HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA POR
DEFICIENCIA DA 21-HIDROXILASE, FORMA CLASSICA:
ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS ACHADOS EM FAMILIAS
ACOMPANHADAS NO HOSPITAL DE CLINICAS DA UNICAMP

E OS DADOS DE LITERATURA NACIONAL E INTERNACIONAL.

RESUMO

A deficiéncia da 21-hidroxilase corresponde a mais de 90% dos casos de Hiperplasia Adrenal
Congeénita. Tem heranga autossoOmica recessiva, com o complexo génico CYP21 localizado em 6p.
Existem as formas classicas da doenca (HAC-C21-OHD) e as nao cléssicas. Este estudo comparou
os achados moleculares de 78 familias (156 alelos) com HAC-C21-OHD acompanhadas no
Ambulatorio de Endocrinologia Pediatrica do HC-UNICAMP, com os dados de literatura nacional e
internacional. As mutacdes mais freqiientes encontradas nesta casuistica foram: 12 splice (28,9%),
conversdao ¢ delecao (18%), I172N (15,5%), R356W (7,8% cada), IVS2, AS,A-G,-2 (6,5%) ¢
Q318X (5,8%). Estes dados quando comparados com outros dois estudos nacionais € com estudos
da Argentina, Espanha, Chile, EUA, Portugal, Inglaterra, Suécia, Franga ¢ Holanda mostraram de
uma forma geral diferencas significativas nas freqii€ncias das alteragdes tipo conversdo e delegao,
12 splice, 1172N, Q318X e R356W, porém em algumas situagdes com freqiiéncias muito parecidas.

Estes achados podem estar relacionados a heterogeneidade genética da populagdo brasileira.

INTRODUCAO E OBJETIVO



O controle da atividade do cortex adrenal ocorre, primeiramente, pela estimulacdo da
hipofise pelo hormdnio liberador de corticotrofina (CRH) secretado pelo hipotdlamo. A hipofise,
entdo, secreta o hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) que age no cortex das adrenais estimulando
a esteroidogénese. A relacdo entre o eixo hipotalamo-hipofise e as adrenais acontece por um
mecanismo de retrocontrole negativo em que o cortisol, principal glicocorticéide humano, inibe a
liberagio de CRH ¢ ACTH'.

A Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC), um erro inato do metabolismo do cortisol,
transmitido geneticamente e de carater autossomico recessivo, ocorre quando ha deficiéncia de uma
das cinco enzimas envolvidas na biossintese do cortisol ™.

O cortisol ¢ produzido, a partir do colesterol, por uma série de passagens enzimaticas
interligadas. A enzima 21-hidroxilase (21-OH), pertencente ao grupo de enzimas do citocromo
P450, atua na via metabdlica do cortisol convertendo progesterona em desoxicorticosterona e 17-
hidroxiprogesterona em 11-desoxicortisol. A deficiéncia da 21-OH ¢ a forma mais comum de HAC,
sendo responsavel por cerca 95% dos casos da forma cléssica da doenga (HAC-C21-OHD)'.

Pesquisas no campo da Biologia Molecular demonstraram que h4d no brago curto do
cromossomo 6 duas copias do gene da enzima 21-OH, CYP2IAIP e CYP21PA?2, intercaladas com
genes que codificam proteinas do sistema complemento (C4A e C4B)*°. Apenas o CYP2142 é um
gene ativo. O CYP21AI1P, apesar de possuir 97% de homologia dos éxons com o CYP2[A2, nao
tem expressao em conseqiiéncia de mutagdes deletérias adquiridas, sendo, portanto, considerado um
pseudogene™®. Os quatro genes estio contidos em um segmento de DNA de aproximadamente
60Kb, sendo transcritos na mesma direcdo. Tal organizagdo sugere que durante a evolugdo tenha
ocorrido duplicagdo em “tandem” dos genes ancestrais da 21-OH e C4'*’.

O alto grau de homologia entre as unidades C4B+CYP21A2 e C4A+CYP2IAIP facilita a
ocorréncia de pareamento desigual na meiose entre os cromossomos homodlogos e cromadtides

irmas’. Deste modo, podem ser formados gametas com organizagdo dos genes CYP21/C4 alterada.



A deficiéncia da enzima 21-OH pode ser causada entdo por uma delecao total ou parcial do gene
CYP2IA2, esta ultima como resultado de um processo de conversdo génica em larga-escala ou
micro-conversdes (as mutagdes pontuais), na qual, possivelmente, enzimas responsaveis pelo reparo
poOs-duplicagdo reconhecem o pareamento errado e convertem o gene CYP2/4A2 em
CYP2141P"®

A doenca pode apresentar-se em duas formas clinicas: classica, subdividida em perdedora de
sal (PS) e virilizante simples (VS); e ndo-classica, subdividida em criptica e tardia'~.

A forma cléssica virilizante simples (VS) isolada caracteriza-se por ambigiiidade genital em
recém-nascidos do sexo feminino e sinais de virilizagdo precoce no sexo masculino, devido ao
excesso de andrégenos produzido com o desvio da via metabolica do cortisol, que quando nao
tratado, em ambos os sexos, acarreta uma virilizagdo pds-natal progressiva, com sinais € sintomas
evidentes de pseudo-puberdade precoce (aumento do clitoris, aumento do pénis sem correspondente
aumento testicular, pubarca, hirsutismo, acne, engrossamento da voz, avan¢o da velocidade de
crescimento ¢ maturacdo esquelética). A forma perdedora de sal (PS), sempre associada a forma
VS, corresponde a 70% dos casos da forma clédssica e torna-se mais grave pela deficiéncia na
producao de mineralocorticdides, o que acarreta dificuldade de manutengdo do balanco eletrolitico
do organismo. Pode se manifestar desde formas graves com quadro de desidratagdo hiponatrémica e
hipercalémica, vomitos, acidose metabdlica, choque hipovolémico e Obito, se ndo receber
tratamento adequado, até quadros mais discretos, onde somente sdo observados o baixo ganho
ponderal e as alteragdes laboratoriais eletroliticas, com atividade plasmatica da renina aumentada.
Nestes casos o risco de desidratagdo e choque existe quando essas criangas sdo submetidas a
situagdes de estresse, sem o adequado aumento da reposigio glicocorticoide' .

J& na forma ndo-classica, o bloqueio enzimatico ¢ menos intenso, podendo ser assintomatica

(forma criptica) ou manifestando sinais e sintomas tardiamente (forma tardia), dentre os quais se



destacam a pubarca, o hirsutismo, a acne, o engrossamento da voz, o avango do crescimento e da
maturagio esquelética, a irregularidade menstrual, e a infertilidade'.

O diagnostico laboratorial € realizado por meio da dosagem hormonal, sendo que individuos
com a deficiéncia de 21-OH apresentam aumento acentuado de 17-OH-progesterona sérica, sem
aumento de 11-desoxicortisol, com aumento menos intenso de dehidroepiandrosterona (DHEA),
delta 4-androstenediona e testosterona basais na forma cléssica, e apos teste de estimulo com ACTH
na forma ndo-classica. Nas formas PS observa-se ainda aumento de atividade da renina plasmatica,
hiponatremia e hipercalemia'™.

O tratamento € feito por reposi¢ao hormonal glicorticoide continua com doses fisioldgicas, a
fim de impedir a producao excessiva de androgenos e a consequénte virilizagao, e nos casos de PS,
também da reposicdo mineralocorticoide. Havendo alteragdes na genitdlia externa, torna-se
necessaria intervengao cirargica, com clitoroplastia e introitoplastia geralmente nos primeiros 12 a
18 meses de vida, tentando minimizar problemas psicossociais que a doenga podera trazer ao
individuo, além de possibilita-lo a uma vida sexual normal'~.

Muitos esforcos tém sido feitos no sentido de se desenvolver métodos eficazes de
diagndstico e tratamento pré-natal, com a finalidade de evitar a ambigiiidade genital nas meninas
afetadas e a pseudo-puberdade precoce nos meninos, assim como todos os conseqiientes disturbios
psicologicos e sociais. O diagnostico e tratamento pré-natal evitariam ainda os Obitos nos casos de
forma PS, que muitas vezes ocorrem antes mesmo da identificagcdo da doenca'™.

A incidéncia da HAC-C21-OHD ¢ de aproximadamente 1:15.000 a 1:10.000 nascidos vivos.
Estudos mostram que hd uma prevaléncia significativamente maior da forma ndo classica em
algumas populagdes como, por exemplo, em judeus Ashkenazi, na popula¢dao Hispanica, Iugoslava
e Italiana, chegando a dados entre 1:1.000 a 1:100'".

A HAC-C21-OHD j4 foi utilizada como marcador de origem e migragdo de determinadas

populacdes. Como exemplo, hd um estudo, feito em Israel, onde foi relatada uma alta incidéncia da



doenc¢a em judeus provenientes do norte da Africa, por isso foi tragada a historia dessas familias,
suas arvores genealogicas, a origem de seus ancestrais e foi descoberto que a mutagdo causadora da
doenca nessa populagdo originou-se de tribos judias que viviam na regido das montanhas Atlas, e
migraram em 70 D.C.'°. Portanto, apesar da alta miscigenac¢io encontrada na populagéo brasileira, o
estudo genético-molecular desta doenca e sua comparacdo com dados nacionais € internacionais
poderiam nos informar a possivel origem das familias com casos de HAC-C21-OHD acompanhadas
no Ambulatorio de Endocrinologia Pediatrica do Hospital de Clinicas (HC) da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

O objetivo deste estudo foi verificar a freqiiéncia alélica de cada uma das alteragdes
moleculares (dele¢do, conversao génica e principais mutagdes pontuais) das familias acompanhadas
no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HC — FCM — UNICAMP e comparar estes

achados moleculares com dados de literatura nacional e internacional.

CASUISTICA E METODOS

CASUISTICA:

Foram incluidas no estudo todas as familias acompanhadas no Ambulatorio de
Endocrinologia Pediatrica do HC — FCM — UNICAMP com pelo menos um membro afetado e vivo
com diagnostico clinico e laboratorial de HAC-C21-OHD. O estudo somente foi realizado apos
autorizagdo do responsavel do paciente com assinatura do termo de consentimento pds-informado,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM — UNICAMP com namero 130/2004. O sigilo
das informagoes foi preservado mediante a criagdo de um numero para identificacdo dos pacientes

conservando sua privacidade, de acordo com as normas da Declaragdo de Helsinki.



METODOS:

Trata-se de um estudo primario com analise descritiva de casos. Tanto nos dados coletados
das familias acompanhadas no HC — UNICAMP, como nos dados extraidos da literatura, foram
avaliadas as variaveis: forma clinica (VS ou PS) dos individuos afetados e as alteragdes moleculares
que confirmaram a HAC-C21-OHD.

Portanto, os dados relacionados as familias do HC — UNICAMP foram coletados por anélise
de prontuarios, e, quando necessario, com complementagdo de estudo molecular de algum caso no
Laboratorio de Genética Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética
(CBMEQG) — UNICAMP onde as técnicas necessarias ja estdo padronizadas. As amostras de DNA
foram obtidas de sangue periférico, digeridas com enzima de restricdo 7aq I, realizada técnica de
Southern blotting seguida de hibridizacdo'', e as muta¢des de ponto pesquisadas pela técnica de
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) com sondas alelo-especificas e, sempre que necessario
sequenciamento do gene CYP2/42'". Neste caso, os alunos, ja com prévio treinamento, ficaram
responsaveis pela realizacao dos exames, com a supervisao de seu orientador.

Os dados de literatura foram obtidos por analise dos bancos de dados nacionais e latino-
americanos na base Scientific Eletronic Library On line (SciELO)" e internacionais na base
PubMed (um servigo da U.S. National Library of Medicine que inclui mais de 16 milhdes de
citagdes do MEDLINE desde 1950)'"*, procurando-se as maiores casuisticas de HAC-C21-OHD
com dados moleculares publicados. No entanto, em alguns artigos ndo foi possivel separar os

achados das formas classicas das ndo-classicas da deficiéncia da 21-OH.

ANALISE ESTATISTICA
Inicialmente foi realizada uma analise descritiva dos dados com construgao de tabelas. Para

verificar a associacdo ou ndo de determinada varidvel avaliada entre a populagdo de HAC-C21-



OHD da UNICAMP e os dados de literatura nacional ou internacional, foi aplicado o teste de qui-

quadrado, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Foram coletados dados de 78 familias (156 alelos), correspondentes a 88 pacientes em
acompanhamento no Ambulatorio de Endocrinologia Pedidtrica do HC — UNICAMP. Esses dados
foram comparados a estudos nacionais e internacionais de Portugal, Argentina, Chile, Espanha,
Estados Unidos, Inglaterra, Holanda e Suécia.

Das 78 familias, 47 (60%) apresentaram a forma PS e 31 (40%) a VS. Dos 88 pacientes, 50
(57%), sendo 29 PS e 21 VS, eram do sexo feminino e 38 (43%), sendo 23 PS e 15 VS, do sexo
masculino.

Ao todo foram detectados os grandes rearranjos (compativeis com a forma PS) e 15 tipos de
mutacdes: 12 splice (cria um splicing anormal no intron 2 — associada a forma PS), [172N
(substituicdo de isoleucina por asparagina no cddon 172 do éxon 4 — forma VS), IVS2AS,A-G,-2
(suprime o splicing normal no intron 2 — forma PS), R356W (substitui¢ao de arginina por triptofano
no codon 356 do éxon 7 — forma PS), Q318X (parada de leitura apoés o aminoacido glutamina no
codon 318 do éxon 7 — forma PS), F306insT (insercdo de uma timina no cédon 306 da fenilalanina
no ¢éxon 6 — forma PS), H28insC (inser¢ao de uma citosina no cédon 28 da histidina no éxon 1 —
forma PS), Delta 8 (delecao de 8 pares de base no éxon 3 — forma PS), S170insA (inser¢ao de uma
adenina no codon 170 da serina no éxon 4 — forma PS), L142P (substituicdo de leucina por prolina
no codon 142 do éxon 3 — forma PS), R444X (parada de leitura apds o aminoacido arginina no
codon 444 do éxon 9 — forma PS), V281L (substitui¢do de valina por leucina no cé6don 281 do éxon
6 — forma nao-classica), Cluster 6 (varias substituicdes seqiienciais no éxon 6 — forma PS), L10SR

(substitui¢do de leucina por arginina no coédon 108 do éxon 3 — forma PS ou VS) e G56R



(substituicdo de glicina por arginina no cdédon 56 do éxon 1 — forma VS). Também, em alguns
alelos foram identificadas algumas associa¢des de mutagoes (vide Tabela 1).

A Tabela 1 apresenta os dados das alteragdes moleculares encontradas nas 78 familias do
HC — UNICAMP divididas de acordo com a forma clinica observada. Os grandes rearranjos
(conversao e deleg¢do) corresponderam a 18% dos alelos. Na forma PS, as mutagdes mais freqiientes
observadas foram 12 splice, IVS2AS,A-G,-2, R356W e Q318X. Na forma VS, foram [172N, 12

splice e R356W. No total dos casos, foram I2 splice, 172N, R356W, IVS2AS,A-G,-2 e Q318X.

Tabela 1: Alteracdes moleculares no gene CYP2/A2 encontradas nos pacientes em
acompanhamento no Ambulatorio de Endocrinologia Pediatrica do HC — UNICAMP, divididas de

acordo com as formas clinicas.

VS PS Total
n n n %
Conversao 7 7 14 9,0
Delecio 5 9 14 9,0
12 splice 16 29 45 28,9




1172N 20 4 24 15,5
IVS2AS,A-G,-2 1 9 10 6,5
R356W 4 8 12 7,8
Q318X 2 7 9 5,8
F306insT 1 2 3 1,9
H28insC 0 2 2 1,3
Delta 8 1 1 2 1,3
S170insA 0 1 1 0,6
L142P 0 1 1 0,6
R444X 0 1 1 0,6
V281L 1 0 1 0,6
Cluster 6 0 1 1 0,6
L108R 1 0 1 0,6
G56R 1 0 1 0,6
F306insT+Q318X+R356W 1 4 5 3,2
12 splice + V281L 0 3 3 1,9
Conversao + V281L 0 2 2 1,3
1172L + V281L 1 0 1 0,6
Q318X + Conversao 0 1 1 0,6
12 splice + Delta 8 0 1 1 0,6
IVS2DS,G-A,+5 + V281L 0 1 1 0,6
Total 62 94 156 100

PS = perdedor de sal; VS = virilizante simples; n = ntimero de alelos

A Tabela 2 apresenta os dados das principais alteragdes encontradas no presente estudo em
compara¢do com os dados das maiores casuisticas nacionais e internacionais publicadas de HAC-
C21-OHD, enquanto que a Tabela 3 apresenta dados internacionais de casuisticas das formas

classica e ndo-classica da deficiéncia da 21-OH.



Tabela 2: Freqiiéncia (%) das alteracdes moleculares no gene CYP2A421 encontradas em casuisticas

nacionais e internacionais da forma classica da deficiéncia da 21-hidroxilase.

Estudo 1 2 3 4 5 6 7 8
Total alelos 156 142 562 72 126 180 284 112
Alelos HAC-C21-OHD 156 140 334 72 126 158 284 92
Conversio” 9,0 2.6 6,6 11,0 229 | 291 45 282
Delecio’ 9,0 ’ 4,2 7.0 ’ ’ ’
12 splice’ 289 | 264 353 18,0 | 19,0 26,6 30,3 10,6
1172N° 155 | 79 14,4 153 | 7,1 13,9 7,0 10,8
R356W° 7.8 7,9 10,8 5,5 12,7 5,1 9,8 2,1
Q318X' 5,8 9.3 13,8 13,8 | 10,5 3,8 0,0 7,6
Delta 8 1,3 5,0 2,1 2,7 0,0 10,1 0,0 32
F306insT 1,9 | <0,1 6,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,3
Cluster 6 0,6 0,0 2,1 0,0 2.4 1,3 0,0 0,0
V281L 0,6 2,1 39 0,0 0,0 1,9 0,0 20,6
P30L 0,0 | <0,1 1,8 0,0 0,0 1,9 0,0 0,0
Associacio 8,8 | 24,3 8,0 NR 0,0 6,3 0,0 0,0
Sem alteracoes 0,0 5,7 11 7,8 | 254 0,0 7,8 0,0

n = nimero de alelos com alteragdes moleculares; 1 = HC-UNICAMP;
2= Instltuto da Crianca da USP'*; 3 = Unidade de Endocrlnologla do Desenvolvimento da FM-USP'?;
4= Argentlna 5= Chile'"?; 6= EUA"; 7 = Inglaterra™; 8 = Portugal®'; ”b)f( o= 129,89; p = 0,0000001;
Yo = 32,13; p=0,00004; ¢ ¥*7,=16,83; p = 0,02; exzm 13,75;p = 0,06; ' y’(s) = 51,20; p=0, 0000001

Tabela 3: Freqiiéncia (%) das alteragdes moleculares no gene CYP21A2 encontradas em casuisticas

nacionais e internacionais em que nao foi possivel separar as formas classica da ndo-classica da 21-

hidroxilase.

Estudo 1 2 3 4 5
Total alelos 156 182 186 76 370
Conversao” 9,0 20,0
Delecdo’ 9,0 18,0 29.8 13,0 31,9
12 splice® 28,9 20,0 27,7 25,0 28,1
1172N° 15,5 4.0 20,8 1,3 12,4
R356W°* 7,8 0,0 3,8 4.0 8,4
Q318X’ 5,8 0,0 3,5 4,0 3,5
Delta 8 1,3 7,0 0,5 4,0 4,3
F306insT 1,9 1,0 0,0 1,3 0,3
Cluster 6 0,6 11,0 0,5 0,0 3,0
V281L 0,6 15,0 5,4 18,4 2,2
P30L 0,0 0,0 1,6 2,6 0,3
Associacao 8,8 NR 4.3 NR 1,9
Sem alteracoes 0,0 NR 12,5 6,4 0,0

n = nimero de alelos com alteracdes moleculares NR = dados nao relatados no artigo ?ubhcado
1 = HC-UNICAMP; 2 = Franga 3= Suec1a23 4 Espanha24 5 = Holanda®
5?4 = 20,30; ps 0,0004; © * ) = 4,98; p= 029 L= 35,44; p=0,0000001;
X(4)—1948 pP= 00006 X(4) 973 pP= 004



Portanto, de uma forma geral, como observado nas Tabelas 2 e 3, as freqiiéncias das
alteragcdes moleculares no gene CYP21A42 encontradas nos pacientes com a HAC-C21-OHD do HC-
UNICAMP e de outros estudos nacionais e internacionais diferem significativamente, ou seja, ndo

existe associagdo entre as mesmas.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No presente estudo foram avaliados dados clinicos e moleculares da segunda maior série
latinoamericana de pacientes com HAC-C21-OHD e uma das maiores da literatura internacional, o
que permitiu a comparac¢ao de dados.

Observou-se que a forma PS correspondeu a 60% das familias avaliadas. Esta freqiiéncia ¢
menor que a referida na literatura, 70 a 75%>°, o que pode indicar que, em nosso meio, os pacientes
com esta forma clinica estejam morrendo por falta de diagnostico correto e precoce. Também foram
observadas freqiiéncias baixas em outros estudos nacionais, como 52% na Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento da FM-USP'® ¢ 44% na Divisio de Endocrinologia da FM-
USP-RP?’. Por se tratar de uma doenca autossdmica recessiva, deveria ocorrer igual freqiiéncia de
afetados entre os sexos, no entanto, no presente estudo, observou-se um predominio de 57% do sexo
feminino, fato este que também pode ser justificado pela morte dos casos PS em meninos pela falta
de diagnostico precoce e preciso, o que geralmente ndo ocorre nas meninas, pois estas apresentam
ambigiiidade genital ao nascimento. Estes dados sdo semelhantes aos do Servigo de Endocrinologia
Pediatrica do Instituto da Crianga da FM-USP, 58% de sexo feminino' e, diferentes dos observados
na Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento da FM-USP, 70% do sexo feminino'®.

A elevada morbidade e mortalidade na auséncia do diagndstico na HAC-C21-OHD,
especialmente na forma PS, assim como a utilizagdo de métodos diagnosticos simples e sem custo

elevado, a tornam uma doenca de eleicdo para inclusdo na triagem neonatal. Por esta razdo, em

10



paises nos quais a triagem neonatal ja estd bem implantada, a forma PS apresenta freqiiéncia
elevada (entre 70 e 75%) e ha equiparagdo da proporgio entre os sexos™ .

Na maioria das casuisticas, os grandes rearranjos, delecdo do gene CYP2/A42 e grande
conversao, ocorrem entre 20 a 25% dos alelos da HAC-C21-OHD*®. No presente estudo,
observaram-se 18% (9% de delecdo e 9% de conversdo), dado semelhante aos encontrados nos
estudos da Argentina com 18%'’ e da Franca com 18%*, porém maiores que do Instituto da
Crianga da FM-USP com 8,6%' e da Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento da FM-USP
com 10,8%]6 e menores que os do Chile com 22,9%18, Portugal com 28,2%2], EUA com 29,1%19,
Suécia com 29,8%23, Holanda com 31,9%25 , Espanha com 33%* e Inglaterra com 45%%. As
freqliéncias observadas destes grandes rearranjos nestes diversos estudos foram significativamente
diferentes.

Até o momento, mais de 100 mutagdes de ponto ja foram descritas na HAC-C21-OHD,
porém quatro delas (I2 splice, 1172N, Q318X e R356W) sdo as mais freqiientes nas diversas
populacdes™?® ¢ sdo as que, também, estdo normalmente presentes no pseudogene, sugerindo que
foram transferidas para o gene ativo por meio de processos de microconversdao génica. Pode ser
importante determinar a freqiiéncia das mutacdes em cada populagdo, pois podem variar de acordo
com 0 grupo étnico.

Observou-se nesta amostra que as mutacdes de ponto mais freqiientes em ordem decrescente
foram a 12 splice (28,9%), a [172N (15,5%), a R356W (7,8%), a IVS2AS,A-G,-2 (6,5%) e a Q318X
(5,8%).

A 12 splice (28,9%) apresentou freqiiéncia semelhante aos estudos do Instituto da Crianga da
FM-USP com 26,4%15, EUA com 26,6%19, Suécia com 27,7%23, Holanda com 28,1%25 e Inglaterra
com 30,3%°, porém maior que Portugal com 10,6%"', Argentina com 18%'’, Chile com 19%'®,
Franga com 20%* e Espanha com 25%' ¢ menor que na Unidade de Endocrinologia do

Desenvolvimento da FM-USP com 35,3%'°. As freqiiéncias observadas desta mutagio nestes
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diversos estudos foram significativamente diferentes quando comparadas aos estudos exclusivos de
HAC-C21-OHD, mas nao apresentaram diferengas significativas em relagdo aos estudos
internacionais que agrupam as formas classica e nao-classica da deficiéncia da 21-OH.

A 1172N (15,5%) apresentou freqiiéncia semelhante aos estudos dos EUA com 13,9%'°,
Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento da FM-USP com 14,4%'® ¢ Argentina com
15,3%]7, porém maior que Espanha com 1,3%24, Franca com 4,0%22, Inglaterra com 7,0%20, Chile
com 7,1%'®, Instituto da Crianga da FM-USP com 7,9%"°, Portugal com 10,8%*' e Holanda com
12,4%%, e menor que Suécia com 20,8%>. As freqiiéncias observadas desta mutagdo nestes
diversos estudos foram significativamente diferentes.

A R356W (7,8%) apresentou freqiiéncia semelhante somente ao estudo do Instituto da
Crianca da FM-USP com 7,9%]5 e Holanda com 8,4%25 , porém maior que Franca com 0,0%22,
Portugal com 2,1%21, Suécia com 3,8%23, Espanha com 4,0%24, EUA com 5,1%19 e Argentina com
5,5%'7, e menor que Inglaterra com 9,8%, Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento da
FM-USP com 10,8%'® e Chile com 12,7%'®. As freqiiéncias observadas desta muta¢io nestes
diversos estudos ndo foram significativamente diferentes em relagdo aos estudos nacionais e
internacionais exclusivos para HAC-C21-OHD, mas foram significativamente diferentes em relacdo
aos estudos internacionais que nao separam as formas cldssica e nao-classica da deficiéncia da 21-
OH.

A Q318X (5,8%) ndo apresentou freqliéncia semelhante a nenhum estudo, mas sua
freqiiéncia foi maior que a encontrada nos estudos da Franca com 0,0%22, Inglaterra com 0,0%20,
Holanda com 3,5%22, Suécia com 3,5%23, EUA com 3,8%19 e Espanha com 4,0%24 € menor que
Portugal com 7,6%21, Instituto da Crianca da FM-USP com 9,3%15, Chile com 10,5%18, Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento da FM-USP com 13,8%'® e Argentina com 13,8%'’. As

freqiiéncias observadas desta mutacao nestes diversos estudos foram significativamente diferentes.
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Outras mutagdes, como a Delta 8, o Cluster 6 e a F306insT, presentes em freqiiéncias que
variam de 0,0 a 10,1%, de 0,0 a 6%, e de 0,0 a 11%, respectivamente:15 2 , foram muito pouco
freqlientes no presente estudo. A mutacdo IVS2AS,A-G,-2 presente com alta freqiiéncia no presente
estudo, ¢ rara na literatura e foi descrita pela primeira vez em 3 pacientes nao relacionados da
Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento da FM-USP’.

O estudo holandés® comparou seus dados com outros estudos do oeste Europeu (Suécia,
Finlandia, Dinamarca, Inglaterra, Alemanha, Austria, Franca, Italia e Espanha) e encontrou, de uma
forma geral, alta concordancia entre a freqiiéncia das alteragdes moleculares das formas classica e
ndo-classica da deficiéncia da 21-OH. Portanto, os dados encontrados nos pacientes do HC-
UNICAMP semelhantes ao estudo holandé€s, também devem apresentar a mesma concordancia.

As mutacdes H28insC, S170insA, L142P, L108R e G56R foram descritas pela primeira vez
neste grupo de pacientes do HC-UNICAMP. A mutacao H28insC foi descrita em homozigose numa
familia com a forma PS*, sugerindo que cause uma deficiéncia enzimatica muito grave (0% de
atividade enzimdtica). A mutacdo S170insA foi observada em uma familia em heterozigose
composta com a mutagao R356W e que apresentou também a forma PS, sugerindo que também
cause uma deficiéncia enzimatica muito grave (0% de atividade enzimatica). Também, a mutacao
L142P foi observada em uma familia em heterozigose composta com a mutagdo [172N e que
apresentou a forma PS, sendo possivel afirmar que a deficiéncia enzimatica causada pela L108R
seja muito grave (0% de atividade enzimdtica). Ainda, a mutacdo L108R foi observada em uma
familia em heterozigose composta com a mutagdo I172N e que apresentou a forma VS, ndo sendo
possivel afirmar que a deficiéncia enzimatica causada pela L108R seja muito grave (0% de
atividade enzimatica) ou grave (cerca de 1 a 2% de atividade enzimatica). Finalmente, a mutacao
G56R foi observada em uma familia em heterozigose composta com a mutagdo 12 splice e que
apresentou a forma VS, sendo possivel afirmar que a deficiéncia enzimatica causada pela G56R seja

apenas grave (1 a 2% de atividade enzimatica).
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As técnicas utilizadas na identificagcdo dos casos de HAC-C21-OHD do HC-UNICAMP
foram eficazes para encontrar as alteracdes moleculares em 100% dos casos, 0 que nem sempre
ocorre, mas também foi verificada nos estudos realizados nos EUA19, Portugal21 e Holanda®. Na
populagdo brasileira, a pesquisa dos grandes rearranjos (conversdo e dele¢ao) e das quatro
principais mutagdes (12 splice, [172N, R356W e Q318X) identifica mais de 70% dos casos de
HAC-C21-OHD"'®, como mostrado no presente estudo, com 76% dos casos. Tal dado é
fundamental para a criagao de programas de triagem neonatal no pais para a doenca.

As associacdes de alteragdes moleculares no mesmo alelo sdo pouco relatadas na literatura.
Foram descritas com freqiiéncias semelhantes aos do HC-UNICAMP nos estudos realizados na
Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento da FM-USP com 8,0%16 e EUA com 6,3%19,
sendo maior que os estudos da Holanda com 1,9% e Suécia com 4,3%> ¢ menor que no Instituto
da Crianca da FM-USP com 24,3%"°. A presenca de combinacdes de mutacdes em um mesmo
alelo, quando sabidamente adjacentes no  pseudogene, como, por exemplo,
S170insT+Q318X+R356W ou Cluster 6+V281L, pode indicar que a transferéncia para o gene ativo
ocorreu conjuntamente (como uma unica fita de DNA) ou separadamente, como, por exemplo, no
caso da associacdo 12 splice+V281L*. De qualquer forma, a alta freqiiéncia destas combinagdes,
em especial na populacdo brasileira, exige um cuidado ainda maior na analise molecular do
complexo CYP21.

Os dados analisados ndo permitiram estabelecer uma associacdo entre as alteracdes
moleculares encontradas nos pacientes do HC-UNICAMP com as alteragdes encontradas nos
diversos estudos nacionais e internacionais, porém algumas freqiiéncias sdo muito parecidas. Estes
achados podem estar relacionados a heterogeneidade genética da populagdo brasileira. Estudo
realizado por Wilson e col’' com 716 pacientes (iranianos, croatas, italianos, esquimoés Yupik,
tailandeses e norte-americanos de diversas etnias) portadores das formas classica e ndo-classica de

deficiéncia da 21-OH mostrou associa¢do da dele¢do com anglo-saxdes, da V281L com judeus
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Ashkenazi, da R356W com croatas, da Q318X com indios do leste americano e a 12 splice com
iranianos e esquimés Yupik. E importante salientar que tal estudo também discute a’s diferencas
encontradas nas diversas mutagdes conforme a regido do pais estudada.

Portanto, com este estudo pode-se concluir que o tamanho da casuistica de pacientes com
HAC-C21-OHD do Ambulatério de Endocrinologia Pedidtrica do HC-UNICAMP com estudo
molecular do gene CYP2] ¢ comparavel as maiores casuisticas descritas no Brasil e no exterior, e,
portanto, permitiu a comparagao entre 0s mesmos, €, as principais alteragdes moleculares no gene
CYP21 observadas nestes pacientes sao também as mais freqiientes encontradas na maioria destes
estudos nacionais e internacionais, porém algumas com diferengas significativas quando

comparadas em relagdo as respectivas freqiiéncias.
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