ¥ RS ¥ P O9OR I BER ¥ dd WD

NS AAAACAANMN

Referéncia * K *

PSYGCAGCTGAGGCAGCACAAGGTGGGGACTGT
CRGCTGABGCAGCACARGGTGGGGACTIGT

CAGCTGAGGCAGCACAAGGTGGGGACTGT

1370 LEED 1

* Alelos mutados no E6 Cluster tradicional
*Alelos mutados associados com o E6 Cluster no individuo HA35

Ser269Thr - HA35

Referéncia
CCARGGGGTGGCGCAGCCGAECATGGAAGAGGGCTCTGGAC
ccafNg66: Teec[HEacccEaccaTHIaNEaBcccTETcEAC
CCARGGGGTGGCGCAGCCGABCATGGAAGAGGGCTCTGGAC

Ti200 Ti210 Ti220 Ti230
CCRARGGGGTGGCGCAGCCGAMCATGGRAAGRAGEGECTC

C A 6 CC6 A CC A

TYRAIEF ISR T T9R Fragment Bass =1.270 Base 1210 oF 1505
A G Cc C G ANMCA TG G A A
B A d @ A3 iaE e e iy A anw e

SMNANANAANNAANANANN




APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

Individuo Genétipo
PS14 12 Splice/12 Splice
12Splice - HA36
Referéncia
CCCACCCICCAGCCCCCAECTCCTCCTIGCAGACARAGCTGGTGTCTAGE
CCCACCETEcacccccEale
1040 11050 1060 11070 1020
CCCACCCTCCAGCCCCCAlCTCCTCCTGCAGACARGCTGETCTCTACS
= CypA26P48R_P48R Fragment base #918. Base 918 of 919 «
£c ET UG IE A C
d d d d dT J dRA d dA d dAI d 1T
Individuo Genotipo
PS15 p.Q318X/p.Q318X
Q318X
Referéncia

GATTCAGCAGCGACT GBAGGAGGAGCIAGACCACGAACI GGGC

[B¥iTCcAGCAGCGACTGHAGGAGCATHPNFEFNCCAACHEEEE

11270 11280 11290 11300 1
GATTCAGCAGCGACTGHAGGAGGAGCTAGACCACGAACTGGGC

*P1F2_22_R_P19R Fragment base #1,063. Base 1,063 of 1,131 »
G A G A G G A G G A G

€L G T
Y o R AEDIT R DD D R




APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

. s et
Individuo Genotipo
VS1 p.R445X/IVS2+5G>A + p.V281L
TVS243G>A Arg45Stop - HA26
Referéncia R A .
GAGCCACTTACCTGTARBGGCCGGGGGCATTTTTT eferéncia
GAGCCACTTACCTGTAMAEECHEGCGECATITIIT GAGCTCTTCGTGGTGCTGACCHGACTGCTGCAGGCCTTCACGCTGCTGCCCTCC
GAGCCACHCCTCTARAECEEEGGGECATTITIT GAGCTCTTCGTGGTGCTGACHIEACTGCTGCAGGCCTICACGCTGCTGCCCTCC
GAGCTCTTCGIGGTGCTGACHEEACTGCTGCAGGCCTTCACGCTGCTGCCETEC
690 1700 1710 1720
GAGCCACTTACCTGTAAMGGCCGGGGGCATTTTIT Ti10 Ti20 T430 T440 Tiso
"""""""""""""""""""" i R GAGCTCTICGTGETECTGACCHGACTECTGCAGECCTTCACGCTECTECCCTCE
Cyp21_AZBF_cypPTOF Fragment base 5345, Base 845 of 1,007 .
E TG F A A G G T T GG CypA26P45F_CypPA45F Fragment base #288. Base 388 of 755 =
C T G6GTAAABAGGCTG 6 T GC TG AC cHBG AC TG €C TG CAG G
T6E T 6 AE €E TG ARE T 6 E T 6GEC AG 6
cypZ!_AZﬁR_cprwRFragmeﬁbaseﬂt)s Basz 108 of 1,019 MM&%/\‘“& /i\/ﬁ\/\AA/V\/\/\
(o SR o TR B S G AET e TG G YPA2SP4R_Cypl Tagment base =42 5 of 153
3 B3 0 -F & A O A e ) E T G A C C G T 4G T G A G G
HJBRJTBGBJTGRJBRJGTJJ
V281L - HA26
Referéncia

CTCTGGACAGCTCCTGGAAGGGCACHTGCACATGGCTGCAGTGGACCTCCTGATCGGTGGCAC
CICTGGACAGCTCCIGGAAGGGCACHTGCACATGGCTGCAGTGGACCTCCTGATCGGTGGCAC
CTCTGGACAGCTCCTGGAAGGGCACETGCACATGGCTGCAGTGGACCTCCTGATCGGTGGCAC

Taso LEd Ta70 Tozo Taso Tio00 1
CICTGGACAGCTCCIGGAAGGGCACHTGCACATGGCTGCAGTGGACCTCCTGATCGGTGGCAC

=Cyp! _CypPSSE Frag: _Base 908 of 1,016 +
A A GG GC ACHMET G CACATGGTCTGTCA
66 6C AC TT 6CACATGGEECL TEGC

G
G

TR TSRy o 1oR Fragrient Fee #7108 Baze T8 1T
G G G CACHRIT G C A
G I TR R T |

o
A GCTGCA
T

GAA C
| S RO R R A}

AN\M/W/\A/\M\/\/W\/\AA/\/V

:-ung

.
I T}

Individuo Genotipo

VS2 p.1172N/p.Q318X

1172N - HAS

Referéncia
TCTCCTCACCTGCAGCATCAFCTGTTACCTCACCTTCGGAGACAAG:
TCTCCTCACCTGCAGCATCIMEETGITACCTCACCTICGGAGACAAG)

1270 I2zg0 1230 1300 I:
TCTCCTCACCTGCAGCATCARICTGTTACCTCACCTICGGAGACAAGI

*A5 CYP21 PS5F PSSF Fraament base#224. Base 224 of 995 »
A G C A T C A G- ST G - A LG e
BEEE RTYTERRILC T 7T 7V EBEE T

Q318X - HAS

Referéncia

GATTCAGCAGCGACTGEAGGAGGAGCTAGACCACGAACT
GATTCAGCAGCGAETEEAGGAGGAGCTAGACCACGARET]

11270 T1280 I1230 11300
GATTCAGCAGCGACTGEAGGAGGAGCTAGACCACGAACT
AS_CYP21_P19R_P19R Fragment base 2241. Base 241 of 264
C- G €& TG A G G A G GA G C
g3 F 383 ¥ 3 IF I I XS




(SEQUENCIAMENTO E MLPA)

.Q318X

otipo

APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS
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APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

Individuo Genotipo
VS3 Conv/Conv

Mutagbes no promotor do CYP21A2 (g.-126C>T; g.-113G>A; g.-110T>C; g.-103A>G) * - HA8

* & s *

AATGAGACTGGTGICATTCCAGAAARGGGCCACTCIGIGGG]
BATGAGECTGETEICATTCCAGAAAAGGGCCACTETETGGEH
ATFIGISITFINEAT : ccacAAANEHHECACTCT6 THIITCCCHEHET!

GTIGGGGTCAAGGGAGGCCCCAAAACAGTCTACACAGCAGGAGGGATGGCTGE
GTGGGGTCAAGGEAGGCCCCARRACAGTCTACACAGCAGEAGGGATGEETGE
[BGGGETCAAGGGAGGCCCCAARMEAGTCTACACAEEAGGAGEGATCEERCE

Tis0 Tiso Tis0 T170 Ti20 Ti90
ARTGAGACTGGTGTCATTCCAGAAAAGGGCCACTCTGTGGGH

\/\M A/\/\/\/\/\A/\/\/\/\AAAAAMAZV

GGTGGGGTCAAGGGAGGCCCCARAACAGTCTACACAGCAGGAGGGATGGCTGG

T220 T230 Tz2a0 T2s0

G G TG G 6 G T C A A
6 6 T6 6 6 6 T CAHRA

/\/\/V\/\AA/V\/\/\A/\/\/\

021 AZR
T G T A
A J J 4 J 2 A 3 W J il T B a A 2 ﬂ a 3 J
Individuo Genotipo
VsS4 p.1172N/p.Q318X
EE: % Ha10
. E 8 2 3 8
+ ¢ E . = & § &
25 EE8 _seice, E: T T :
— . & 8 9 _ 8 ERS >
B R SRE R RS 8§ 282|832 388 8 38 2535 88
E 5 - o 2 § 9 2 = &8 8 ¢ 5 sPEE - T BT T T T B
B B 4 d g @ v @ 35 0 o G O 5 © 3 EOUEE . . EEEEE . . . B E . FeE
8 - d ¢ & 2 7 2 3 83 73 : Sl =2 =Fl: = = B3 T % W B W
-~ . . o b o o o — g 4 -~ . ~ o o o o o o o o o o o o o o o
€ £ £ 2 g 22 < <2 <285 2 - 5 o/l E SENS iRl 2 il
o 9 &8 &8 &8 ¥ 8 &8 &8 &8 & o o 8 </ T EEE S S EERSE 2 2 O EERS 2 o | 2
£ £ ¢ ¢ ¢ @ g ¢ o 2 g X X X p X 2 2 & & 2 2 2 2 e 2 2
£ ¥ = = = & &£ 8 £ 8 5 5 5 FE 3 s B s B T B Kl 2 ° B
5 3 6 0o 6 3 8 © © &6 6 E £ F < &8 ¢ € @ ¢ ¢ o 4 X ¢ o
2]
15—
° =
= —1
3
m é él:
) @ ? @
= = \\/ -
0,5—
0 e e T T S S e e S T T T S T T T T T T T S S
o © © 2 2 © 2 © 2 © © © © © 9@ © © © © © 9 © © © © © © © o o o o o
8 2 8 8 88 8828 88 3§83 28§ 8288828888 ¢88 e g8 28§ ¢ 8
2 5 2 8 8 % 8 5 2 i 8 2 8 8 5 3 83 R & 88§ I & 388 2 8
3 2§ T & § 38 8 ¢85 8 3 5 8§ 882 38 3 25 888353 88 &8
I 2 8 8 8§ 5 =~ - = == ¢ 3T 2R 3 258 25388 535 3 88 8 8 s 8 8 8 8
2 § 8 § 9§ & 8§ 8§ § § § § 9§ § 9 g FTF ST o9z E I QLT e C @ B
5 8§ 8 8§ 8§ 8 8 8 8 8 8 g 8 8 8 8 32 ] g = T 8 2 3 g = & 8
8 8 8 8 8 83 8 88 8 38 8 88 8 8 3 v 8322 38 665 8 8 838 8 3 38 8 8
@ & & & & & & & & & B & & b B b X L & & B B B I L L B b L B S & &
8 8 8 8 8 8 8§ 8 8 8 8 & 8 8 8 8 & 8 § 8 &5 g &= 8B 0 s g g4

Referéncia
CATICCCCAGATICAGCAGCGACTGEAGGAGGAGCTAGACCACGAACIGGGCCCTG

CATTCCCCAGATTCAGCAGCGACTEE

11260 11270 1280 1230 T1300 T1310
CATTCCCCAGATTCAGCAGCGACTGRAGGAGGAGCTAGACCACGAACTGGGCCCTG

.
*CypA10P19R_CypP1SR Fragment base #989. Base 989 of 989 «

C- K G G oA T
GTJGJTBHJHTJJTJJTJGHT

WA AN AN

Referéncia cafcT

CypA10PSSF_CypPSsF Fragment base #276. Base 276 of 1 4e~5
C A TC ABC T G T
E 'R B REE S E ¥ T

A




(SEQUENCIAMENTO E MLPA)

APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS

Del/p.V281L + p.S494N

Genotipo

Individuo
VS5

| IEEK]

00£66€'820-22
06£29€'820-22
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—IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

APENDICE B
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Ser494Asn - HA16

CCACAGCCCGGGCCAGAMCCAGTGATGGGGCAGGACCEA

Referéncia

ccacacecIggeccaGRBECAGTGATGGGGCAGGACCGA
CCRCAGCCCGGGCCAGHBCCARTGATGGGGCAGGAECGA

Iseo Isao Teoo

Is70
CCACAGCCCGGGCCAGA.ECCAGTGATGGGGCAGGACCGA

base
C
6 CCAGAGC CAGTGAT

G T G A

A C CA
J @ dT

G

C A

Cyp21_ATBR_cypPAR Fragment base 3563, Base 583 of 763

C

G
39 Ay Ay

R |

7AR

CTTCATCAGTTCCCACCCTCCAGCCCCEEMCTCCTCCTGCAGACRAGCTGGTGTC

Referéncia

12Splice - HA16

CTTCATCAGITCCCACCEECCAGCCCER

T10s0 T1060 1070 1
CTTCATCAGTTCCCACCCTCCAGCCCCHBMCTCCTCCTGCAGACRAGCTGGTGTC!

T1040

11030

t base #57. Base 57 of 97

C

CypAIBP4ER_CypP4SR Fi
C

c
A d d T Jd 9 d d 4 T JdA & dA d d

T




APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

Individuo

VS9

GCAGGCCTTCACGCTGCTGECCTCCGGGGACGCCCTIGE

cyp:! A1SR_cypPAR Fragment base =415, Bass 416 of 620
G B A c R oSl A ¢ GETE TR T G
J SRR S A R R

A/\A ALY,

. s et
Individuo Genotipo
VS8 12 Splice/p.5494N
HA17
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g 88 EEE8EEEESEEEEREE S 2R E 80D F g 3 8 8 3 8 &5 3 g g
¢ &8 &2 &2 28 &2 &8 8 2 8 2 8 8 8 8 8 * 3 & 8 8 85 g L 22 £ S g 4
12splice - HA17 Serd94Asn - HA17
Referéncia Referéncia
TTCCCACCCTCCAGCCCC: CACCTCCTCCTGCAGACRAGCT GGGGCCCACAGCCCGGECCAGABCCAGTGATGEGECAGGACCGATE
GeaecccacacecIgcccAGEECAGTGATGEEGCAGGACCGATE
TTCCCACCCTCCAGCCCC GGGGCCCACAGCCCGGGCCAGﬂGCCAGTGATGGGGCAGGACCGAIG
Iss0 Is60 1570 Iszgo
GGGGCCCACAGCCCGGGCCAGAECCAGTGATGGGGCAGGACCGATG
T T T T Syp21_ATTF cypRdEF Fraqmenlba.sex‘ei B3se 535 )
1040 1050 1060 1070 G GG CCAGABCCAGT TG
TTCCCACCCTCCAGCCCCGCECCTCCTCCTGCAGACAAGCT 6GG6G6CCAGAGCCAGTE
CypA17P48R_CypP48R Fragment base #39. Base 99 of 99
A G € G € EG.C h
T 339 34 3 4339 v i oA @ 90
B A7RcyPRFaqmenlb;sex’67 Base 567 of 153
CCAGACCAGTG
2t
Genoétipo
Ins/p.P453S + p.S269T
P453S - HA18 Ser269Thr - HA18
Referéncia Referéncia

CCARGGGGTGGCGCAGCCGAECATGGAAGAGGGCTCTG
CCARGGGGTGGCGCAGCCGRBEATGGAAGAGGGCTICTG
CCAAGGGGTGGCGCAGCCGHBEATGGAAGAGGGCTCIG

Ts920 LEER T340 LIEH
CCAAGGGGTGGCGCAGCCGABCATGGRAGAGGGCTCTGE

CYPATSP1SR_CypP 1SR Fragment base 5640, Base 640 of 968
€ A %G € C CA TG GA
CNEE AN R




(SEQUENCIAMENTO E MLPA)

APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS
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APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

Individuo Genotipo

VS10 12 Splice/12 Splice

[28plice SHA20 Ser269Thr - HA20
Referéncia
TCATCAGTICCCACCEH

Referéncia
CCAAGGGGTGGCGCAGCCGABCATGGAAGAGGGCTCTGGACAGCTC
CCAAGGGGTGGCGCAGCCGABCATGGARGAGGGCTCTGGACAGCTC
CCAAGGGGTGGCGCAGCCGABCATGGAAGAGGGCTCTGGACAGCTC
. LB o IégggTCCIGé;ngAAGCT;é a 1920 1930 1940 1950
CCARGGGGTGGCGCAGCCGAMCATGGAAGAGGGCTCTGGACAGCTC

CTICCTICCTGCAGACAAGCTGG
cEccTccTeCABACAAGCTGE

CypA20PESF_CypPESF Fragment base 2334, Base 834 of 1,029
A G CC G ANMC 179G G

A G A
CAGCCGACCAT GG AA G A
TVoAZOPAER. CVRPAGR Fraamant base 2699, Base 695 of 598 TR T TR P e S R T T
o _CypP 1SR Fragm 82 of 1,05
9 am @ a7 033 33 AT 130 33 AR EREREERE R EEEE

Noartas M e n| A A AN,

Individuo Genétipo
Vsil 12 Splice/12 Splice

12Splice - HA23

Referéncia
CCTCCAGCCCCCAECTCCICCIGCAG
ccTccacec@ccaBcIccTCcCcIGCAG

0 11090 |
CCCAECTCCICCTGCAG
CypA22P70F_CypP70F Fragment base #888.
TG A GG
E'E E R E T EE ¥

f’rj'




APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

Individuo Genotipo
VS12 12 Splice/12 Splice + Del
HA24
25—
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2 2 8 8 &8 8 &8 8 8 & g8 g 8> 3 8 g B8 g5 g e g g g

12Splice - HA24

Referéncia
CCCACCCTCCAGCCCCCAECTCCTCCTGCAGACRAGCTGGTGTCTAGGAA
CCCACCCTCCAGCCCCCABCTCETCCTGEAGACAAGCHE

1060 1070 | FEL] 1
TCCICCTGCAGACAAGCTGGTGTCTAGGAR

1040 T10s0
CCCACCCTCCAGCCCCC

=cyp21_A24R_cypP48R Fragment base #718. Base 718 of 738
G.€ C g™ € “EA CL.T € € T ‘¢ € TG
I 8 4 3 T I IR 9 a8 4 8 8

[ ol

Referéncia
TCAGTTCCCACCCTCCAGCCCCCAECTCCTCCTGCAGACAAGCTGGTGIC

TclEGTTCCccacccTccaGcElccaBcTccTcE

Isoo Ia1o 1320 1330 LEFT
TCAGTTCCCACCCTCCAGCCCCCARCTCCTCCTGCAGACARGCTGGTGTC,

= cyp21_A24F_cypP70F Fragment base #869. Base 869 of 881 «
CUE B G € T G G S e F G € AL G
cc ccctc AGECTHCEC T C C A G

Ser269Thr - HA24

Referéncia

|TGCICCAAGGGGIGGCGCAGCCGAECAIGGAAGAGGGC'ICTGGACAGC
\TGCTCCARGGGGTGGCGCAGCCGABCATGGARGAGGGCTCTGGACAGC
n'l'GCICCAAGGGGIGGCGCAGCCGA!CATGGAAGAGGGCTCTGGACAGC

.0 Ta20 LIEE] Tos0 Taso I
\TGCTCCAAGGGGTGGCGCAGCCGABCATGGRAGAGGGCTCTGGACAGC

CypA24PSEF_CypPE5F Fragmant base #572. Base 872 of 1,005
'.]A G i G G A C: A T ‘G G A

A G
6 CC 6RACCATGG ARG

TypA24F 19R_CypF 19R Fragment

base 5070, K
A G CC G ANIC A G G A A G
T 3 4@ 1 T R J £ ¥ ¥

C G C
i

AANANANAN AN




APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

Individuo Genotipo

VS13 p.1172N/p.1172N

1172N - HA28

Referéncia

CTCCICACCTGCAGCATCAHCTGTTACCICACCTTCGGAGA
ETCCTCACETGCAGCATCABICTGTTACCTICACCTTCGGAGA
[BEcCcTCACCTGCAGCATCABCTGTTACCTCACCTTCGGAGA

1270 1280 1230 1300
CTCCTCACCTIGCAGCATCABICTGTTACCTCACCTTICGGAGA
.

CypA2B8PE5F_CypP55F Fragment base #246. Base 246 of 1,052

G C A TcCcC ABC TG T
R T E RAE TG 7

A
A

Individuo Genotipo

Vs14 p.1172N/p.1172N

1172N - HA31
Referéncia

TTCICTCICCICACCIGCAGCAICACI‘GITACCICACCITCGGAGACAAGA
TICTCICICCICACCIGCAGCATCABICTGTTACCTICACCTITCGGAGACAAGA'
EBTcaCcTeCcAGCATCARCTGTITACCTERCCTTICGGAGACAAGA

1260 1270 1280 1230 1300 13
TTCTCICICCTCACCTGCAGCATCABMCTGTTACCTCACCTTCGGAGACRAGA

CypA31PESF_CypPE5F Fragmembase=="47 Base¢47 of 1,031
R, vl SO A H T ¢ C A
C A TE ¥ 3 8 & ¥k

ey

()]
ol
Dl
[p]

CypA21P1SR_CypP1SR Fragment baze #17. Base 17 of 1,040
o e R O oY S A L] G < AR P P, VU -0 S K O
< E O O A A T T O A




APENDICE B - IMAGENS DOS RESULTADOS (SEQUENCIAMENTO E MLPA)

Individuo Genétipo

3B1(3B-HSD) | p.P222Q/p.P222Q

P222Q - Exon 4 HSD3B2 - HA27

Referéncia
GGAAAGTTCTICTACAGICAACCHAGTICTATGTITIGGCAACGTGGCCTGG
GGAAAGTTCTCTACAGTCAACCHAGTCTATGITGGCAACGIGGCCTGE
GGAAABTTETETACABTCARCCHAGTICTATGTIGGCAACGTGGCCTGG

440 l4s50 460 T470 lago
GGAARGTTCTCTACAGTCAACCHAGTCTATGTTIGGCAACGTIGGCCTGG
4F_3betadF Fragment base 2426, Base 426 of 1,013

AC CIBBAG TCTATGT
B L B I B ESTEY DS

My MMV

A27 3beta 4R 3bet=4R Fragment ba:et 2. Base 232 of 244
R C | Al G I Y = §
T C) H d T T d 8 T T J A d A T H J B

OO A0
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3
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