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RESUMO

Hiperplasia adrenal congénita (HAC) € uma doenca autossdmica reces-
siva decorrente da alteracdo de enzimas que participam da sintese do
cortisol. As manifestacdes podem ser causadas pela deficiéncia do cor-
fisol e, em alguns casos, aldosterona e pelo acumulo de precursores. O
objetivo desta revisdo € apresentar os mecanismos moleculares dos prin-
cipais defeitos enzimdticos envolvidos na etiopatogénese da HAC. A
deficiéncia da 21-hidroxilase (210H) ocorre em 95% dos casos de HAC.
Existemn dois genes que codificam o P450c21: um ativo, CYP2], e um
pseudogene CYP2IP. Ambos sdo altfamente homdlogos (98%), o que
favorece o emparelhamento desigual dos cromossomos homaologos
durante a meiose, levando a duplicacdes e/ou delecdes ou conversdes
desses genes. Adicionalmente, forom tfambém descritas mutacdes de
ponto, muitas delas presentes no pseudogene sugerindo microconver-
sdes. Mutacdes no gene CYPT1B1 causam HAC por deficiéncia da 11p-
hidroxilase, forma esta que corresponde a 5% dos casos. Algumas
mutacdes sdo recorrentes, situando-se principalmente entre os exons 6-8
que representaria uma area hot-spot no gene CYPIT1BI1. A deficiéncia de
17-hidroxilase € causada por mutagdes no gene CYP17, que codificam
uma proteina alterada, levando a deficiéncia total ou parcial de 17-
hidroxilacdo e 17,20-liase ou deficiéncia isolada de 17,20-liase. Final-
mente, deficiéncia de 3p-HSD é causada por mutacdes no gene HSD3B2,
que codifica a enzima 3p-HSD ftipo Il e estas mutagdes tém sido associ-
adas tanto com a forma classica como com a forma ndo cldssica da
deficiéncia da 3p-HSD. (Arq Bras Endocrinol Metab 2002;46/4:457-477)

Descritores: Hiperplasia adrenal congénita; Deficiéncia de 21-hidroxi-
lase; Deficiéncia de 11p-hidroxilase; Deficiéncia de 17-hidroxilase; Defi-
ciéncia de 3p-HSD

ABSTRACT

Molecular Bases of Congenital Adrenal Hyperplasia.

Congenital adrenal hiperplasia (CAH) is a recessive autossomic disease
caused by inherited defects in cortisol biosynthesis. The manifestations are
caused both by the deficient synthesis of cortisol, and sometimes of aldos-
terone, and by accumulation of the precursor steroids. The objective of this
review is fo present the molecular mechanisms of the main enzymatic
defects involved in the efiopathogenesis of CAH. Deficiency of 21-hydrox-
ylase (210H) accounts for more than 95% of all cases of CAH. The human
genome contains two CYP genes: one active, CYP21, and a pseudogene,
CYP21P. Both are highly homologous (98%). facilitating recombination
events during meiosis, leading to duplication and/or deletion or conversion
of these genes. Additionally, point mutations have also been described.
Deficiency of 11p-hydroxylase (11pOH) is caused by mutations in the
CYPIIBI gene, and accounts for 5% of all cases. Some mutations are
recurrent, and mainly located on exons 6-8, which is considered a hot-spot
area in CYP11B1 gene. Deficiency of 17a-hydroxylase (170H) is caused by
mutations in the CYP17 gene, producing a fruncated or impaired protein.
These mutations have been described in patients with combined defi-
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ciencies of 170H and 17,20-lyase or with isolated
17,20-lyase. Finally, CAH caused by 3p-HSD deficiency
is the consequence of mutations in the gene HSD3B2
that encodes 3p-HSD type II. In the classical form of the
disease nonsense mutations, insertion and deletions
have been described, while in non classical forms,
mutations result in diminished enzyme affinity and loss
of enzyme activity. (Arq Bras Endocrinol Metab
2002;46/4: 457-477)

Keywords: Congenital adrenal hyperplasia; 21-
hydroxylase deficiency; 11p-hydroxylase deficiency;
17-hydroxylase deficiency; 3p-HSD deficiency

HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA POR
DEFICIENCIA DA 21-HIDROXILASE

a HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA (HAC) por defi-
iéncia da 21-hidroxilase (210H) é o mais fre-
qliente dos defeitos enzimaticos adrenais, ocorrendo em
95% dos casos de HAC (1). A enzima 210H participa
da sintese dos glico e dos mineralocorticéides. Sua agio
é converter a progesterona em desoxicorticosterona
(DOC) e a 170OH-progesterona (17OHP) em 11-deso-
xicortisol (S), que por sua vez ¢ convertido em cortisol
sob a¢io da 11-hidroxilase (110H). A redugio da ativi-
dade da 210H com decorrente diminui¢io da sintese
de cortisol resulta em estimulagio crénica do cortex
adrenal pelo ACTH com hiperplasia adrenal e super-
produgio dos precursores do cortisol. Estes precursores
sao desviados para a biossintese dos andrégenos, que
ndo necessita da atividade da 210OH, causando os sinais
de virilizagio caracteristicos em individuos com esta
deficiéncia enzimdtica.

Tradicionalmente ¢ classificada em duas formas
clinicas: classica, que inclui os subgrupos perdedora de
sal e virilizante simples; e ndo classica, que inclui os sub-
grupos sintomdtica e assintomatica (ou criptica). A for-
ma virilizante simples caracteriza-se por graus variados
de virilizagio pré-natal da genitilia externa no sexo
feminino e viriliza¢io pds-natal em ambos os sexos, com
aumento do clitéris ou pénis, pubarca precoce ¢ avango
da idade éssea com prejuizo na estatura final. A forma
perdedora de sal, além da hiperprodugio androgénica
da forma anterior, apresenta deficiéncia mais severa na
produgio de aldosterona levando a desidratagio com
hiponatremia e hiperpotassemia nos primeiros 30 dias
de vida que, se ndo tratada, resulta em choque e 6bito.
A forma de inicio tardio sintomdtica nio apresenta viri-
lizagdo pré-natal e os sintomas iniciam-se em épocas va-
riaveis, resultando em pubarca precoce, amenorréia
priméria ou secunddria, hirsutismo, acne e infertilidade.
A forma ndo classica assintomdtica apresenta 0 mesmo
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perfil hormonal da forma sintomatica, porém sem mani-
festagoes clinicas, sendo geralmente diagnosticada na
investiga¢do dos familiares de um paciente (2).

Os programas de rastreamento neonatais sugerem
uma freqiiéncia da forma cldssica em 1:5.000 a 1:15.000
nascimentos na maioria das popula¢des caucasianas, en-
quanto que a forma nio classica ocorre aproximada-
mente em 1 a 2% da populagdo geral (3,4). Estas formas
ndo representam diferentes doengas, mas um continuo
espectro na severidade da deficiéncia da 210H.

Genética Molecular

A 21-hidroxila¢io é mediada por uma enzima mito-
condrial especifica denominada P450c21; seu gene co-
dificador esta localizado no locus do complexo princi-
pal de histocompatibilidade humana no brago curto do
cromossomo 6, 6p21, especificamente dentro do locus
do HLA classe III (5). Devido a intima relagio da
210H com os genes do complexo HLA, observou-se
que individuos afetados de uma mesma irmandade
cram quase que invariavelmente HLA idénticos (6).
Por esta razdo, antes do advento da clonagem do gene
da 210H, a tipagem do HLA foi muito utilizada no
diagnoéstico pré-natal das gestagdes de risco.

Nao existe um haplétipo que seja diagnoéstico de
uma forma clinica especifica da deficiéncia da 210H.
Entretanto, algumas correlagdes podem ser feitas: o
HILA-Bw47; DR7 estd presente em 20% a 25% dos ale-
los da forma classica e o HLA-B14; DRI estd presente
em 70% dos alelos da forma nao classica, principalmente
em judeus do leste europeu (7,8). Essas combina¢oes
recebem o nome de haplétipos. Posteriormente, com a
clonagem dos genes da 210H foram descobertas as
mutagoes que esses haplotipos carregavam.

Existem dois genes para o P450c21, um pseudo-
gene CYP21P e um gene ativo CYP21. Ambos contém
10 exons, suas seqiiéncias sio 98% idénticas nos exons ¢
96% idénticas nos introns (9). O CYP21P ¢ um pscudo-
gene porque ndo codifica uma proteina devido a pre-
sen¢a de varias mutacdes, sendo as mais comuns:
delecdo de 8 pares de bases no exon 3, inser¢io de T no
exon 7 (as quais geram uma altera¢io na matriz de leitu-
ra), e uma substitui¢ao de C por T no exon 8 (que cria
um "codon" prematuro de parada da leitura). O gene
CYP21 codifica uma proteina com 494 aminodcidos.

Os genes CYP21 e CYP2IP se estendem sobre
uma regido de aproximadamente 30Kb, adjacentes e
alternando com os genes C4A e C4B que codificam o
quarto componente do complemento sérico (5,10).
Recentemente foram descobertos outros pares de
genes XA, XB, YA, YB, ZA e ZB (figura 1) (11). Os
genes XA ¢ XB sobrepdem-se ao dltimo exon do
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Figura 1. Diagrama da regido C4/CYP21/TN-X no brago
curto do cromossomo 6. As setas indicam o sentido da
franscricdo.

CYP2IP ¢ CYP2I respectivamente. Estes genes sdo
transcritos em sentido oposto aos genes da 210H e
XB codifica uma importante matriz protéica extrace-
lular. Os genes YA ¢ YB superpdem-se aos genes
CYP21Pe CYP21e o YA usa o promotor do CYP2IP,
sugerindo que o pseudogene possa ter alguma fun¢io
no coértex adrenal. Os genes ZA e ZB apresentam
transcritos adrenais, mas como os dos genes YA ¢ YB,
suas fun¢oes ainda nio sio conhecidas. Esta regido de
genes duplicados C4A-ZA-CYP21P-XA-YA; C4B-
ZB-CYP2I-XB-YB apresenta um extremo grau de
identidade de nucleotideos e favorece o emparelha-
mento desigual dos cromossomos homoélogos durante
a meiose, o que pode levar ao aparecimento de dupli-
cagoes e¢/ou delegdes desses genes.

A técnica de Southern blotting seguida de hibri-
dagio com sonda especifica permite a verificagio do
natmero de cépias de um gene. Através desta meto-
dologia podemos pesquisar a dele¢io do gene CYP21,
que foi a primeira mutagio descrita responsavel pela
deficiéncia da 210H. Em decorréncia de um empare-
lhamento desigual dos cromossomos durante a
meiose, ocorre a forma¢io de um alelo com duplica¢io
da unidade C4B-CYP21 e outro com perda desta uni-
dade, que ¢ o alelo responsavel pela HAC-210H
(10,12) (figura 2). Em 98,2% dos casos a dele¢do com-
preende 30Kb estendendo-se de algum ponto entre os
exons 3 e 8 do CYP21P, através do C4B até o ponto
correspondente no CYP21. Assim, o alelo resultante é
um hibrido onde a por¢io 5’ apresenta a seqiiéncia do
CYP21Pe seu extremo 3’ a seqiiéncia do CYP21. Esti-
ma-se que as dele¢des do gene CYP21 ocorram em
25% dos alelos nas formas perdedoras de sal em diver-
sas populagoes caucasianas e do oeste europeu. Baixa
freqiiéncia de dele¢des tém sido restritas a populagoes
especificas tais como: nas populagdes mexicana e
japonesa com freqiiéncia <2%, na populag¢io argentina
com freqiiéncia de 7% (13-15). No Brasil, onde a
maioria da populagio tem ascendéncia portuguesa e
casamentos interraciais com negros ¢ indios sio fre-
qiientes, também observamos uma freqiiéncia baixa de
dele¢oes, da ordem de 4% e de 7% em dois estudos
populacionais (16,17).
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Figura 2. Esquema de crossing-over desigual durante a
meiose enfre os genes C4 e CYP21, gerando um alelo com
duplicacdo do C4B e CYP21 (I) e outro alelo com dele¢do
do C4B e CYP21 (lI).

A segunda mutag¢io descrita na HAC-210H foi
a conversio génica, que também ocorre por um
emparelhamento desigual dos genes durante a meiose.
Neste caso ocorre a troca de somente uma fita de
DNA entre os genes CYP21 e CYP21P, transferindo
seqiiéncias deletérias do pseudogene para o gene ativo
(18) (figura 3). A freqiiéncia das conversoes varia de
10 a 15% entre as diversas popula¢des, estando pre-
sente principalmente na forma classica (tabela 1). Na
populagdo brasileira sua freqiiéncia foi de 17% em estu-
do que incluiu pacientes com a forma classica (16) e de
7% em estudo que incluiu as trés formas clinicas da
HAC-210H (17). A freqiiéncia menor de mutacoes
do tipo grandes rearranjos na nossa populagio sugere
freqiiéncia maior das muta¢oes de ponto.

S3o descritas também dele¢oes e duplicagdes do
pseudogene envolvendo principalmente o gene C4B, os
quais aparecem também na popula¢io normal, nio sen-
do portanto causa da doenga. Estes rearranjos sao con-
siderados como pré-mutagio, por facilitar o empare-
lhamento desigual dos genes durante a meiose. Estudos
populacionais demonstraram que em 65 a 90% dos ale-
los estudados em pacientes com HAC-210OH nio foram
evidenciadas as grandes mutagdes do tipo delegio do
CYP21 e conversio génica, indicando que deveria existir
outro tipo de alteragio responsavel pela patologia.

Através do seqiienciamento destes genes e pos-
teriores estudos de atividade enzimadtica iz vitro evi-
denciou-se a presenca de mutagdes de ponto, que
quando em homozigose ou heterozigose composta
poderiam ser responsaveis pela deficiéncia da 210H
(19). Atualmente estas mutagdes podem ser facilmente
identificadas através de técnicas de rastreamento como
hibrida¢io oligo-especifica (20) ou reagio de polime-
rizagdo em cadeia (PCR) alelo-especifico (21).

Foram descritas mais de 40 mutag¢des de ponto
responsdveis pela deficiéncia da 210H (22). Destas, 9
sdo as mais freqiientes nas diversas populagdes estu-
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Figura 3. Esquema de emparelhamento desigual durante a
meiose entre CYP21P e CYP21 ocorrendo tfroca de apenas
um fio da molécula de DNA, transferindo sequéncias
deletérias do pseudogene para o CYP21.

Tabela 1. Frequéncia (%) dos grandes rearranjos no gene
CYP21 em diversas populacdes.

Pais Alelos (n) Delecdo  Conversdo
CYP21
Inglaterra* 40 22,5+
Franca 182 18,0 7,7
Estados Unidos 158 19,0 5.0
Japdo* 46 2,2 4,3
Suécia 186 29,8
Argentina 72 7 11
México 106 <1
Brazil"UNICAMP 41 7,3 17.1
Brazil USP 186 4,0 7

* Apenas forma cléssica, **% de conversdes e delegdes
Dados obtidos das referéncias 25, 26.

dadas (tabela 2) e estio presentes normalmente no
pseudogene, sugerindo que foram transferidas para o
gene ativo através de eventos de microconversoes, de-
vidas ao emparelhamento desigual destes genes
durante a meiose (23,24).

A substitui¢io de uma adenina por guanina no
nucleotideo 668 do intron 2 constitui a muta¢io mais
freqtiente causadora da deficiéncia da 21OH. Esta mu-
tagdo cria um novo sinal de término do intron e 19
nucleotideos que deveriam ser retirados sio retidos no
RNAm alterando toda a rede de leitura, impedindo a
sintese de uma proteina ativa. Ocorre entre 26 a 42%
dos alelos de individuos afetados por HAC. A maioria
dos pacientes homo ou hemizigotos para esta mutagio
tem a forma perdedora de sal. Ocasionalmente, a apre-
sentacdo da perda de sal pode ser retardada para alguns
meses de vida nos portadores desta mutagio. Em um
paciente de nossa amostra, homozigoto para esta mu-
tagdo, a primeira crise ocorreu com seis meses de vida.

A delegdo de 8 pares de bases no exon 3 leva tam-
bém a uma altera¢io na rede de leitura e codifica uma
enzima completamente ineficiente, sendo encontrada
em 3 a 10% dos alelos das formas perdedoras de sal.
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Um grupo de 3 mutagdes ocorre a0 mesmo
tempo (cluster) no exon 6 nos codons 236, 237 ¢ 239
¢ causa a substitui¢io de 3 aminodcidos: Ile, Val, Met
— Asn, Glu, Lis, respectivamente. Confere grave defi-
ciéncia enzimdtica estando portanto mais associada a
forma perdedora de sal. Ocorre com uma freqiiéncia
de 3 a 17% entre todos os alelos.

A mutagio Q318X ¢ devida a uma substitui¢io
de citosina por timina, cria um codon prematuro de
parada de leitura e gera uma proteina truncada que é
inefetiva. Ocorre em 4 a 7% dos alelos da forma perde-
dora de sal.

A muta¢io R356W decorrente de uma substi-
tui¢do de citosina por guanina altera a liga¢do da en-
zima com o substrato e ocorre em 14% dos alelos.

A mutag¢io I172N resulta de uma substitui¢io
de timina por adenina, originando a troca de um
aminodcido polar por um nao polar e interrompendo a
ligagao da enzima com o reticulo endoplasmatico. A
atividade da enzima ao redor de 3% permite que seja
produzida uma pequena quantidade de aldosterona,
suficiente para impedir a crise de perda de sal, o que
faz com que esta mutagdo esteja associada a forma vi-
rilizante simples. Apresenta-se numa freqiiéncia de 5 a
10% dos alelos afetados.

Duas mutagoes de menor gravidade, P30L e
V281L, estdo mais associadas a forma de inicio tar-
dio. A mutagio P30L no exon 1 ocorre devido a
troca de uma citosina por uma timina e estd presente
em 17% dos alelos nas formas de inicio tardio. A
mutagio V281L ¢ devida a uma substitui¢do de gua-
nina por timina causando uma troca conservativa de
aminoacidos, o que origina uma mudanga na confor-
magao da proteina, reduzindo sua atividade enzi-
mdtica. Sua freqiiéncia nas formas de inicio tardio
associada ao HLA-B14 varia de 78 a 84% dos alelos.
A mutagio P30L em geral tem expressio clinica mais
grave do que a mutagio V281L, todas as nossas
pacientes portadoras desta mutagio apresentaram cli-
toromegalia.

A tabela 3 apresenta dados referentes as
mutagdes de ponto em diversas popula¢des. A fre-
qliéncia das mutac¢oes de ponto em dois estudos po-
pulacionais brasileiros foi semelhante (25,26). As
mutagdes mais freqiientes foram 12 splice, I1172N e
V281L e estiveram associadas significativamente com
as formas perdedora de sal, virilizante simples e n3o
cldssica respectivamente (p<0,01) (25). Em geral as
freqiiéncias descritas em outros estudos ndo diferem
das nossas, poucos casos onde diferengas foram obser-
vadas podem refletir variagdes individuais da amostra
ou diferengas populacionais (26).
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Tabela 2. Mutacdes de ponto mais freqUentes no gene CYP2], localizacdo e
atividade enzimdtica.
Mutacdo Localizacdo Atividade (%) Presenca no Forma
pseudogene Clinica
Pro30Leu exon 1 30-60 Sim NC
12 splice infron 2 minima Sim PS/VS
del 8pb exon 3 0 Sim PS
lle172Asn exon 4 3-7 Sim VS
Cluster exon 6 0 Sim PS
Val281Leu exon 7 20-50 Sim NC
Insercdo de T exon 7 0 Sim PS
Gli318stop exon 8 0 Sim PS
Arg356Trp exon 8 2 Sim PS/VS
Pro453Ser exon 10 20-50 Sim NC
PS: forma perdedora de sal, VS: forma virilizante simples, NC: forma ndo cléssica
Tabela 3. FreqUéncia (%) das mutacdes de ponto no gene CYP2] em diversas populacoes.
Paises Alelos P30L 12sp Del 8bp 172N Cluster V281L ins T Q318X 356W
N exon 1 intron 2 exon 3 exon 4 exon 6 Exon 7 exon/7 Exon8 exon8
Franca 182 ** 20 7 4 11 15 1 ** **
Estados Unidos 158 2,5 26 10 16 6.3 8,9 2,5 5,7 7,5
Jopdo* 46 ** 37 ** 24 ** ** ** 19.5 6,5
Suécia 186 1,6 30,5 1,2 21 1.1 7 0.5 3.2 4,3
Argentina 72 ** 18 2,7 15,3 0 ** ** 13.8 55
Brasil” UNICAMP 74 * 24,7 1.4 19 0 4,1 5,8 11.3 8,2
Brasil USP 228 2,7 18,3 2,7 15 05 14,5% ** 4,8 8,6

56 formal cléssica; **ndo estudado; Dados obtidos das referéncias 25,26.

O gene CYP21 pode ser convertido em grandes
segmentos do pseudogene contendo duas ou mais
mutagoes de ponto, ou ainda, um mesmo alelo pode
receber eventos diferentes de microconversio ao longo
das geragoes. Em nossa amostra, 6% dos alelos apre-
sentaram duas ou trés mutagoes de ponto. Por este
motivo, recomenda-se, para adequado diagnéstico
molecular, pesquisar no minimo as nove mutagdes de
ponto derivadas do pseudogene em todos os pacientes.
Também ¢ importante a segregacio das muta¢des no
DNA dos pais. Além de caracterizar a distribui¢do das
mutagoes por alelo, permite diferenciar homozigose
de hemizigose (individuos que tém uma mutagio de
ponto em um alelo e dele¢io no outro alelo).

A pesquisa dos grandes rearranjos e das 9 mu-
tagdes de ponto mais freqiientes sio responsaiveis por 80
a 85% dos alelos na populagio brasileira (25,26). Os
demais alelos devem apresentar mutagdes novas, as
quais nio foram identificadas por terem sido emprega-
das técnicas de estudo dirigidas para mutagoes especifi-
cas. Estudos de seqiienciamento do gene CYP21 tém
identificado mutag¢des novas nas diferentes populagoes
(22). De forma geral as muta¢des novas nio estao pre-
sentes no pseudogene ¢ representam eventos mutagéni-
cos casuais, sendo descritas em casos isolados.
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Na populagio brasileira foram identificadas as
mutagoes G424S e¢ H28+C (27,28). A mutagio
G424S foi identificada em 7 pacientes portadores da
forma virilizante simples, em desequilibrio de liga¢io
com o HLA-DRI17 e dele¢io dos genes CYP2IP e
C4A. A presenga do mesmo haplétipo em todos os
portadores da mutagio sugere uma origem comum ou
seja, efeito de gene fundador.

A muta¢io H28+C foi identificada em homo-
zigose em uma menina portadora da forma perdedora
de sal. Ocorreu a inser¢io de um nucletideo C no co-
don 28, levando a uma altera¢io de toda a rede de lei-
tura e a formagio de uma parada prematura de leitura
no codon 78, gerando uma protefna truncada. Ambas
mutagdes ndo foram encontradas no estudo do pseudo-
gene, sugerindo que ndo sio provenientes de eventos de
microconversao. Outras muta¢des novas em pacientes
brasileiros estio em estudo quanto a possibilidade de
gene fundador. Como a nossa populagio apresenta grau
alto de miscigenacio, ¢ provavel que estas sejam identi-
ficadas também em outras populagdes.

Estudos de seqiienciamento complementando
as técnicas anteriores identificaram mutagdes em 100%
dos alelos da forma cldssica, enquanto que a forma nio
classica, em nossa amostra, permanece ainda com fre-
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quiéncia alta (23%) de alelos sem muta¢oes identifi-
cadas (29). Nenhum paciente portador de forma nio
clissica e¢ com valor da 170HP pds-ACTH
<17ng/mL teve seu gendtipo definido. Em outros
estudos populacionais, onde significante nimero de
pacientes com a forma ndo classica foi estudado, esta
forma clinica também apresenta porcentagem alta de
alelos sem muta¢Oes identificadas. Estes dados su-
gerem que o atual critério diagnoéstico desta forma
clinica, 17OHP >10ng/mL, possa estar superestiman-
do o seu diagnostico (30).
Para investigar esta possibilidade, foi realizado
o estudo de 59 heterozigotos obrigatérios quanto a
presenga de manifestagdes hiperandrogénicas, va-
lores da 17OHP p6s-ACTH e pesquisa de mutagoes
no gene CYP21. Manifestagoes hiperandrogénicas
foram encontradas em 10% dos heterozigotos, em
freqiiéncia semelhante a da popula¢do normal. Iden-
tificamos dois individuos sem manifesta¢des hiperan-
drogénicas ¢ com valores da 17OHP pé6s-ACTH de
11 e de 15ng/mL, os quais sio valores diagnodsticos
da forma nio classica da 21OH. Para afastar a possi-
bilidade de serem afetados pela forma nio classica
assintomatica, foi realizado o seqiienciamento do
gene CYP21 destes individuos, e confirmou-se a
presenga de apenas uma mutagdo em heterozigose,
Q318X e G424S, respectivamente. Observa-se que
existe uma superposi¢ao dos valores da 17OHP p6s-
ACTH entre os individuos heterozigotos para
mutagdes com severo comprometimento da ativi-
dade enzimatica e os portadores da forma nao cldssi-
a (31). Assim, como heterozigose para a 210H nio
causa manifestacdes hiperandrogénicas, sugerimos
que estes pacientes nio devem ser tratados com gli-
cocorticoide. O estudo molecular do gene CYP2I
estd indicado para se diferenciar heterozigose de
forma ndo cldssica da 210H nos individuos com
manifestagoes hiperandrogénicas ¢ com valores da
170OHP p6s-ACTH entre 10 e 17ng/mL.

Correlagdo do Genétipo com Fendtipo

Os estudos de mutagénese 7 vitro permitiram quan-
tificar a redugdo da atividade enzimatica conferida por
cada mutag¢do (19,32) e sua correlagio com as dife-
rentes formas clinicas da doenga. Speiser e cols. (20)
dividiram as mutagdes em trés grupos de acordo com
a gravidade do comprometimento da atividade enzi-
matica e correlacionaram com as diferentes formas cli-
nicas. O grupo A (severo comprometimento) incluiu
mutagdes com atividade enzimdtica ausente ou mini-
ma. O grupo B (moderado comprometimento) incluiu
a mutagdo I172N que confere entre 3 a 7% de ativi-
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dade enzimatica. O grupo C (leve comprometimento)
incluiu as muta¢oes P30L e V281L, as quais conferem
atividade enzimatica > 18%.

A HAC-210H ¢ uma doen¢a com heranga
autossOmica recessiva causada por varias mutagoes que
estdo presentes com freqiiéncia alta na populagdo. Por
este motivo, os individuos afetados apresentam geral-
mente mutagoes diferentes em cada um dos alelos (he-
terozigotos compostos) € uma minoria sio homozigo-
tos para uma mutagao. A forma clinica no heterozigo-
to composto é conferida pelo alelo com maior atividade
enzimdtica. Assim, individuos com o gendtipo seve-
ro/severo apresentam, principalmente, a forma perde-
dora de sal, com os gendtipos severo/moderado e
moderado/moderado apresentam, principalmente, a
forma virilizante simples e os com os genoétipos seve-
ro/leve, moderado/leve e leve/leve apresentam, prin-
cipalmente, a forma nio classica.

Existe boa correlagio do gendtipo com o
fendtipo. Em amostra de 93 pacientes com deficiéncia
da 21-hidroxilase foi observado 62% de correlagio do
genotipo severo/severo com a forma perdedora de sal.
Isto porque 60% dos pacientes deste grupo possuiam a
mutag¢do 12 splice em pelo menos um alelo. Estudos
vitro da mutagdo do 12 splice demonstram splicing alte-
rnativos resultando em niveis variados de 21-hidroxilase
normal, o que explicaria sua associagio também com a
forma virilizante simples (19). Houve 96% de correlagio
dos genétipos severo/moderado e moderado/modera-
do com a forma virilizante simples e 88% de correlagio
dos genotipos severo/leve, moderado/leve e leve/leve
com a forma nio clissica. Estas correla¢cdes também
ocorreram de forma estatisticamente significativa com
os valores hormonais basais da 17OH-progesterona e da
testosterona, os quais se traduziram no grau de viriliza-
¢do da genitdlia externa (25).

Estudos de correlagio do gendtipo com o
fenoétipo (20,21,33) verificaram que nem sempre ocorre
a associagao esperada. Os fatores que podem ser respon-
saveis por esta disparidade sdo a presenca de mutagoes
raras no mesmo alelo, bem como atividade de 21-
hidroxilagao extra-adrenal mediada por outras enzimas
além da P450c21. Outros fatores que podem ser
responsdveis por esta auséncia de correlagio ¢ que
devem ser estudados sio anormalidades em regioes pro-
motoras e regulatorias do gene CYP21, atividade de
fatores de transcri¢do e de proteinas transportadoras.

A deficiéncia da 21-hidroxilase é uma doenga
que apresenta um complexo mecanismo molecular,
por apresentar um gene ativo e um pseudogene alta-
mente homologos, localizados em uma regiao de
genes duplicados que favorece eventos mutagénicos.
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Entretanto, apresenta bem elucidado seu mecanismo
fisiologico e os conhecimentos de biologia molecular
num futuro préximo poderdo ser direcionados para a
terapia génica. J4 foi realizado estudo com terapia
génica em camundongos com completa auséncia da
atividade da 21-hidroxilase e esta possibilitou restau-
ra¢do da capacidade de secregio de cortisol durante 40
dias (34). Mas, até o momento, na pratica clinica s3o
consolidadas as seguintes aplicagdes do estudo mole-
cular do gene CYP21I: 1) aconselhamento genético; 2)
diagnoéstico pré-natal das gestagdes de risco para a
forma classica; 3) na diferencia¢io entre heterozigose
de forma n3o classica da 21-hidroxilase; 4) em parceiro
de paciente com as diferentes formas clinicas para se
determinar a probabilidade de terem filhos afetados
com a forma classica.

Diagnédstico Prenatal
A principal complicagio da HAC-210H ¢ a virilizagio
intra-atero da genitalia externa de fetos femininos afe-
tados. O diagnostico pré-natal vem sendo utilizado ha
duas décadas em gestagdes de risco, isto é, de mies
que ja possuem uma crianga com a forma cldssica da
deficiéncia da 21-hidroxilase, com o objetivo de insti-
tuir a terapéutica a fim de suprimir a adrenal fetal ¢ evi-
tar a virilizagao da genitalia externa em fetos femininos
afetados. Inicialmente o diagndéstico pré-natal foi rea-
lizado através de determinag¢des da 17OH-proges-
terona ou da tipagem do HLA a partir da 15® semana
de gestag¢io (35,36). Entretanto estas metodologias
ocasionalmente forneciam resultados falso negativos,
nas formas clinicas de menor gravidade quando se uti-
lizava a dosagem hormonal (37) ou mesmo na
tipagem do HLA por eventos de recombinag¢io intra-
HILA. O inconveniente destes testes que utilizam a
amniocentese é que sio realizados tardiamente,
somente a partir da 15 semana de gestagdo, quando
ja pode ter ocorrido a viriliza¢io da genitdlia externa.

O aprimoramento das técnicas de identifica¢io
das mutacoes responsdveis pela deficiéncia da 21-
hidroxilase associado a metodologia de bidpsia de vilo
coribnico permitiu sua aplicagdo clinica em testes de
diagnoéstico pré-natal, melhorando a sensibilidade e
precocidade diagndstica. A extragio de DNA obtido
de tecido de vilo coriénico possibilitou o diagnéstico
genético a partir da 10? semana de gesta¢io, tornando
possivel a intervengdo terapéutica. Como a diferenci-
acdo da genitdlia pode iniciar-se antes da 10* semana
de gestagio, o tratamento deve ser iniciado assim que
s¢ confirmar a gestagio (4 a 5 semana).

O protocolo de tratamento pré-natal seguido
mundialmente consiste em orientar as maes de risco
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para procurar o médico com uma a duas semanas de
atraso menstrual. Apds a confirmagao da gesta¢do, pelo
BhCG positivo, deve ser iniciada a terapia com dexame-
tasona, na dose de 20pg/Kg/dia, dividida em trés
vezes. A partir da 10 a 12? semana de gestagio realiza-
s¢ a bidpsia de vilo corionico para anilise da determi-
nag¢io do sexo e estudo dos genes CYP21. Em caso de
sexo masculino nio hd risco de problemas na genitilia e
a terapia deve ser suspensa. Em caso de sexo feminino
prossegue-se o tratamento ¢ o estudo para determi-
nag¢do no feto das mutagodes presentes no caso index. Se
o feto apresentar mutagdoes em ambos alelos deve-se
continuar a terapéutica até o nascimento, caso contrario
o tratamento ¢ interrompido. Durante a gestagio a
supressao adrenal fetal deve ser avaliada periodicamente
com dosagens de estriol urinario. Em caso de feto mas-
culino sugere-se também a investiga¢io das mutagdes, o
que possibilitaria o inicio da terapéutica de reposigio,
nos casos afetados, logo ap6s o nascimento, podendo-se
evitar a crise de perda de sal. A figura 4 apresenta o dia-
grama da conduta diagnéstica ¢ terapéutica em ges-
tagdes de risco para a HAC -210H.

A vantagem do diagndstico através do estudo
de vilosidade coribnica ¢ a sua precocidade, o que per-
mite interromper precocemente a exposi¢ao da mae a
dexametasona em caso do feto nio afetado. Speiser e
cols. (38), estudando 24 gestagdes de risco com técni-
cas gene-especificas como Southern blotting, PCR e
hibridag¢io alelo-especifico para as 9 muta¢des de pon-
to mais freqiientes, demonstraram serem estes méto-
dos bastante eficientes, pois foram detectadas muta-
¢oes em 95% dos cromossomos estudados com uma
eficacia de 96% confirmada em exame pods-natal. Erro
com o diagnéstico molecular ocorreu em 5%. Este erro

Aconselhamento genético

hCG +
Dexa 20 pg /kg/dia = 3 doses

Biopsia de vilo

Atraso menstrual
42.- 52 semana

102 - 122 semana
ou

151 somana [ Ammogentese ] > 453K 48, XY
L (SRY-) (SRY+)
Estudo do gene o 4
CYP21 Parar a
Dexa
V' =
Néo afetada Afet*ada

Manter dexa até o final da gestagdo
¥

Confirmacédo neonatal da HAC-210H
v
Medida da 17OHP em 48 a 72 horas de vida
Confirmacédo das mutacdes no DNA do recém-nascido

v
Parar a Dexa

Ao nascimento

Figura 4. Diagrama da conduta diagndstica e terapéutica
em gestacdes de risco para a HAC -210H.
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pode ser decorrente de cross-contaminagiao das amos-
tras se ndo for realizado rigoroso controle na execug¢io
da reago. Também pode ocorrer falha de amplificagio
de um alelo (allelic dropout) normal ou mutante
durante a PCR. Para minimizar este problema, o estu-
do de microssatélites altamente polimérficos que flan-
queiam o gene da 21-hidroxilase tem sido utilizado no
diagnoéstico pré-natal em adjunto ao estudo molecular
do gene CYP21 (39).

Aproximadamente 70% das meninas tratadas
pré-natalmente nascem com genitdlia externa normal
ou ligeiramente virilizada, nio necessitando de cirurgia
plastica. S3o descritas falhas da terapia, através de
meninas que nasceram mais virilizadas necessitando de
corregao cirurgica. As causas que poderiam contribuir
para a falha da terapéutica pré-natal sio: 1) inicio tar-
dio da terapia; 2) dose inadequada de dexametasona;
3) interrupg¢io da terapia no meio da gestagio; 4) nao
aderéncia; 5) passagem transplacentiria do glicocor-
ticoide, que pode ser influenciada pela sua afinidade
pela transcortina; ¢ 6) a fun¢io esteroidogénica adre-
nal fetal pode nao ser regulada somente pelo ACTH
em fases precoces da gestagao.

Nio é referida na literatura a presenga de com-
plicagoes fetais decorrentes do tratamento com de-
xametasona. A incidéncia de abortos espontincos foi
igual a da populagio geral. Da mesma forma nio
foram encontradas alteragoes nos parimetros antro-
pométricos (altura, peso e perimetro cefilico ao nasci-
mento); porém a maioria destas criangas ainda nio
alcangou a estatura final ou a idade puberal para con-
clusdes finais serem estabelecidas. E observada uma
freqiiéncia maior de abortos apds a bidpsia de vilo co-
rial, para evitar isto a bidpsia deve ser realizada apenas
por profissionais com experiéncia, entre a 10? ¢ 122
semana de gestagdo (22).

Com relagdao as mies, em geral a terapia é bem
tolerada sendo citadas complicagdes em 4 a 9% dos
casos. Ocorrem queixas de ganho excessivo de peso ape-
sar do uso de dieta hipocalérica e hipossddica. Também
sdo referidas estrias violdceas, crescimento de pélos em
rosto, hiperglicemia, hipertensao e ficies cushingdide. A
maioria dos efeitos colaterais desaparecem com a inter-
rupgao da terapia. O tratamento pré-natal deve ser con-
siderado apenas para as maes sadias e estas devem ser
cuidadosamente monitoradas quanto ao ganho de peso,
pressdo arterial ¢ a tolerancia a glicose (40).

No servico de Endocrinologia da FMUSP
foram acompanhadas 22 gestagdes de risco para a defi-
ciéncia da 21-hidroxilase, sendo que dentre elas ocor-
reu um aborto no primeiro trimestre nao relacionado
a biopsia de vilo, 21 gestagoes chegaram a termo. No
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momento do diagndstico da gestagio as mies inicia-
ram a terapéutica com dexametasona 20pg/kg/dia.
Duas delas apresentaram excessivo ganho de peso nos
primeiros 3 meses da gesta¢ao. Foi predito que em 11
gestagdes o feto era do sexo feminino, dentre elas trés
afetadas pela forma cléssica e foi mantida a terapia pré-
natal com dexametasona. Em todas o diagnéstico foi
confirmado apds o nascimento e as meninas nasceram
com genitdlia externa normal, mostrando a eficicia do
tratamento (41). Em 10 gestagoes foi predito que o
feto era do sexo masculino, sendo um afetado pela
forma perdedora de sal. A terapia pré-natal com de-
xametasona foi descontinuada e logo apds o nasci-
mento o diagndstico foi confirmado, possibilitando a
institui¢do da terapia com glico e mineralocorticéide
antes da crise de perda de sal.

A terapéutica pré-natal ainda é controversa. Por
ser uma metodologia recente ainda n3o existem dados
com relagio a puberdade, estatura final e perfil psico-
l6gico das criangas submetidas ao tratamento. Somente
um entre 8 fetos serd uma menina afetada pela deficién-
cia da 21-hidroxilase, sendo assim, sete gestagdes serdo
submetidas desnecessariamente ao tratamento com de-
Xametasona, antes que seja determinado o sexo e o ge-
notipo. Por outro lado, a terapia é importante porque
permite a ocorréncia de uma genitilia externa normal
evitando ou diminuindo o trauma cirdrgico, evitando
erros de atribui¢do do sexo ao nascimento e ainda por
evitar a agio excessiva de andrégenos no cérebro femi-
nino fetal, que poderia ser responsavel por um dimorfis-
mo sexual cerebral fetal. Dados da literatura referem que
meninas com deficiéncia da 21-hidroxilase se casam
menos, tém menos filhos, t¢ém menor interesse sexual e
maijor incidéncia de lesbianismo. Estas complicagdes
podem ser resultado do imprinting de andrégenos no
cérebro pré e/ou poés-natal, como também do trauma
cirtirgico da genitoplastia.

O consenso adotado hoje em dia é que os bene-
ficios da terapia pré-natal suplantam os riscos. Até que
estas criangas submetidas ao tratamento com dexa-
metasona pré-natal, afetadas ou nio, atinjam a idade
adulta e possam ser tomadas conclusdes definitivas,
este tratamento deve ser empregado apenas em hospi-
tais-escola. As mies devem ser informadas sobre os
potenciais riscos da terapia e também quanto a possi-
bilidade da falta de beneficios.

Hiperplasia Congénita de Adrenal por
Deficiéncia de 11B-Hidroxilase

A deficiéncia da 11p-hidroxilase (11B-OH) foi
primeiramente relatada por Eberlein e Bongiovani em
1955. Na maioria dos paises corresponde a no maximo
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5% dos casos de hiperplasia congénita da adrenal, com
freqiiéncia em torno de 1:100.000 nascimentos (42).
No entanto, em populagdes com alto grau de endo-
gamia uma freqiiéncia maior ¢ registrada: 1:30-40.000
em Israel, 1:5-7.000 em judeus provenientes do Mar-
rocos (43) ¢ pode chegar a mais de 25% dos casos de
HCA na Aribia Saudita (44).

Na deficiéncia de 11p-OH, além dos sinais de
hiperandrogenismo, um sinal clinico importante é a
hipertensdo arterial com alcalose hipercalémica devida
ao excesso de produ¢io de deoxicorticosterona
(DOC), o que a distingue da deficiéncia da 21-OH.
Entretanto a hipertensio arterial pode ou ndo estar pre-
sente ¢ é observada em 30-60% dos casos (42,43). A
hipertensao, muitas vezes, s6 se manifesta nas fases mais
tardias da infincia ou adolescéncia e ¢ atribuida ao
excesso de DOC. A perda de sal na deficiéncia de 11§-
OH pode ocorrer na infincia, quando os niveis de
DOC ainda sao relativamente baixos e hd maior vulne-
rabilidade a perda de sal. A perda de sal também pode
ocorrer ap6s o tratamento com glicocorticéides, que
suprimem a DOC. O diagnéstico da forma classica da
deficiéncia da 11B-OH ¢ feito pela constatagio de
niveis basais elevados de trés hormonios principais: 11-
deoxicortisol sérico, DOC e da substincia S-tetra-
hidro-urindria (THS). Em alguns casos ocorre a defi-
ciéncia da 11B-OH denominada ndo clissica ou parcial.
Esta é uma etiologia relativamente incomum. Entre-
tanto, a sutileza com que esta variante se manifesta e as
dificuldades associadas com o seu diagnéstico podem
retardar sua identifica¢do e resultar em uma redugio
significante na estatura adulta se ndo tratada precoce-
mente com reposi¢io hormonal. O diagnoéstico da
forma nio classica da deficiéncia da 118-OH ¢ baseado
em elevagio do 11-desoxicortisol em pelo menos 3
vezes os valores maximos obtidos pelo percentil 95% da
populagio ap6s estimulo com ACTH exdgeno.

Genética Molecular
A enzima 118-OH ¢ uma das enzimas da familia do
citocromo P-450 chamada CYP11. Em humanos héd 2
isoenzimas, uma responsavel pela sintese de cortisol e
outra pela aldosterona. A CYP11BI1 catalisa a conver-
sdo de 11-desoxicortisol a cortisol na camada fascicu-
lada, demonstrada em estudos de cultura de células e
por hibridiza¢do in situ (45), a CYP11B2, por sua vez,
age na conversao de desoxicorticosterona (DOC) a
corticosterona, 18-hidroxicorticosterona e aldosterona
na camada glomerulosa (46-49).

Mutagoes no gene CYPIIBI, que codifica a
enzima 11f-hidroxilase (113-OH), causam HCA, ao
passo que as mutagdes no gene CYPI1IB2, que codifi-
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ca a enzima CYP11B2, sdo as causas da deficiéncia de
corticosterona metil oxidase ou deficiéncia da aldos-
terona sintase. Por outro lado, a sindrome conhecida
como hiperaldosteronismo supressivel por glicocor-
ticéides ¢ resultado de uma recombinagdo intergénica,
justapondo-se o promotor do CYP1IBI com seqiién-
cias codificadoras do CYPIIB2 formando um gene
hibrido (50,51). Neste processo o gameta resultante
apresenta o gene hibrido CYPI1B1/CYP11B2 inter-
calado aos genes CYPI1B2 e CYPI1BI. Nesses casos
uma questio que se levanta é porqué um alelo que
possui trés cOpias génicas, duas delas com estrutura
molecular inalterada, estaria produzindo um fenétipo
alterado devido a uma cépia génica quimérica. O
gameta com dele¢io no locus de CYPIIB, gerado
como produto reciproco no processo de cruzamento
desigual, produzindo o hibrido CYPI11B2/CYPI11BI
deve produzir a deficiéncia de 118-OH (52,53). Ape-
nas recentemente foram descritos dois pacientes com
deficiéncia de 11B-OH apresentando deleg¢oes com a
forma¢io de genes quiméricos deste tipo (54,55).
Mutagoes deletérias no gene CYPIIBI, entretanto,
sdo encontradas nas andlises de DNA de pacientes com
deficiéncia de 11B-OH e sio correlacionadas com
alteragdes em residuos importantes para a atividade
enzimatica ou com interrupgdes da transcri¢dio normal
do gene gerando mRNA alterados e, conseqiiente-
mente, proteinas truncadas (52,56-62).

Algumas mutagoes sdo recorrentes, principal-
mente, em certos grupos étnicos com alto grau de
endogamia (judeus iranianos e marroquinos), o que
sugere um forte efeito fundador na origem e irradiagio
dos alelos mutantes (63). No Brasil a mutagio Q356X
foi a primeira a ser descrita em um paciente da raga
negra (64). Posteriormente, a mesma mutagio foi
encontrada em outros cinco pacientes brasileiros
negros nao relacionados indicando um possivel efeito
fundador nesse grupo étnico na populagio brasileira
(65). A mutagio Q356X havia sido anteriormente
descrita em pacientes americanos de origem africana
(52,66). A tabela 4 resume as principais mutagoes
descritas e suas provaveis agdes na transcri¢io e agio
catalitica da enzima.

Curiosamente, 15/36 das muta¢oes deletérias
para a hidroxilagao em cl11 da 11B-OH estio situadas
entre os exons 6-8 (52), formando um cluster de
mutagoes no gene CYPI11BI. Duas possibilidades tém
sido levantadas para explicar essa concentragao:
mutagdes nessas regioes aconteceriam com a mesma
freqiiéncia que no resto dos exons, porém teriam
maior probabilidade de serem deletérias na atividade
enzimatica, ou a regidao do cluster representaria uma

465



Bases Moleculares da HAC
Mello et al.

Tabela 4. Mutagcdes mais freqlientes no gene CYP11B1, localiza¢cdo e atividade enzimdtica.

Mutacdo Tipo de Mutagdo Efeito na Proteina Referéncia
Q19X exon 1 nonsense: gCaa—Taa proteina tfruncada n&o funcional 66
A 32 exon 1 frameshift: delecdo 1 bp- proteina anémala ndo funcional 52
P42S exon 1 missense: gCcc—Tcc reducdo atividade enzimdatica (37%) 58
A 105-114 exon 2 frameshift: delecdo 28bp proteina anémala ndo funcional
W116X exon 2 nonsense: t1Gg—tAg proteina tfruncada n&o funcional 58
i121 exon 2 frameshift: inser¢&o Sbp- proteina anémala ndo funcional 59
V129M exon2 missense: Gtg—Atg atividade enzimdatica nula 61
N133H exon3 missense: Aat—Cat redugdo atividade enzimdtica (15%) 72
K174X exon3 nonsense: Aag—Tag proteina tfruncada n&o funcional 52
W247X exon 4 nonsense: tGg—tAg proteina truncada ndo funcional 61
G267R exon 4 missense: cGgc—Cgc alteragcdo do sitio de splicing 70
G267S exon 4 missense: cGgc—Agc alteragcdo do sitio de splicing 69
G267D exon & missense: gGc—gAc alteracdo do sitio de splicing 70
T318M exon 5 missense: aCg—aTlg alfera sitio de fransferéncia de
T318R exon & missense: aCg—aGg préton nas hidroxilagdes em c11 52
T318T exon 5 missense: acG—acC 66

68

T319M exon 6 missense: aCg—alg reducdo atividade enzimdtica (17%) 72

A331V exon 6 missense: gCt—gTt atividade enzimdatica nula 61

Q338X exonb nonsense: Cag—Tag proteina truncada ndo funcional 52

Q356X exon 6 nonsense; Cag—Tag proteina tfruncada n&o funcional 52,66,64

E371G exon 6 missense: gAg—gGg altera interagdo com a proteina 61
oxi-redutora adrenodoxina

R374Q exon 6 missense: cGg—CAg alfera sitio de ligagdo & adrenofoxina 52
(proteina oxi-redutora de P450c11)

R384Q exon 7 missense: cGa—CcAa altera sitio de ligagdo ao substrato 52
(11-desoxicortisol)

R384G exon 7 missense: Cga—Gga altera sitio de ligagdo ao substrato 60
(11-desoxicortisol)

i394 exon 7 frameshift: insercdo 2b proteina anémala ndo funcional 57

i404 exon 8 frameshift: insercdo 1 bp proteina tfruncada ndo funcional 71

Y423X exon 8 nonsense; tfaTa—taG proteina tfruncada ndo funcional 72

R427H exon 8 missense: cGc—CcAc altera ligacdo ao grupo heme 70

V441G exon 8 missense: gTg—gGg altera estrutura secunddria da regido 52
de ligacdo ao grupo heme

R448H exon 8 missense: cGCc—CAC altera sitio de ligagcdo ao ferro do 56
grupo ndo protéico heme.

R448C exon 8 missence: Cgc—Tgc atividade enzimdtica nula 61

i464 exon 8 insercdo ctg inframe proteina andémala ndo funcional 61

C494F exon 9 missense: tGc—tTc envolvida com a fransferéncia 70

de elétrons para o grupo heme

area hot-spot no gene de CYP11B1, estando por algu-
ma razdo mais susceptivel a mutagdes. Na verdade,
quatro das oito muta¢bes pontuais mais freqiientes
(T318M, R374Q, R384Q ¢ R448H) sio transi¢des
CpG=TpG, sendo este o grupo de transi¢des mais co-
muns nos eventos de mutagoes pontuais do genoma
humano (67). Sugestivamente, 49% (23/49) dos
dinucleotidios CpG das regides codificadoras de
CYP11BI estao dentro da regiao que engloba os exon
6 ao 8. Se comparado ao genoma, em geral, que apre-
senta 1,5% de CpG (67), a regido do cluster de mu-
tagoes de CYPI1BI apresenta uma porcentagem duas
vezes maior (~3%) dessa composi¢iao nucleotidica, sug-
erindo que a alta taxa mutacional nessa regido possa ser
devida a uma area hot-spot (52). No entanto, o fato da
regido entre os exons 6—8 codificar dominios impor-
tantes para a agdo enzimdtica, como o de liga¢io ao
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substrato a adrenodoxina, entre os codons 362-367, ¢
o de liga¢io ao grupo heme, entre os codons 443-463,
refor¢a a primeira hipétese.

Outra caracteristica interessante que se observa
nesse quadro de mutagdes é a ocorréncia de vdrias
mutagoes em um mesmo codon. Os codons 384 ¢
448, por exemplo, apresentam duas mutagdes dife-
rentes, respectivamente. Outros dois codons que pare-
cem ser alvos de multiplas mutagdes sao os codons 267
¢ 318 que, coincidentemente, fazem parte da seqiién-
cia consenso doadora de splicing, dos exons 4 ¢ 5,
respectivamente. Portanto, a expressio biologica de
mutagoes nestes codons se deve mais a um processo de
splicing anémalo do que a uma altera¢io na atividade
enzimatica causada por uma troca de aminoacido. Esta
afirmagdo encontra respaldo em um trabalho publica-
do recentemente, no qual foi demonstrado que uma
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mutag¢io conservativa no codon 318 (T(ACG) a
T(ACC)) provocou a elimina¢io dos exons 3-7 no
mRNA isolado da glindula adrenal da paciente (68).
Num estudo realizado no Brasil foi identificada uma
terceira mutagao no codon 267, que troca uma glicina
por serina (69). O c6don 267 é formado pelo Gltimo
nucleotideo do éxon 4 e pelos dois primeiros
nucleotideos do éxon 5. Portanto, duas mutagdes,
G267S e G267R, resultam, respectivamente, da troca
de G—A e G—C no tltimo nucleotideo do éxon 4.
Por outro lado, a mutagio G267D ocorre no primeiro
nucleotideo do éxon 5. Desta forma, além de provo-
carem a troca do aminodcido, ocorrem na seqiiéncia
consenso do sitio doador e aceptor de splice do intron
4 e podem afetar o processo para a formagio do
RNAm (70). Uma nova muta¢io foi encontrada em
uma paciente de origem arabe no Brasil. Trata-se da
inser¢ao de uma citosina no éxon 8; isto faz com que
o quadro de leitura para a sintese protéica sofra um
deslocamento, a arginina do cédon 404 ¢é substituida
por uma prolina e na posi¢io 421 aparece um c6don
de terminagio (71). Considera-se que a proteina pro-
duzida a partir do gene mutado seja andmala ¢ tenha,
portanto, sua atividade enzimatica comprometida.

Hiperplasia Adrenal Congénita por Deficiéncia
de 17-Hidroxilase/17,20 liase

A deficiéncia de 17-hidroxilase (D170OH) foi descrita
pela primeira vez em 1966 (73). A paciente com 27
anos, cariétipo 46XX, apresentava auséncia de desen-
volvimento puberal e hipertensio arterial, com niveis
diminuidos de cortisol, aldosterona e potassio. Con-
siderada uma doen¢a muito rara, a D170H ¢é comu-
mente reportada na literatura através de casos isolados.
Sua incidéncia estimada ¢ de 1:50.000 (74), provavel-
mente, 1% de todos os casos de hiperplasia adrenal
congénita (HAC). O bloqueio enzimdtico da 17-
hidroxilase impede a produgio de cortisol pela zona
fasciculada adrenal e o conseqliente aumento do
ACTH estimula a hipersecre¢io dos precursores ime-
diatos ao bloqueio enzimaitico, como progesterona,
desoxicorticosterona (DOC) e corticosterona (B) e,
também, de esterdides com secre¢ido geralmente limi-
tada como 180OH-B, 18OH-DOC e 19-nor-DOC)
(75). A agdo mineralocorticéide exercida pela DOC ¢
responsavel pelos achados clinicos de hipertensio e
hipocalemia, na presenca de supressio do sistema reni-
na-angiotensina-aldosterona. A deficiéncia dos es-
teréides gonadais, por sua vez, determina a auséncia de
desenvolvimento dos caracteres sexuais secunddrios no
paciente 46XX ou presenc¢a de pseudohemafroditismo
masculino. Alguns aspectos relacionados a fisiopatolo-
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gia da HAC por D170H ainda n3o estio totalmente
elucidados, como: 1) niveis elevados de aldosterona
em alguns pacientes japoneses (76); 2) os possiveis
casos de deficiéncia parcial da enzima, com genitdlia
ambigua, menarca, niveis pressoricos ou de potassio
dentro da normalidade; 3) definig¢do clinica e laborato-
rial da deficiéncia isolada de 17,20 liase (77); e 4) a
associagio de achados fortuitos como restos de tecido
adrenal em testiculo (78), mielolipoma (79), adenoma
adrenal (80), gonadas disgenéticas ¢ desenvolvimento
incompleto de ductos miillerianos (81).

Genética Molecular
Vinte anos apoés a descri¢io do primeiro paciente com
D170H, o gene CYPI7, constituido por 13kb, 8
exons e 7 introns, foi mapeado no cromossomo 10q24-
q25 (82) e, desde entio, o entendimento das bases
moleculares desta doenga, de heran¢a autossdbmica
recessiva, tem se intensificado. Trinta e nove mutagoes
que afetam o gene estrutural do citocromo P450c17
foram descritas na literatura (tabela 5). A maioria dessas
mutagdes (56%) constitui-se por substitui¢des simples
de bases, que promovem a troca de um aminoécido ou
introduzem um cédon de parada de transcri¢io do
RNAm. Doze delegoes que afetam o gene CYP17(31%
das mutagdes) promovem frameshift, com conseqiliente
expressio de uma proteina muito truncada. A maior
muta¢io descrita no gene CYPI7 é uma extensa de-
lecdo que acomete trés membros de uma mesma familia
italiana (83). A delegdo de 518 pb associada a inser¢do
de 469 pb de DNA nio humano acomete o exon II,
todo o intron II e parte do exon III. Dois outros
pacientes italianos apresentam homozigose para
delecao de 24 pb, excluindo os aminoacidos 70-77
(84). As demais mutagdes consistem em pequenas
duplicagdes e ainda, duas muta¢oes do tipo splice, que
substituem G —T no intron 2 (85) e G —A no intron
7 (86), afetando o sitio doador para o splice do RNAm.
O gene CYPI7 humano ¢ responsavel pela co-
dificagdo de uma tnica enzima - o citocromo P450¢c17,
que exerce atividades de 17-hidroxilagiao e 17,20 liase
nos tecidos adrenais ¢ gonadas. Os seus fatores de trans-
crigdo ainda nio foram totalmente elucidados. Basean-
do-se em estudos com roedores, possiveis sitios de inte-
ragio com o SF-1 e com alguns receptores nucleares
(COUP-TF, NGF-IB e fatores esteroidogénicos 1 ¢ 2)
(87), foram identificados na regiio promotora do gene
CYP17. Experimentos com células adrenais Y1 de
camundongo (88) demonstraram que as regioes
—235/-184 ¢ -184 /-104 desempenham papel essencial
na transcri¢io primdria do gene e na sua expressio
induzida por hormoénio, respectivamente. Estudos
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Tabela 5. Mutacdes no gene CYPI7.

N° de pacientes/ Exon/ Fungdo de 17-
N° Pais de origem Mutacoes Intron hidroxilagao Funcdo de 17,20 Referéncias
1 1 - Canadd Dup 4 pb (480) VI NS NS 102
2 1 - Japdo W17X | NS NS 103
3 1 -Japdo Del F (63 ou 54) | < 37% < 8% 104
4 1-Japdo Dup 7 pb (120) Il NS NS 105
5 2 - Guamanian  ST06P Il Zero Zero 106
6 3 - Itdlia Del 518pb + Ins 469 pb -1 Zero ? Zero ? 83
7 e@® 1-Canada (7) R239X e (8) P342T VeVl (7) Zero ? e (8) 40-45% (7) Zero ? e (8) 40-45% 76
@ e (0) 1-Suica (9) Q461X e (10) R496C Vil e VIl @ Tragos e (10) 10% (9 Tragcos e (10) 10 % 76
11 1 - Tail@ndia Del 9 pb (487 - 489) VI Zero Zero 107
12 2 - Japdo Del TG (300 e 301) Vv NS NS 108
(13) e (14) 1-Caucasiano  (13) Yé4S e (14) Dup 3pb (112) lell (13) 15% e (14) Tragos  ? 109
(7)e (15) 1 -Reino Unido (7) R239X e (15) E194X Vel (15) Zero ? (15) Zero ? 110
16 2 - Japdo H373L \Y| Zero Zero 111
17 1 - Alemanha R440H Vil Zero Zero 99
18 1 - Caucasiano  G90D | NS NS 100
19 1 - Japdo Del G (438) VIl Zero ? Zero ? 112
20 2 - Canadd RO6W I 4,1% 0.8% 113
21 1 -Japdo G_A (Intron 7) Intron VII Zero ? Zero ? 85
22 1 - Brasil R347H \ 65% < 5% 101
23 1 - Brasil R358Q \ 65% < 5% 101
24) e (25) 1 -Israel (24) Del T (46) e (25) F417C le Vi (24) Zero e (25) 26% (24) Zero e (25) 0,70% 114
2 e (26) 1-Japdo (2) W17X e (26) G_T (Intron2) leIntronll  (26) Zero ? (26) Zero ? 86
27 1-Japdo Del C (131) | Zero ? Zero ? 115
28 1-Japdo M1l | Zero Zero 116
29 1 - Turquia R35L | 38% 33% 84
30 2 - Itélia Del 24 bp | <1% <1% 84
@1 e @2) 1-Turquia (B1) N177D e (32) R496H e VI @B1) 10% e (32) 33% (31) 10% e (32) 20% 84
33 1 - Itélia Del 3 pb (330 ou 331) | <1% <1% 84
@) e @4 1-Japdo (3) Del 3pb (63 ou 54) e (34) Y329X le VI @) 10% e (34) < 1% @) 12% e 34) < 1% 84
(1) e (35) 1-China (17) Del 9pb (487-489) e (35) PAO9R VIl e VII (35) 2,9% (35) 4,9% 117
B6) e 37) 1-Japdo (36) Del T (243) e (37) R415C IV e VI (36) Zero e (37) 8% (36) Zero e (37) 10% 118
(16) e (38) 1 -Japdo (16) H373L e (38) Del T (247) VielV (38) Zero (38) Zero 119
39 2 - Itdlia F93C | 10% 10% 120

A numeracdo das mutagdes obedece d ordem cronolégica de publicagcdo em literatura indexada.

NS = Estudo de fungdo enzimdtica ndo realizado.

Zero ? (estudo de funcdo enzimdtica ndo realizado, provavel auséncia de atfividade).
As mutacdes numeradas entre parénteses indicam os casos de heterozigose composta.

recentes com células humanas adrenais NCI-H295A
comprovaram que os elementos Spl e Sp3 interagem
com a regido promotora do gene CYPI7, especifica-
mente nos sitios —227/-184, assim como as proteinas
NE-1C, atuam em sitios mais proximais (-178/-152 ¢
-107/-85), ambos exercendo papel essencial na trans-
cri¢io do gene, na espécie humana (87). Entretanto, até
o0 momento, ndo hd relato de muta¢io que afete a regido
promotora do gene CYPI7 e apresente, por con-
seguinte, expressao clinica de D170OH.

O citocromo P450cl7, codificado pelo gene
CYP17, se localiza no reticulo endoplasmitico liso. O
mesmo RNAm de 2.1kb se expressa tanto em adrenais
como em gonadas (89) e codifica uma proteina consti-
tuida por 508 aminoacidos, peso molecular de 57kd. Os
citocromos P-450 necessitam de ancoramento adequado
a membrana microssomal, ligagdo de substrato, oxigénio
¢ grupo heme, assim como transferéncia de elétrons, para
o exercicio adequado de suas fun¢des. A agio do citocro-
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mo P450c17 ¢ modulada por vérios fatores especificos:
1) o tipo de substrato disponivel, interfere diretamente
na eficiéncia de catdlise da enzima; 2) o tecido alvo e a
espécie animal; 3) a disponibilidade do citocromo b5 ¢
adrenodoxina redutase (90); ¢ 4) a transferéncia de
elétrons na presenga de fosforilagio (84).

A 17-hidroxilagio de pregnenolona e proges-
terona ¢é realizada com a mesma eficiéncia metabdlica
pelo citocromo P450c¢17. Entretanto, a quebra do car-
bono na posi¢io 17,20 ¢ 50 vezes mais eficiente para a
forma¢io de DHEA do que androstenediona, e
depende diretamente da a¢io do citocromo b5, como
foi demonstrado em estudos realizados em diferentes
tipos de células e organismos (91,92). O citocromo b5
atua como um cofator alostérico (91), ao contrario do
citocromo adrenodoxina redutase que atua por transfe-
réncia de elétrons. A presenga do citocromo b5 tem a
capacidade de aumentar em até 10 vezes a fung¢io de
17,20 liase, mas ainda mantém a preferéncia para
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metabolizagio da via 5 (93) que, por sua vez, tem
importincia vital na espécie humana, principalmente a
partir dos 8 anos de idade com a elevagio de DHEA e
inicio da adrenarca. O citocromo P450cl7 também
exerce 16-hidroxilagio em 10% do substrato proges-
terona (92) e a partir da pregnenolona, catalisa a for-
magio de l6-andieno, um precursor de ferormoénios
porcinos (94).

Zuber e cols. em 1986 expressaram, pela pri-
meira vez, o DNA complementar do citocromo
P450cl7 bovino, em células ndo esteroidogénicas de
rim de macaco (Cos 1) (95). Desde entdo, o estudo de
atividade cinética do P450c17 humano tem sido reali-
zado em células COS-1 (96), E.coli (93), nos micros-
somos extraidos de leveduras (91) ¢ em tecidos hu-
manos (81,92). Estes estudos permitem a comparagio
da atividade metabdlica exercida pelas proteinas mu-
tadas e pelo P450cl7 wild type humano, na presenca
de substratos especificos marcados com radiois6topos.
Existem trés diferentes tipos de déficit enzimatico
(tabela 5): 1) deficiéncia total de 17-hidroxilagdo e
17,20 liase; 2) deficiéncia parcial combinada de 17-
hidroxilagio e 17,20-liase; ou 3) deficiéncia isolada de
17,20 liase.

Estudos com quimica computacional permiti-
ram a criagio de um modelo grifico do P450cl7
humano, a partir da estrutura -BMP de bactéria (92).
A determinag¢io da estrutura tercidria da enzima, asso-
ciada aos estudos de cinética, tem possibilitado um
melhor entendimento de como as mutagoes afetam a
a¢do do citocromo P450c17. A regido carboxi terminal
da proteina é essencial para a liga¢io apropriada dos
substratos (94). Os tltimos 48 residuos formam parte
da cobertura do anel B, essencial para liga¢io heme.
Assim, as mutacoes 1,9 ¢ 11 (tabela 5) alteram a inte-
ra¢do do substrato com a enzima. As mutagoes 21 ¢ 26
promovem erro de splice durante o processo de trans-
crigdo do RNAm, com conseqiiente dele¢io completa
dos exons 2 ¢ 7, e introdugio de codons de parada pre-
maturos, imediatamente antes da regido de ligagio
heme. A muta¢io R440H (n. 17) ¢ a dele¢io de um G
na posi¢iao 438 (n. 19) sio destituidas de qualquer ati-
vidade enzimatica, devido o comprometimento do resi-
duo Cys na posi¢io 442, essencial na doagio do grupo
sulfidril para a ligagao heme. Os residuos localizados na
espiral B' e no anel B formam um "bolso" de ancora-
mento do substrato, de forma que as mutagdes n.
5,14,18 ¢ 20 (tabela 5) provavelmente envolvem a inte-
ra¢do de substrato como causa de déficit enzimatico.

Recentemente o servico de Endocrinologia da
Universidade Federal de Sio Paulo fez um inquérito
epidemioldgico em centros de referéncia médica do
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Brasil, abordando o niimero de pacientes afetados pelas
diversas formas de HAC. Avaliamos 30 pacientes
brasileiros com D170H, cujo diagnéstico laboratorial
foi devidamente confirmado através da elevagio dos
precursores DOC, B, 18OH-B ¢ 18OH-DOC, nos
tempos basais ¢ ap6ds estimulo com ACTH (cortrosina,
250ug EV). Observamos que a deficiéncia de 11f-
hidroxilase nio se mostrou mais prevalente do que a
D170H.(97) Dentre estes pacientes, analisamos do
ponto de vista molecular, 24 pacientes pertencentes a
20 familias (98). Este grupo apresenta mediana de
idade cronolodgica de 16,6 anos (variagao de 10,3 — 34
anos), quadro de hipertensao arterial com niveis médios
de pressio sistélica de 152 + 23 2mmHg ¢ de pressio
diastolica de 105 + 14mmHg, além de hipocalemia (3,1
+ 0,6mEq/1). Sete novas muta¢oes foram identificadas
(tabela 6) e nio se encontram descritas nos paises colo-
nizadores ou com histéria de imigra¢io para o Brasil.

O estudo da expressio dessas mutagdes, em
células COS-1 e leveduras W303B (98), demonstrou
total auséncia de atividade enzimadtica, com exce¢do da
mutagdo Y329D, que retém cerca de 5% de atividade
de 17-hidroxila¢do e 17,20 liase (tabela 6). Este acha-
do é compativel com o fendtipo apresentado pela
paciente, que desenvolveu caracteres sexuais
secunddrios espontinecos (Tanner V) e ciclos menstru-
ais irregulares. Dois pacientes brasileiros, homozigotos
para as mutagoes R347H (99) e R358Q (100), pos-
suem dados clinicos e achados laboratoriais com-
pativeis com deficiéncia isolada de 17,20-liase (101).
O estudo dessas mutagdes confirmou a presenga de
neutraliza¢io de cargas positivas nestes aminoacidos,
que comprometem a interagio dos elementos redox,
adrenodoxina redutase ¢ citocromo b5, com o citocro-
mo P40cl7 (90).

Hiperplasia Adrenal Congénita por

Deficiéncia da 3pHSD

A hiperplasia adrenal congénita decorrente da defi-
ciéncia da enzima 3f hidroxiesteréide desidrogenase
(3BHSD) é uma doenga autossOmica recessiva rara,
descrita em 1962 por Bongiovanni (121). O gene
3PHSD encontra-se no cromossomo 1pl3.1 (122) e
possui 4 exons, 3 introns ¢ uma regido 5' flanqueado-
ra. Os genes 3pHSD do tipo 1 (HSD3B1) e do tipo 2
(HSD3B2) sao os responsaveis pela codificagio das
isoenzimas 3bHSD do tipo 1 e do tipo 2, que pos-
suem 93,5% de homologia (122). A enzima 3HSD1
¢ expressa nos tecidos periféricos, principalmente na
pele, glindulas mamadrias ¢ na placenta ¢ a 3HSD2 ¢
expressa na adrenal, nos testiculos e ovario (123). A
enzima 3BHSDI1 tem uma afinidade 10 vezes maior
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Tabela 6. Mutacdes no gene CYPI17 em pacientes brasileiros .

n. Pacientes afetados / Mutacdes Exon/Intron Funcgéo 17- Func¢do 17,20
Hidroxilagdo Liase
11 WA406R Homozigoto VI Zero Zero
7 R362C Homozigoto \ Zero Zero
2 WA406R Heterozigoto VI Zero Zero
R362C Composto VI Zero Zero
1 WA406R Heterozigoto VI Zero Zero
MI1T Composto | NS NS
1 P428L Homozigoto VIII Detectavel Detectavel
1 Y329X* Homozigoto \ Zero ? Zero ?
1 Y329D Heterozigoto \ 5% 5%
AG/CG Splice # Composto Infron 2 Zero Zero
1 R347H Homozigoto \ 65% < 5%
1 R358Q Homozigoto \ 65% < 5%

NS = Estudo de funcdo enzimdtica ndo realizado

Zero ? (estudo de funcdo enzimdtica ndo realizado, provavel auséncia de atividade)
O codon de parada infroduzido & TAG, enquanto na mutacdo 34 é TAA.
# Mutacdo splice em regido aceptora (posicdo 2306).

pelo substrato do que a enzima 3HSD2 e pode ser
estimulada apds um aumento na secrecio de
gonadotrofina resultante de baixos niveis de
andrégenos circulantes (124,125). A enzima 3HSD
catalisa a conversdo dos A5 esterdides, tais como preg-
nenolona (Preg), 17-hidroxipregnenolona (17-Preg),
deidroepiandrostenediona (DHEA) ¢ androstenediol
(A5-diol) em seus respectivos A# esterdides, a proges-
terona (P), 17-hidroxiprogesterona (17-OHP),
androstenediona (A%-A) e testosterona (T) (123). Essa
atividade enzimitica é, portanto, de fundamental
importincia para a sintese de todas as classes de
esterdides ativos (progesterona, mineralocorticoides,
glicocorticéides, andrégenos e estrégenos). Em con-
traste com as alteragdes provocadas pela deficiéncia da
21-hidroxilase e da 11p-hidroxilase, em que a sintese
de esterdides estd prejudicada apenas no cértex adre-
nal, a deficiéncia da 3BHSD impede a sintese de
esterdides tanto na adrenal como nas godnadas
(124,126). Como a produg¢io de androgénios ¢ dimi-
nuida, fetos do sexo masculino tém desenvolvimento
incompleto da genitdlia externa com pseudo-her-
mafroditismo masculino, resultando em ambigiiidade
reconhecivel ao nascimento. Recém-nascidos do sexo
feminino, em geral, tém desenvolvimento normal da
genitdlia externa ou apresentam sinais de viriliza¢do
branda, como clitoromegalia, devido ao actmulo de
DHEA circulante ¢ sua conversio, na periferia, para
andrégenos mais potentes (124-126). Cerca de dois
ter¢os dos pacientes descritos com deficiéncia da
3BHSD sio 46 XY, pois os recém-nascidos do sexo
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feminino ndo apresentam alteragdes na genitdlia exter-
na ao nascimento, dificultando o diagnéstico (125).
Existem duas formas de HAC pela deficiéncia da
3BHSD: uma forma clissica, reconhecida ao nasci-
mento, que pode ou ndo apresentar perda de sal ¢ uma
forma nio clissica, de desenvolvimento mais tardio
(127-129), a qual se caracteriza pelo aparecimento de
pubarca precoce em criangas ¢ hirsutismo, acne, irre-
gularidades menstruais em mulheres adultas.

O diagndstico bioquimico da forma cldssica da
deficiéncia da 3HSD tem sido realizado com base
nas concentracdes elevadas dos esteréides A5 como
17-Preg ¢ DHEA e seus metabdlitos na urina e no
sangue (121). No entanto, as concentra¢des dos
esterdides A* também podem estar aumentadas
(125,127,130), provavelmente, devido a conversio
dos esterdides A5 em esterdides A* pela enzima
3BHSDI nos tecidos periféricos. O diagnéstico bio-
quimico da forma nio classica ainda apresenta difi-
culdades e os critérios mais aceitos eram os critérios
adotados por Pang e cols. (131). Estes critérios
baseavam-se em niveis de 17-Preg ¢ DHEA, apos
estimulo com ACTH exégeno, maiores ou iguais a
dois desvios padroes da média (= 1639ng/dL ¢ =
1818ng/dL, respectivamente) comparados a con-
troles com idade e estadio puberal semelhantes. As
relagdes 17-Preg/17-OHP e 17-Preg/cortisol (F),
ap6s estimulo com ACTH ex6geno, maiores ou
iguais a dois desvios padroes da média (= 6,4 ¢ = 52,
respectivamente), também auxiliavam no diagnéstico
da forma ndo cléssica. Entretanto, estudos de criangas
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com pubarca precoce e mulheres hirsutas, cujas
dosagens hormonais se enquadravam nos critérios
acima, ndo apresentavam altera¢des moleculares com-
pativeis com a doenga, sugerindo que esse critérios
nio distinguiam pacientes com ou sem mutag¢des no
gene HSD3B2. Estes autores (132) e outros estudos
recentes (133,134) tém demonstrado que os valores
da 17-Preg e da relagio 17-Preg/F, apds estimulo
com ACTH exégeno, muito acima de dois desvios
padroes da média tém sido os parimetros mais vali-
dos para o diagnoéstico da forma nao classica de HAC
por deficiéncia da 3HSD. Marui ¢ cols. (129), estu-
dando criangas que apresentavam pubarca precoce,
mostraram que as pacientes com mutagdo no gene
HSD3B2 apresentaram os niveis mais elevados de 17-
Preg e da relagio 17-Preg/F, apds estimulo com
ACTH, enquanto que houve sobreposi¢ao dos niveis
de DHEA e das relagdes 17-Preg/17-OHP e
DHEA /A%-A entre as pacientes com e sem mutagoes.
Esse trabalho sugere que a dosagem de 17-Preg e a
relagio 17-Preg/F, apds estimulo com ACTH, sio
parimetros importantes ¢ fundamentais para o diag-
nostico da forma ndo classica da deficiéncia da
3BHSD.

Mutagoes tém sido descritas no gene HSD3B2
em pacientes com a forma cldssica da deficiéncia da
3BHSD. Recentemente, também foram identificadas
mutagoes no gene HSD3B2 na forma nio classica da
doenga, em meninas com pubarca precoce (129). Até
hoje nao foi identificada nenhuma muta¢io no gene
HSD3BI (132). Assim como ocorre na deficiéncia da
21-hidroxilase, em que muta¢oes diferentes resultam
em uma grande heterogeneidade de manifestagoes
clinicas, 0 mesmo tem sido observado na deficiéncia
da 3BHSD (125,128). Geralmente, na forma cldssica
da 3BHSD com perda de sal, as mutagdes encon-
tradas sio mutagdes pontuais, em homozigose ou
heterozigose composta, como nonsense, trame-shift
ou missense, as quais abolem completamente a ativi-
dade da enzima 3HSD. Na forma classica sem perda
de sal, geralmente os pacientes estudados sio ho-
mozigotos ou heterozigotos compostos para mu-
tagoes missense, que mantém até 10% da atividade
enzimdtica quando esta é avaliada em estudos com
células transfectadas em cultura (125). Como tam-
bém se observa na 21-hidroxilase, uma atividade
enzimdtica minima ¢é suficiente para sintetizar aldos-
terona e evitar a perda de sal e, na maioria dos
pacientes, hd correlagio genotipo-fenodtipo. Entre-
tanto, existem excegoes a essa regra, por exemplo, em
pacientes que apresentam a forma nio perdedora de
sal foram identificadas mutagdes missense T259M

Arq Bras Endocrinol Metab vol 46 n° 4 Agosto 2002

em homozigose (129,135) cujo estudo funcional da
proteina mutada mostrou auséncia de atividade en-
zimdtica (125). Foi descrito (125), também, um
paciente com a forma nao perdedora de sal da defi-
ciéncia da 3BHSD, portadora da muta¢io em he-
terozigose composta 1L.236S / 867delG, em que o
estudo funcional revelou 100% de atividade enzi-
matica em células transfectadas com a mutagio mis-
sense 12368 e auséncia de atividade enzimdtica em
células contendo a mutagao frame-shift 867delG.

O efeito das mutagdes no gene HSD3B2 sobre
as proteinas codificadas e, conseqlientemente, sobre
o fenétipo da doenga depende da regido do gene em
que essa mutagdo ocorre (125;126,130,134, 136,
137). Mutagdes que ocorrem em dreas do gene con-
servadas em todas as espécies de mamiferos e verte-
brados sio mais deletérias. Exemplo disso siao as
mutacdes Y254D ¢ Y253N, as quais levam a perda
completa da atividade enzimdtica, pois o residuo
tirosina ¢ muito conservado entre as espécies e se
localiza no provavel sitio ativo da enzima, estando
envolvido na atividade isomerase desta. As mutacdes
Al0E, A10V e G15D alteram um aminoicido na
regido altamente conservada Gly-X-X-Gly-X-X-Gly
encontrada em todos os membros da superfamilia
3BHSD. No caso da muta¢io A10E, a alanina é con-
servada nos vertebrados e estd localizada no provavel
dominio ligante de NAD, sendo que sua substitui¢io
provoca auséncia de atividade enzimdtica na proteina
mutada. Mais recentemente, o trabalho de Moisan ¢
cols. (125) forneceu evidéncias de um novo meca-
nismo molecular para a deficiéncia da 3pHSD,
mostrando que algumas mutagoes, independente-
mente de sua localizagio no gene, provocam insta-
bilidade na proteina, levando a uma perda na ativi-
dade enzimitica. Estudos posteriores tém confirma-
do este achado (130,136,137). A tabela 7 mostra as
mutagoes descritas em pacientes com HAC por defi-
ciéncia da 3pHSD.

A fisiopatologia, os critérios hormonais ¢ a
ctiopatogenia da forma clissica da HAC por deficién-
cia da 3HSD estio, atualmente, bem demonstrados ¢
compreendidos. Porém, a forma nio cldssica, devido a
heterogeneidade das manifesta¢des clinicas e as dificul-
dades dos parimetros bioquimicos, necessita de mais
estudos para que estes parimetros sejam completa-
mente elucidados. O avango das técnicas de biologia
molecular tem possibilitado uma melhor compreensio
da forma ndo clissica da HAC por deficiéncia da
3pHSD, a medida que fornece um diagndéstico mais
definitivo e permite uma melhor avaliagio gendtipo-
fenotipo dessa doenga.
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Tabela 7. Correlacdo fendtipo-gendtipo das mutagcdes no gene HSD3B2 descritas em pacientes com HAC por deficiéncia
da 3BHSD.

Idade ao Fendtipo
Origem Caridtipo Alelos mutantes A.E. (%)* Ref.
diagnéstico PS/NPS GA PP PE
46 XX (O] ndo sim ndo WI171X/W171X o** 124
46 XY (O] sim ndo sim  186insC187 o** 124
W171X o**
Algeriana 46 XY Qo nascimento oS sim P222Q / P222Q 0 125
46 XX 1 més (O] sim
Francesa 46 XY ao nascimento (O] sim T259M 0 125
46 XX ao nascimento oS ndo 867delG 0
Sri-Lanka 46 XY ao nascimento PS sim 687del27 | 687del27 0 125
Sri-Lanka 46 XY ao nascimento PS sim 687del27 | 687del27 0 125
Americana 46 XY 1 semana PS sim E142K 0 126
W171X o**
Holandesa 46 XY ao nascimento PS sim Y253N 0 126
186insC187 o**
Franco- 46 XX 3 semanas PS ndo ndo sim AIOE / A1QE 0 136
Canadense
Franco- 46 XY 13 dias PS sim AI10E / A10E 0 136
Canadense
Taiwan 46 XY ao nascimento PS sim T259M / T259M 0 137
Algeriana 46 XY ao nascimento PS sim G18D / G15D 0 125
Espanhola/ 46 XY ao nascimento PS sim L108W 0.3 125
Portuguesa P186L 0.2
Japonesa 46 XY 3 meses PS sim L205P / L205P 0 125
46 XX 11 meses PS ndo
Japonesa 46 XY PS sim W308X / W308X o** 132
Japonesa 46 XY nr PS sim R249X / R249X 0 132
Japonesa 46 XY nr PS sim T259R / T259R 0 132
46 XX 2 semanas PS ndo
Mexico- 46 XY PS sim  ndo sim V248N o** 132
hispdnica R249X o**
Paquistanesa 46 XY PS sim 273 deltaAA / 273 o** 132
Chilena 46 XX 20 dias PS ndo E135X / E135X o** 132
Paquistanesa 46 XX 10 dias PS sim sim sim 318 delA o** 132
46 XY PS sim sim sim 273 delAA o**
Egipcia 46 XY 6 meses NPS sim ATOV / A0V 291 125
46 XY 4 meses NPS sim
Francesa 46 XY ao nascimento NPS sim P155L 0 125
46 XY ao nascimento NPS sim G294V 20,5
Francesa 46 XY ao nascimento NPS sim L236S 100 125
867delG o**
Turca 46 XY 4 anos NPS sim A245P | A245P 354 126
Brasileira 46 XX 31 anos NPS ndo ndo sim  A82T / A82T 7,6 128
46 XY ao nascimento NPS sim  ndo
46 XY ao nascimento NPS sim
Brasileira 46 XX 5 anos NPS ndo sim A82T / A82T 7,6 128
Brasileira 46 XX 7 anos NPS ndo sim P222H 0 129
46 XX 6,7 anos NPS ndo sim G129R 11,7
Brasileira 46 XX 7,8 anos NPS ndo sim T259M / T259M 0 129
Americana 46 XX 18 anos NPS ndo sim sim GI129R 11,7 133
46 XY 16 anos NPS sim sim sim  n6651 nr
Americana 46 XX puberdade NPS ndo ndo sim Y254D / ? 0 134
Brasileira 46 XX 31 anos NPS sim T259M / T259M 0 135
Paquistanesa 46 XY ao nascimento NPS sim L6F / L6F 6,5 137
Francesa 46 XY 20 meses NPS sim NT100S / N100S 2,8 125
nr 46 XY ao nascimento NPS sim  sim N100S 1.3 138
46 XY 2 anos NPS ndo 266deltaA
Escocesa 46 XY 5 anos NPS sim L173R / L173R 528 125
46 XX 2 anos NPS ndo

nr: ndo relatado; PS/ NPS: perdedor de sal/ ndo perdedor de sal; GA: genitdlia ambigua; PP: pubarca precoce; PE: puber-
dade espontdnea; A.E.*: atividade enzimdtica aparente em células intactas; **: atividade enzimdtica prevista; Ref.: refer-
éncia.
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