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_Resumo

A maioria dos doentes com hiperplasia suprarrenal congeénita (HSC) apre-
senta alteracdes moleculares no gene CYP21A2, o qual codifica a enzima
21-hidroxilase (21-OH). Os doentes com a forma classica de deficiéncia em
21-OH (21-OHD) apresentam a sintese de cortisol diminuida no cortex adre-
nal e, 0s casos mais graves, também apresentam deficiéncia de aldosterona.
As mulheres com 21-OHD grave apresentam excesso de andrdgenos desde
a sua vida fetal conduzindo a virilizagao dos 6rgaos genitais externos. Tanto
homens como mulheres com 21-OHD completa ndo sintetizam a aldosterona
e, consequentemente, logo apds o nascimento, podem desenvolver crises
de perda de sal se ndo forem corretamente diagnosticados e tratados. A 21-

OHD néo classica ¢é devida a deficiéncia parcial em 21-OH, os fenétipos clini-
cos sdo menos graves, as mulheres n&o apresentam virilizagao dos genitais
externos ao nascimento, e geralmente os sinais relativos a excesso de andro-
génios podem surgir durante a infancia ou até mais tarde (durante ou apos a
puberdade). Neste trabalho descrevem-se as alteragdes e 0s gendtipos mais
frequentes encontrados em doentes portugueses ndo adultos com 21-OHD.
As alteragbes mais frequentes encontradas na forma classica da HSC séo
€.293-13C> G, diferentes delecdes/quimeras/conversdes génicas do gene
CYP21A2 e ¢.518T> A, enquanto na 21-OHD nao-classica a variante ¢.844G>
T é a mais frequente. Estes resultados contribuem para um diagnéstico cor-
reto e uma melhor gestéo clinica dos doentes, para o seu aconselhamento
genético e para oferecer o diagnéstico pré-natal a casais com risco de ter fi-
Ihos afetados com a forma classica de 21-OHD.

_Abstract

Most of the patients with congenital adrenal hyperplasia (CAH) have mo-
lecular alterations in the CYP21A2 gene, which encodes the enzyme 21-

hydroxylase (21-OH). Patients with the classic form of 21-OH deficiency
(21-OHD) have the synthesis of cortisol impaired in the adrenal cortex and,
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the most severe cases also have aldosterone deficiency. Females with
severe 21-OHD, starting their fetal life have excess of androgens leading to
external genitalia virilization at birth. Both males and females with complete
21-OHD are not able to synthesize aldosterone, consequently soon after
birth may develop salt wasting crises if not correctly diagnosed and treated.
Non-classic 21-OHD is due to partial deficiency of 21-OH, the clinical phe-
notypes are less severe, females don’t present ambiguity of the external
genitalia at birth, usually signs of androgen excess may be present during
childhood or even later in life (during or after puberty). We present here the
most frequent alterations and genotypes found in non adult Portuguese pa-
tients with 21-OHD. The most frequent alterations found in the classic form
of CAH are ¢.293-13C>G, different CYP21A2 deletions/quimeras/gene con-
versions and ¢.518T>A, while in non-classic 21-OHD the variant ¢.844G>T is
the most frequent. These results contribute to a correct patient diagnosis,
to a better clinical care, genetic counseling and to offer pre-natal diagnosis
to couples at risk of having affected babies with the classic form of 21-OHD.

_Introdugéo

A hiperplasia suprarrenal congénita (HSC), embora possa ser
devida a deficiéncia de uma entre sete enzimas diferentes im-
plicadas na esteroidogénese, corresponde em 90 a 95% dos
casos a deficiéncia (parcial ou completa) em 21-hidroxilase
(D21-OH). A D21-OH tem como causa a existéncia de alte-
ragcbes patogénicas no gene CYP21A2. Clinicamente, de
acordo com as manifestacoes fenotipicas da HSC associada
a D21-0H, esta patologia é classificada em duas formas, tra-
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dicionalmente designadas por “forma classica” e “forma né&o
classica”. Ambas estao diretamente relacionadas tanto com
a atividade da 21-OH, como com a consequente ineficiéncia
de biossintese de cortisol e de aldosterona e com a acumula-
¢ado de androgénios suprarrenais. A forma cléssica, de acordo
com a gravidade dos sintomas subdivide-se em “Perdedora
de Sal” (PS) e em forma “Simplesmente Virilizante” (SV) (1.2),

A forma PS esta predominantemente associada a deficién-
cia completa em cortisol e em aldosterona pelo que 0s do-
entes (independentemente do sexo) geralmente manifestam,
entre a primeira e quarta semanas de vida, hipercalémia, hi-
ponatrémia, hiperrreninémia, hipoglicémia, letargia, recusa
alimentar e vémitos, podendo entrar em choque hipovolé-
mico. Os fetos do sexo feminino afetados, devido ao exces-
so de androgénios suprarrenais que ocorre desde a oitava
semana de gestagdo, apresentam predominantemente vi-
rilizagcdo dos 6rgaos genitais externos podendo exibir am-
biguidade sexual (com gravidade variavel) ou até genitais
externos aparentemente similares aos masculinos com crip-
torquidismo bilateral. Nos recém-nascidos do sexo masculi-
no, dada a auséncia de ambiguidade sexual, o diagndstico
podera ser mais tardio e, caso nao seja atempadamente dis-
ponibilizada assisténcia médica, esta deficiéncia completa
em 21-OH poderéa, em alguns casos, ser letal.

A forma SV em recém-nascidos 46,XX pode ser diagnostica-
da apds o nascimento até cerca dos dois anos devido essen-
cialmente a ambiguidade sexual ou a virilizagdo dos 6rgaos
genitais externos. A deficiéncia em 21-hidroxilase é parcial, s6
afeta a biossintese de cortisol, pelo que os niveis de aldoste-
rona sdo normais e consequentemente ndo ocorre perda de
sal. Nas criancas do sexo masculino o diagnéstico geralmente
ocorre entre 0s 2 e 4 anos devido a virilizagdo precoce. Ambos
0s sexos manifestam idade ¢ssea avancada até final da infan-
cia e pubarca precoce. Por seu lado, a forma nao classica (NC)
é caracterizada pelos individuos do sexo feminino apresenta-
rem androgenizagdo pronunciada durante a puberdade com
hirsutismo segundo o padrao masculino, podendo surgir pos-
teriormente amenorreia primaria ou secundaria e ovarios po-
liquisticos. A acne exuberante € comum a ambos 0s sexos,
assim como a puberdade precoce e a idade 6ssea avancada
culminando em baixa estatura na idade adulta. Nos rapazes
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o diagnostico clinico esté dificultado devido aos ja elevados

niveis de androgénios de origem testicular e algumas mulhe-
res, em que o fendtipo nao é tao pronunciado, também podem
nao chegar a ser diagnosticadas clinicamente (1),

O diagnéstico de HSC, para além de se basear nos sinais
e sintomas caracteristicos da doenca, deve ser confirma-
do pelo doseamento matinal (antes das 8 horas da manh@)
da 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) basal. Na forma classi-
ca a concentracdo da 17-OHP é superior a 100 ng/mL e na
nao classica varia de 2 a 100 ng/mL. Caso os valores sejam
duvidosos/borderline, deve ser realizado o teste de estimula-
cao com ACTH, continuando a forma classica a apresentar
valores superiores a 100 ng/mL enquanto que para a forma
nao classica podem variar entre 10 e 100 ng/mL, valores infe-
riores a 9,9 ng/mL correspondem provavelmente a individuos
nao afetados ou a heterozigoticos. Existindo duvidas quanto
a deficiéncia enzimatica associada a HSC é recomendada a
determinacéo do perfil adrenocortical completo a fim de con-
firmar qual a enzima que est4 a afetar a esteroidogénese (4.

A caracterizacao molecular do gene CYP21A2 em doentes
com HSC, para além de contribuir para identificar os genoti-
pos e estabelecer correlagdes com a gravidade da doenca,
tem permitido identificar o espectro de alteracdes e a fre-
quéncia com que as mesmas ocorrem. Dada a existéncia
do pseudogene CYP21A1P, caracterizado por possuir diver-
sas alteracOes que o tornam nao funcional, e por possuir
elevada homologia com o gene funcional CYP21A2 (ambos
localizados em 6p21.3) devido a fendmenos de recombina-
cao ilegitima (conversdes génicas e crossing over desigual),
as alteracOes patogénicas pontuais mais frequentes em
CYP21A2 também existem no pseudogene. Por outro lado,
as delecgdes, quimeras e conversbes génicas extensas que
afetam o CYP21A2 tornando-o ndo funcional so caracterfs-
ticas deste agrupamento génico.

_Objetivo

Apresentar o espectro das alteracées moleculares mais fre-
quentes, detetadas no gene CYP21A2 em doentes portugue-
ses (com idades inferiores a 18 anos) e associadas as trés
formas da HSC: PS, SV e NC.
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_Materiais e métodos

A anélise molecular do gene CYP21A2 foi efetuada usando
DNA genomico (obtido a partir de sangue periférico) e com-
preendeu a minisequenciacao para pesquisa direta de alte-
racoes conhecidas, amplificag@o enzimatica de DNA (PCR)
de longa distancia, PCR-nested, restricdo enzimatica, se-
quenciacgao ciclica de Sanger e MLPA (Multiplex ligation-
dependent probe amplification).

_Resultados e discussédo

Atendendo as alteragdes mais frequentes detetadas no con-
junto dos doentes analisados com cada uma das formas de
HSC (tabela 1) verifica-se que, relativamente aos alelos asso-
ciados a PS, a maioria possui alteracées com atividade enzi-
matica nula (66,4%, n=75).

Contudo, a alteragdo mais frequente, ¢.293-13C>G, é uma
alteracdo de splicing que ocorre no intrdo 2 e nem sempre
esta associada a perda de sal. Esta é também frequente em
doentes com a forma SV, tal como demonstram os genétipos
relativos aos doentes com PS ou com a forma SV presentes
na tabela 2. Esta alteragéo é particularmente dificil de inter-
pretar em contexto de diagnéstico pré-natal dado que, por
vezes, estd associada a uma atividade enzimatica conside-
rada moderada (~3%), sendo esta suficiente para que a bios-
sintese da aldosterona ndo seja significativamente afetada
pelo que, nestas condigdes, ndo causa perda de sal. No en-
tanto, esta sempre associada a forma classica da doenca.

No grupo dos alelos SV predomina a alteragcdo missense
¢.518T>A, p.(lle173Asn), a qual esta presente, em homozi-
gotia ou em heterozigotia composta, na grande maioria dos
gendtipos (tabela 2). Esta alteracao esta sempre associada
a forma classica sem perda de sal, correlacao concordante
com os dados da literatura internacional.

Quanto ao grupo dos alelos NC, a grande maioria (n=195,
86,7%), tal como seria de esperar, corresponde a alteracoes
suaves. Destaca-se a alteracédo ¢.844G>T p.Val282Leu, pre-
sente em 81,3% dos alelos, a qual é também a mais frequen-
te noutras populagdes caucasianas. Por outro lado, neste
grupo, verifica-se que 13% dos alelos (n=30) correspondem
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a alteragOes graves, as quais estao representadas nos gendé-
tipos mais frequentes dos respetivos doentes (tabela 2). Ou
seja, estes resultados demonstram que um numero signifi-
cativo de doentes que manifestam a forma menos grave da
HSC, possuem alelos graves (associados a uma atividade en-
zimatica nula ou moderada) pelo que, caso estes utentes pre-
tendam procriar, 0 seu conjuge devera ser também analisado
de forma a determinar o risco do casal ter descendéncia afe-
tada com a forma cléassica da doenca (PS ou SV).

Os resultados apresentados na tabela 2 para os doentes com a
forma NC permitem verificar que a correlacao genotipo/fenotipo
& concordante para 75,7% (n=87) dos doentes/gendtipos, ou
seja, nestes casos um dos alelos corresponde sempre a uma
alteracao suave, o que justifica a concordancia com o fendtipo.
Neste grupo existem ainda 28 doentes heterozigdticos para a al-
teracdo ¢.844G>T, p.Val282Leu, ndo se tendo detetado no outro
alelo qualquer alteragao patogénica. Embora nestes casos o ge-
notipo nao justifique plenamente o fendtipo (dado que se trata
de uma doenga autossémica recessiva), sabe-se que a altera-
cao ¢.844G>T possui um efeito dominante negativo, ou seja,
quando presente provavelmente impede que a 21-OH normal
(proveniente do alelo sem alteragdes) atue quantitativamente a
niveis normais, refletindo-se esta deficiéncia parcial nos sinais
de androgenizagao manifestados por algumas mulheres hetero-
zigbticas para a alteragdo em causa (5:6). Nestes casos, os do-
seamentos da 17-OHP geralmente n&o ultrapassam 9 ng/mL
apds o teste de estimulagdo com ACTH.

Evidencia-se ainda que a alteragdo ¢.*13G>A, localizada 13
nucledtidos apés o codao de terminacdo, embora no passa-
do néo fosse considerada patogénica, estudos in vitro recen-
tes revelaram que a mesma esta associada a uma atividade
enzimatica parcialmente diminuida devido a reducéo da ex-
pressdo génica, a qual esta relacionada com a diminuicao
da estabilidade do respetivo RNA. Estes estudos estdo con-
cordantes com o fenotipo de doentes que possuiam a altera-
cao em causa em heterozigotia composta ou em homozigotia
e apresentavam 17-OHP elevada, pubarca prematura, idade
6ssea avancada, acne e/ou hirsutismo (7). Assim, a alteragéo
¢.*13G>A deve ser considerada patogénica, embora associa-
da a um fendtipo suave da forma NC da HSC.
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Tabela 1: [ Compilagdo das oito alteragdes mais frequentes, com o respetivo nimero de alelos, detetadas no gene CYP21A2
em cada uma das formas de HSC.

PS SV NC
Alteragdo patogénica N el Natureza~ e Alteracdo patogénica P e Natureza~ e Alteracdo patogénica A e Natureza~ e
alelos alteracéo alelos alteracéo alelos alteracéo

€.293-13C>G 38 gm c.518T>A 33 m c.844G>T 183 S
¢.CDQ 35 g €.293-13C>G 9 gm €.293-13C>G 10 g
¢.923dupT 12 g ¢.923dupT 8 g ¢.CDQ 8 g
¢.955C>T 12 g ¢.CDQ 8 g c.518T>A 7 g
€.332_339del 6 g €.955C>T 5 [¢] ¢.1360C>T 7 S
¢.1069C>T 4 g C.844G>T 4 S ¢.955C>T 5 g
c.518T>A 4 g c.92C>T 3 S €.92C>T 3 s
¢.844G>T;1069C>T 2 g .1273G>A 3 m c.*13G>A 2 s

Total 113 Total 73 Total 225

CDQ = Alelo com atividade enzimatica nula com Conversdo/Delegao/Quimera envolvendo diversos exdes do gene CYP21A2. g = alteracdo grave associada
a atividade enzimatica nula e a forma PS; gm = alteragdo associada a atividade enzimatica que pode variar entre grave (<<1%) a moderada (<3%) tanto pode
estar associada a forma PS como a SV; m = alteragao associada a atividade enzimatica moderada (~3%) e a forma SV; s = alteragao suave predominantemente
associada a atividade enzimatica 210% e <75% e a forma NC. Atividades enziméaticas referidas tendo por substrato a 170HP, dados disponiveis em:
https://www.pharmvar.org/htdocs/archive/cyp21.htm; Sequéncia de referéncia NCBI: NM_000500.9

Tabela 2: [ Genétipos mais frequentes detetados em doentes com HSC relativamente a cada uma das formas da doenga.

Gendtipos mais frequentes Natureza da  N°doentes ~ Genotipo mais frequentes  Natureza da N° doentes  Genotipo mais frequentes  Natureza da ~ N° doentes

associados a forma PS alteragdo  com PS (n=32) associados a forma SV alteracdo  comVS(n=28)  associados a forma NC alteragdo  com NC (n=115)
¢.[293-13C>G];[293-13C>G] gm/gm 8 ¢.[518T>A[;[923dupT] m/g 7 c.[844G>T];[844G>T] s/s 60
¢.[293-13C>G];[CDQ] gm/g 7 C.[618T>A[;[518T>A] m/m 6 c.[844G>T];[=] s/n 28
¢.[293-13C>G];[955C>T] gm/g 5 ¢.[293-13C>G];[518T>A] gm/m 5 ¢.[293-13C>G];[844G>T] gm/s 7
¢.[CDQJ;[CDQ] g/9 4 c.[518T>A[;[844G>T] m/s 2 c.[518T>A];[844G>T] m/s 6
¢.[293-13C>G];[844G>T;1069C>T] gm/g 2 ¢.[293-13C>G];[293-13C>C] gm/gm 2 c.[844G>T];[CDQ] s/g 4
¢.[293-13C>G];[DQ.Ex1_3] gm/g 2 ¢.[518T>A];[955C>T] m/g 2 C.[844G>T];[955C>T] s/g 4
¢.[923dupT};[923dupT] 9/9 2 ¢.[5618T>A};[CDQ] m/g 2 ¢.[844G>T];[1360C>T] s/s 3
¢.[955C>T];[CDQ] 9/9 2 ¢.[955C>T];[CDQ] 9/9 2 ¢.[1360C>T];[=] s/n 3

CDQ = Alelo com atividade enzimatica nula com Conversdo/Delegao/Quimera envolvendo diversos exdes do gene CYP21A2. g = alteracdo grave associada
a atividade enzimatica nula e a forma PS; gm = alteracdo associada a atividade enzimatica que pode variar entre grave (<<1%) a moderada (<3%) tanto pode
estar associada a forma PS como a SV; m = alteragao associada a atividade enzimatica moderada (~3%) e a forma SV; s = alteragao suave predominantemente
associada a atividade enzimatica 210% e <75% e a forma NC. Atividades enziméaticas referidas tendo por substrato a 170HP, dados disponiveis em:
https://www.pharmvar.org/htdocs/archive/cyp21.htm; Sequéncia de referéncia NCBI: NM_000500.9
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_Conclusoes

No contexto do diagnéstico molecular, para que este se re-
flita na sua plenitude em beneficio dos doentes, os dados
clinicos/fenotipicos e hormonais sao indispensaveis para a
interpretacdo das alteragdes/gendtipos encontrados.

A deficiéncia em 21-OH esta frequentemente associada a
alelos com mais do que uma alterac@o patogénica em fase,
ou a alelos mais complexos, nomeadamente, conversdes gé-
nicas e delecdes/quimeras. Dado que este tipo de alteracoes
estdo predominantemente associados a atividades enzima-
ticas nulas, a sua completa caracterizacdo é indispenséavel
para o aconselhamento genético e requer geralmente o estu-
do dos progenitores dos casos index.

Os resultados obtidos, em particular a natureza das altera-
coes identificadas, assim como a caracterizacéo dos geno-
tipos dos doentes, para além de confirmarem o diagnostico,
proporcionam dados indispensaveis para que se ofereca
aos doentes, respetivos familiares e aos casais em risco um
aconselhamento genético correto.
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