
 

 

 

 

 

 

ANA LETÍCIA GORI LUSA 

 

 

 

 

Estudo do Efeito Bioquímico e Estrutural de 

Novas Mutações em Enzimas da 

Esteroidogênese. 

 

 

 

 

 

- Campinas – 

- 2013 – 

 



ii 

 

 



iii 

 

 



iv 

 

Ficha catalográfica 

Universidade Estadual de Campinas 

Biblioteca do Instituto de Biologia 

Mara Janaina de Oliveira – CRB 8/6972 
 
 
 

Lusa, Ana Leticia Gori, 1983- 

L975e  Estudo do efeito bioquímico e estrutural de novas mutações em 

enzimas da esteroidogênese / Ana Letícia Gori Lusa. – Campinas, SP : 

[s.n.], 2013. 

 
Orientador: Maricilda Palandi de 

Mello. Coorientador: Fernanda 

Caroline Soardi. 

Tese (doutorado) – Universidade Estadual de Campinas, Instituto de 
Biologia. 

 
1. Citocromo P450. 2. Esteróide 21-hidroxilase. 3. 3-Hidroxiesteróide 

desidrogenase. 4. Mutação. 5. Atividade enzimática. I. Mello, Maricilda 

Palandi de. II. Soardi, Fernanda Caroline. III. Universidade Estadual de 

Campinas. Instituto de Biologia. IV. Título. 
 
 
 
 
Informações para Biblioteca Digital 

 

Título em inglês: Study of the biochemistry and structural effects of rare 

mutations in steroidogenesis enzymes 

Palavras-chave em inglês: 
Cytochrome P450 

Steroid 21-hydroxylase 

3-Hydroxysteroid dehydrogenases 

Mutation 

Enzymatic activity 

Área de concentração: Genética Animal e 

Evolução  

Titulação: Doutora em Genética e Biologia 

Molecular  

Banca examinadora: 
Maricilda Palandi de Mello [Orientador] 

Cláudia Vianna Maurer Morelli  

Edmilson Ricardo Gonçalves Maria de Fatima Sonati 

Luciana de Campos Leite Medeiros 

Data de defesa: 03-05-2013 

Programa de Pós-Graduação: Genética e Biologia Molecular 
 

 



v 

 

 



vi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais, Jaime e Pascoala, e ao meu irmão, Gustavo.  



vii 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À Deus pelo dom da vida e pela força para passar por todas as pedras do caminho. 

Aos meus pais e ao meu irmão, pessoas mais parecidas com anjos, que são 

exemplos de vida, são amigos, me dão força e amor. Obrigada por tudo. 

Aos meus avós que me mostraram uma vida cheia de exemplos. 

Aos meus tios e primos que me mostraram que sempre estão do meu lado. 

A minha cunhada, Helena, que mesmo a pouco tempo na família fez uma grande 

demonstração de amor e apoio a nós todos. 

Ao Vitor, uma pessoa especial que apareceu na minha vida no momento certo e 

que me trouxe muita segurança e calma, além de ser um ótimo companheiro. 

À Profa. Maricilda Palandi de Mello pela orientação, paciência nesses anos do 

doutorado. 

À Fernanda Caroline Soardi pela co-orientação e ajuda no trabalho e por ser a 

mão amiga nas horas complicadas.   

 Ao Celso Eduardo Benedetti pela ajuda e pelas dicas nos experimentos. 

 À Profa. Edi Lucia Sartorato e a Profa. Anete Pereira de Souza. 

 Às pessoas que me deram uma ajuda diretamente nesse trabalho: Renata Loureiro, 

Daiane Belgini, Ana Carolina Crivelin. Vocês me ajudaram muito nas horas que eu 

precisava. 

 A todos do laboratório que me ajudaram de muitas formas nesse trabalho: 

Emerson (Creyto), Priscila, Paulo, Renan, José Luiz (Zelo), Fer3, Flávia (Flor), Rogério 

(Batata), Cristiane, Débora, Mara, Flávia (Elfo), Milena, Nathy, Erika (Foca), Nathy 

Graviola, Mari Q, Carol Paraná,  Diego, Denise, Sueli, Vanessa, Reginaldo, Fábio, Elton, 

Helena, Adriana, Rose, Renata, Paula, Jéssica, Talita, Francine,  Carol Conti, Carol Vida 

Louca, Vanessa, Gianine, Taciane, Pamela, Ana Paula, Camila Mathias 

Ao pessoal do laboratório da Profa. Anete: Marcelo, Nani, Lilian, Cleoton, Aline, 

André, Juliano, Maria Augusta. Obrigada por toda a ajuda e me desculpem por ter 

atrapalhado tanto. 

 



viii 

 

 

Ao pessoal do LNBio: Andrea Balan, Carolzinha, Nadia, Germana, Kelvin, 

Alexandre, Carol Guzzi, Ana Carolina Figueira, André Ambrósio, Renata, Vanessa, 

Aline, Melissa, Mariana, Alexandre, Cristiane, Américo, Gustavo, Kelvin, Wanderley 

(pelos inúmeros sequenciamentos).  Esses grandes amigos que me ajudaram também 

nessa etapa de vida. 

 Ao pessoal da secretaria Sandra, a Tânia e Gabriela pelas inúmeras duvidas 

tiradas durante esses anos e pelas ajudas. Às meninas da faxina, Solange e Kátia, pelo 

auxílio e pelas longas conversas. 

 As minhas amigas de hoje e sempre, pessoas que entraram na minha vida e foram 

ficando: Thaíza, Cristiane, Tatiane, Polyanna, Marcela Veludo, Marcela, Mariana 

Gonzaga, Dani Chiarelli, Amanda, Patrícia. 

 Às amigas que diviram apartamento comigo, a Carol e a Karina, a Ingrid e a Elisa 

e a Michelle, vocês me ajudarm muito e me ouviram quando eu mais precisava. 

À FAPESP pelo incetivo e subsídio no desenvolvimento do estudo e da pesquisa. 

E a todos os que ajudaram diretamente e indiretamente e minha memória 

não foi capaz de lembrar. 

OBRIGADA POR TUDO. ESSE TRABALHO TAMBÉM É DE VOCÊS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ix 

 

SUMÁRIO 

 

ABREVIATURAS.....................................................................xi 

LISTA DE FIGURAS................................................................xii 

LISTA DE GRÁFICOS.............................................................xv 

LISTA DE TABELAS...............................................................xv 

RESUMO ..................................................................................xvii 

ABSTRACT...............................................................................xix 

1.INTRODUÇÃO.........................................................................1 

1.1. A FAMÍLIA DOS CITOCROMOS P450................................1 

1.2. A ESTEROIDOGÊNESE NAS GLÂNDULAS SUPRA-

RENAI.......................................................................................................7 

1.3. A ENZIMA 21-HIDROXILASE…………….………......…..9 

1.4. HIPERPLASIA CONGÊNITA DA ADRENAL…......……..16 

  1.4.1. Deficiência de 21-hidroxilase…………..…….….....17 

  1.4.2. Deficiência da 3 β-hidroxiesteroide desidrogenase...25 

1.5. ANÁLISE ESTRUTURAL……………….……….....….......27 

2. OBJETIVOS………………………………………...…….....30 

3. MÉTODOS…...………………………………...…………....31 

3.1. AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA…...………………………….31 

3.2. MUTAÇÃO SÍTIO-DIRIGIDA E SUB-CLONAGEM DO 

cDNA........................................................................................................32 

3.3 TRANSFECÇÃO EM CÉLULAS COS..................................35 

3.5. OBTENÇÃO DAS PROTEÍNAS...........................................37 



x 

 

3.6. QUANTIFICAÇÃO DA PROTEÍNA TOTAL......................38 

3.7. ENSAIO DE -GALACTOSIDASE......................................39 

3.8. WESTERN BLOTTING.........................................................39 

3.9. ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA..........................41 

3.10. ANÁLISE DOS RESULTADOS DOS ENSAIOS...............42 

3.11. CINÉTICA DA PROTEÍNA.................................................43 

3.12. ESTUDO IN SILICO.............................................................44 

4. RESULTADOS........................................................................47 

 4.1.ANÁLISES PRÉVIAS QUE DERAM SUPORTE AO 

TRABALHO............................................................................................47 

 4.2. ANÁLISE DA CONSERVAÇÃO DOS AMINOÁCIDOS...55 

 4.3.ANÁLISE BIOQUÍMICA DAS MUTAÇÕES.......................57 

  4.3.1.Preparo dos plasmídios e subclonagens.....................57 

  4.3.2.Atividade enzimática..................................................60 

  4.3.3 Western blotting..........................................................63 

 4.4.MODELAGEM DA 21-HIDROXILASE................................64 

 4.5.ESTUDO IN SILICO COM 3-BETA-HIDROXISTEROIDE 

DESIDROGENASE.................................................................................81 

5.DISCUSSÃO..........................................................................85 

6. CONCLUSÃO.......................................................................93 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS..................................95 

8. ANEXOS............................................................................118 

8.1.DECLARAÇÃO....................................................................................118 

8.2.ARTIGOS..............................................................................................119 

 

 



xi 

 

ABREVIATURAS 

 

 

∆4
5-diol - eandrost-5-eno-3-β, 17β-diol  

∆4-Dione - 17 α-, ∆4 androstenediona 

11-DOL - 11-desoxicortisol  

11-DOC e DOC-11- desoxicorticosterona 

17OH- Preg - 17-hidroxipregnenolona  

17-OHP - 17α-hidroxiprogesterona  

3β-HSD - 3β-hidroxiesteroide desidrogenase 

ACTH - hormônio adrenocorticotrófico  

BSA - albumina sérica bovina  

cDNA - DNA complementar 

CNVs – sigla em inglês de copy number variation para variação no número de cópias  

CRH - hormônio liberador de corticotrofina  

CYP ou P450 - citocromos P450  

CYP101 - P450cam - Camphor 5-monooxygenase 

CYP11B1 - 11β-hidroxilase 

CYP17 - 17α-hidroxilase  

CYP19 – aromatase 

P450c21-21-OHD - 21-hidroxilase  

CYP21A2- gene da 21-hidroxilase  

CYPOR - citocromo P450 oxidoredutase  

DHEA - desidroepiandrosterona  

4Δ-A- Δ4-androstenediona 

DHT - diidrotestosterona  

DMEM – sigla em inglês de Dulbecco's Modified Eagle Medium para meio Eagle 

modificado por Dulbecco para cultura de células 

DTT - Ditiotreitol 

 



xii 

 

EDTA- sigla em inglês de Ethylenediamine tetraacetic acid para ácido etilenodiamino 

tetra-acético 

FAD - sigla em inglês para dinucleotídeo de flavina-adenina  

FMN - sigla em inglês para flavina mononucleotídeo 

HCA- hiperplasia congênita da adrenal 

HLA - sigla em inglês de human leukocyte antigen para antígeno leucocitário humano 

HSD3B2 - 3β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 

NAD(P)H - sigla em inglês de nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase 

NC - forma não clássica de deficiência de 21-hidroxilase 

ONPG - sigla em inglês para 2-Nitrofenil-β–D-galactopiranosídeo 

P e PROG - progesterona  

PBS - sigla em inglês de Phosphate Buffered Saline para tampão fosfato-salino 

PDB - sigla em inglês de Protein Data Bank 

PS - forma perdedora de sal de deficiência de 21-hidroxilase 

RMN - Ressonância Magnética Nuclear 

SDS - sigla em inglês de Sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE - sigla em inglês de sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

T - testosterona 

TBS-T – Tampão com Tris-HCl e Tween 20. 

VS - forma virilizante simples de deficiência de 21-hidroxilase 

β-gal - β-galactosidase  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide


xiii 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 – Estrutura do grupamento heme que se liga às P450s.         3 

Figura 2 - Ação das enzimas monoxidases P450 da classe I e da classe II.     3 

Figura 3 - Esquema de ação das monooxigenases P450 ligadas à membrana e sua interação com a coenzima 

P450 oxidoredutase.           4 

Figura 4 - Representação da orientação dos grupamentos das CYPs da classe II em relação à membrana. 

              5 

Figura 5 - Esquema do mecanismo de oxidação pelas enzimas da família P450 onde R-H representa o 

substrato e R-OH, o produto.          6 

Figura 6 - Esquema da esteroidogênese.         8 

Figura 7 - Esquema das reações catalisadas pela enzima CYP21A2 na via de síntese do cortisol (superior) e 

da aldosterona (inferior).         10 

Figura 8 – Estrutura da CYP21A2 humana (2GEG) obtido por modelamento através da comparação com a 

estrutura cristalizada da enzima CYP2C5 de coelho (1DT6).     12 

Figura 9 -  Características secundárias da estrutura da CYP21A2 modelada com base nas CYP2C5, CYP51 

e CYP2B4.                13 

Figura 10 – Estrutura da CYP21A2 bovina (PDB ID:3QZ1) obtido por difração de raio-X. 16 

Figura 11: Esquema resumido da metodologia usada nesse trabalho.    32  

Figura 12 - Seqüenciamento do gene CYP21A2 do paciente.     48 

Figura 13 - Sequenciamento do exon 8 do paciente 112Ya1 e de seus pais.   49 

Figura 14 - Fragmento dos cromatogramas da paciente 108Xa1 e de seu pai.   51 

Figura 15 - Sequenciamento da paciente 147Xa1 e de seu pai.     53 

Figura 16 - Fragmento do sequenciamento do exon 9 da paciente 210Xa1.   54 

Figura 17 - Alinhamento da sequência protéica da 21-hidroxilase humana com cinco sequências de 21-OH 

de mamíferos.          55 

Figura 18 - Gel de agarose 1% com resultado da amplificação, com os primers do exon 3 normal sense e o 

exon 6 normal antisense.         58 

Figura 19 - Parte dos cromatrogramas dos cDNAs que foram alterados por mutagênese sítio-dirigida, a 

direita o alinhamento das sequências mutante e normal do gene CYP21A2.   59 

Figura 20 - Teste em gel de agarose 1% do plasmídio pALTER-cDNA após a realização da mutagênese 

sitio-dirigida com p.Pro267Leu.        60 

 

 

 



xiv 

 

Figura 21 - (a) Análise em SDS-PAGE da expressão de 21-hidroxilase em células COS-7. b) Resultado do 

reconhecimento da proteína CYP21A2 pelos anticorpos específicos na membrana de nitrocelulose obtida 

pela transferência do SDS-PAGE mostrado em (a).       64 

Figura 22 - Modelo estrutural da CYP21A2 com base na estrutura da 21-hidroxilase bovina.           64 

Figura 23 - Gráficos de contatos do resíduo L388, aminoácido vizinho a deleção.                             65 

Figura 24 - Gráficos de contatos do resíduo H392, aminoácido vizinho a deleção.                             66 

Figura 25 - Gráfico de contatos dos resíduos da tríade E351, R354, R356, região de ligação as proteínas 

acessórias.                                                                                                                                             67 

Figura 26 - Modelo estrutural da 21-hidroxilase com base na estrutura da Mammalian cytochrome P450 

2C5 (PDB-ID 1DT6).         68 

Figura 27 - Gráfico de contatos dos resíduos vizinhos à deleção.                                                        69 

Figura 28 - Gráfico de contatos dos resíduos da tríade de ligação às proteínas acessórias.                 70 

Figura 29 - Gráfico de contatos dos resíduos da região de ligação ao grupamento heme.                   71 

Figura 30 - Modelo molecular da CYP21 humana, em destaque a região de ligação ao substrato.     72 

Figura 31 - Modelo do SwissModel da proteína 21-hidroxilase nativa com base na estrutura CYP21 bovina  

(PDB-ID 3QZ1) onde se evidenciam os resíduos correspondentes às mutações  

identificadas           73 

Figura 32 - Comparação das interações do resíduo 113 na proteína nativa e na proteína com a mutação 

p.Ser113Phe.                       73 

Figura 33 - Comparação dos contatos do resíduo 113 da proteína nativa com a proteína com mutação 

Ser113Phe .                            74 

Figura 34 - Comparação das interações do resíduo 172 na proteína nativa, na proteína com mutação 

Ile172Asn e na proteína com a combinação de mutações p.Ile172Asn e p.Val358Ile.         75 

Figura 35 - Comparação dos contatos do resíduo 172 na proteína nativa com a proteína com mutação 

p.Ile172Asn e com a proteína com a mutação p.Ile172Asn combinada com a p.Val358Ile.               75 

Figura 36 - Comparação das interações feitas pelo resíduo 358 na proteína nativa, proteína com mutação 

p.Val358Ile e na proteína com a combinação das mutações p.Ile172Asn e p.Val358Ile.  76 

Figura 37 - Comparação dos contatos do resíduo 358 na proteína nativa com a proteína com a mutação 

p.Val358Ile e com a proteína com a mutação p.Ile172Asn combinada com a p.Val358Ile.               77 

Figura 38 - Esquema das interações que o resíduo 267 faz na proteína nativa e na proteína com mutação 

p.Pro267Leu.          77 

Figura 39 - Contatos do resíduo 267 na proteína nativa e na proteína com a mutação p.Pro267Leu. 78 

Figura 40 - Gráficos das interações feitas pelo resíduo 281 na proteína nativa, na proteína com a mutação 

p.Val281Leu e na proteína com a combinação de mutações p.Val281Leu e p.Arg426Cys   79 

Figura 41 - Gráfico de contatos do resíduo 281 na proteína nativa com a proteína com a mutação 

p.Val281Leu e com a proteína com a mutação p.Val281Leu combinada com a mutação  

p.Arg426Cis.          79 



xv 

 

Figura 42 - Esquema de interações do resíduo 426 na proteína nativa, na proteína com a mutação 

p.Arg426Cys e na proteína com a combinação de mutações p.Val281Leu e p.Arg426Cys.                80 

Figura 43 - Comparação do contatos do aminoácido 426 na proteína nativa com a proteína com mutação 

Arg426Cis e com a proteína com a combinação das mutações p.Val281Leu com a p.Arg426Cis. 81 

Figura 44 - Comparação parcial das seqüências de aminoácidos das isoenzimas 3-HSD de  

mamíferos.          82 

Figura 45 - Modelo estrutural da 3-HSD2 nativa com o aminoácido P222 em vermelho. Sobreposição da 

estrutura da proteína nativa e das mutantes de 3-HSD2, ressaltando a cadeia lateral proeminente da 

glutamina em comparação com a prolina. Sobreposição da P222 na proteína nativa e a treonina na enzima 

mutante. Contatos internos da P222. Contatos internos de Q222. (F) Contatos internos de  

T222.               83 

Figura 46 - Sobreposição dos modelos de 3-HSD2. Em azul, encontra-se o modelo da proteína nativa, em 

rosa, o modelo da proteína com o aminoácido mutante Q222 e, em verde, o modelo da proteína com o 

aminoácido mutante T222.         84 

 

LISTA DE GRÁFICOS 

 

Página 

Gráfico 1: Porcentagem relativa de atividade enzimática residual das proteínas mutantes frente ao substrato 

17-OH Progesterona.                61 

Gráfico 2: Porcentagem relativa de atividade enzimática residual das proteínas mutantes frente ao substrato 

Progesterona.          62 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Página 

Tabela 1: Resíduos importantes no sítio ativo de ligação ao esteroide na enzima CYP21A2. 14 

Tabela 2: Resíduos importantes na CYP21A2 para interação com a coenzima.   15 

Tabela 3. Oligonucleotídeos para mutagênese sítio-dirigida.     33 

Tabela 4. Primers específicos para o cDNA do gene CYP21A2.    34 



xvi 

 

Tabela 5: Resultados das predições in silico do efeito das mutações sobre a proteína.  56 

Tabela 6: Constante cinética aparente para proteína nativa (P450c21) e para a mutante  

p.Pro267Leu          61 

Tabela 7. Apresentação dos resultados refentes a cada paciente, relacionando os estudos in vitro e in silico 

com os fenótipos.          86 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xvii 

 

RESUMO 

 

A Hiperplasia congênita da Adrenal (HCA) é uma das doenças mais comuns 

com herança autossômica recessiva. Uma das causas é a deficiência da 21-hidroxilase 

que surge por mutações no gene CYP21A2. O desequilíbrio na síntese de cortisol causa 

um estímulo excessivo das glândulas adrenais pelo hormônio adrenocorticotrópico 

(ACTH) e, consequentemente, à hiperplasia da glândula e ao aumento na síntese de 

andrógenos. O presente trabalho teve por objetivo clonar e expressar variantes do gene 

CYP21A2 e, avaliar as variantes enzimáticas da 21-hidroxilase quanto à atividade 

residual, comparando suas formas nativa e mutantes. Foi também realizado o estudo in 

silico para se comparar as estruturas das enzimas 21-hidroxilase e 3β-hidroxiesteróide 

desidrogenase tipo 2 (HSD3B2) avaliando o impacto das alterações provocadas por 

mutações sobre a estrutura da proteína nativa. 

Para a enzima 21-hidroxilase, as mutações analisadas quanto à atividade foram: 

p.Ser113Phe, p.Pro267Leu, p.Val358Ile, p.Arg426Cis e, as combinações 

p.Ile172Asn+p.Val358Ile e p.Val281Leu+p.Arg426Cis. Nos testes de atividade 

enzimática, as enzimas com as mutações p.Val358Ile e as combinações 

p.Ile172Asn+p.Val358Ile e p.Val281Leu+p.Arg426Cis apresentaram valores de  

atividade residual compatíveis com a forma perdedora de sal. Por outro lado, a enzima 

com a mutação p.Pro267Leu apresentou atividade residual maior que 50%, compatível 

com mutações da forma não clássica. As mutações p.Ser113Phe e p.Arg426Cis, por sua 

vez, apresentaram atividade residual entre 2 e 7% que, em relação aos controles 

utilizados, foram correspondentes à forma clássica virilizante simples.  

 Os modelos estruturais gerados para as enzimas 21-hidroxilase portadoras da 

deleção p.(Gln389_Ala391del) e das mutações individuais ou combinadas acima citadas 

foram comparados ao da enzima nativa. Estudo similar foi realizado com enzimas 

HSD3B2 nativa e portadoras de duas mutações, p.Pro222Gln e p.Pro222Thr, relacionadas 

à forma perdedora de sal da deficiência de HSD3B2.  

 

 



xviii 

 

Esse estudo demonstrou boa correlação das mutações encontradas nos pacientes 

com os seus fenótipos tanto no que diz respeito à atividade enzimática quanto às 

alterações estruturais. Assim, ficou demonstrado que este tipo de abordagem é eficaz para 

a avaliação dos aspectos funcionais de mutações inéditas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xix 

 

ABSTRACT 

 

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is one of the most common hereditary 

autosomal recessive diseases. 21-hydroxylase deficiency is one important cause of the 

disease and results from mutations in CYP21A2 gene. The unbalance in cortisol synthesis 

leads to excessive stimulation of adrenal glands by adrenocorticotropic hormone 

(ACTH), consequently, to adrenal hyperplasia and excessive androgen synthesis. The 

present study aimed to obtain and express CYP21A2 clones carrying sequence variations 

and to evaluate 21-hydroxylase enzymatic residual activities of variant enzymes in 

comparision to the wild-type. In silico studies were also performed to compare the 

structure of 21-hydroxylase and 3β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (HSDB2) 

evaluating the impact of mutations upon the native structure of the enzymes. 

Residual activity analises for 21-hydroxylase enzyme comprised the mutations 

p.Ser113Phe, p.Pro267Leu, p.Val358Ile and the combined mutations 

p.Ile172Asn+p.Val358Ile and p.Val281Leu+p.Arg426Cys. The assays indicated that 

p.Val358Ile and p.Ile172Asn+p.Val358Ile and p.Val281Leu+p.Arg426Cys reduced 

CYP21A2 activity to levels corresponding to the salt wasting form. Whereas the enzyme 

bearing p.Pro267Leu mutation showed residual activity higher than 50% indicating a 

nonclassic mutation. Conversely, p.Ser113Phe and p.Arg426Cys mutations showed 

residual activities that varied between 2% and 7% that, compared to controls, 

corresponded to simple virilizing form.  

 Structural models generated for 21-hydroxylase enzyme with 

p.(Gln389_Ala391del) and each individual or combined mutations cited above have been 

comapred to the native enzime. Similar study was performed with HSD3B2 enzyme in its 

native and mutated formas with p.Pro222Gln e p.Pro222Thr that are related to the salt 

wasting form of HSD3B2 deficiency.  

This study demonstrated a good genotype-phenotype correlation in patients either 

for residual activities or for structural changes. Therefore, it has been demonstrated that 

such analyses are ef ective to evaluate functional aspects for novel mutations. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A FAMÍLIA DOS CITOCROMOS P450 

 

Os citocromos P450 (CYPs ou P450s) compreendem uma superfamília de 

enzimas que metabolizam os xenobióticos (Nelson et al., 1996; Ingelman-Sundberg, 

2004). Considera-se que sejam responsáveis pelo metabolismo da maioria dos compostos 

exógenos e sintéticos, incluindo carcinógenos e drogas, transformando-os em produtos 

menos tóxicos e mais solúveis para serem mais facilmente excretados. A ação das 

citocromos P450 faz com que mais de 200.000 produtos químicos sejam metabolizados e 

acredita-se que as diferentes susceptibilidades a problemas de saúde induzidos por 

agentes químicos possam ser decorrentes da grande variabilidade nos níveis de P450 

encontrada em cada indivíduo, variabilidade esta que reflete suas várias formas 

polimórficas (Phillips et al., 2001). Consequentemente, mutações nos genes que as 

codificam resultam em erros inatos do metabolismo e contribuem para várias doenças 

clinicamente relevantes. Os estudos detalhados das funções bioquímicas e das 

particularidades estruturais de cada um dos componentes dessa classe de enzimas têm 

direcionado uma terapêutica mais individualizada (Ingelman-Sundberg, 2001; Evans e 

Relling, 2004). 

Em geral, as citocromo P450 agem no retículo endoplasmático, mas em células 

animais também agem em mitocôndrias, onde são encontradas na membrana interna. As 

enzimas humanas da superfamília CYP contribuem para a síntese dos hormônios 

esteróides, prostaciclina, tromboxano, colesterol e ácidos biliares, bem como para a 

degradação de compostos endógenos, tais como ácidos graxos, ácido retinóico, esteróides 

e compostos exógenos que incluem drogas e substâncias cancerígenas (Nebert e Russell, 

2002). As citocromos P450 microssomais são sintetizadas com uma sequência líder que 

leva a enzima a se inserir no retículo endoplasmático para reconhecimento do sinal de 
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partículas (Sakaguchi et al., 1984). Um sinal de parada de transferência seguido de uma 

sequência transmembrana leader localizada no N-terminal interrompe a translocação da 

enzima através da membrana. Como resultado, o domínio catalítico fica retido na 

superfície citoplasmática do retículo endoplasmático (Sakaguchi et al., 1987; Monier et 

al., 1988; Szczesna-Skorupa e Kemper, 1989). As P450s microssomais parecem conter 

regiões adicionais de interação com a membrana porque elas se ligam às membranas 

mesmo após a eliminação da hélice transmembrana do N-terminal (Pernecky et al., 

1993). As P450s mitocondriais também são sintetizadas com sequências líder que vão 

orientá-las para a mitocôndria. Estes líderes são clivados após a translocação para a 

membrana mitocondrial interna onde os P450s ligam-se à matriz da membrana, sem a 

utilização de uma hélice transmembrana (Dubois et al., 1981; Ogishima et al., 1985). As 

interações moleculares que sequestram as P450s mitocondriais para membrana não são 

claras e podem ser semelhantes ao mecanismo pelo qual algumas P450s microssomais 

associam-se com as membranas, pois são expressas sem sequências líder.  

As enzimas citocromo P450 são monooxigenases encontradas em muitos tipos de 

tecidos de grande relevância fisiológica. As monooxigenases citocromo P450 (P450s) são 

biocatalisadores versáteis que catalisam a oxidação de hidrocarbonetos de forma 

específica por localização, o que é uma tarefa desafiadora para catalisadores químicos. As 

enzimas citocromo P450 contêm um grupamento heme b e foram reconhecidas e 

definidas como uma classe distinta de hemoproteínas cerca de 50 anos atrás 

(Klingenberg, 1958: citado em Urlacher e Girhard, 2012). O heme é um grupo prostético 

consistindo de um íon ferro coordenado por quatro moléculas de porfirina (Fig. 1); nas 

P450s o grupamento heme está ligado à apoproteína através de uma cisteína bastante 

conservada evolutivamente. O grupamento heme nestas enzimas é essencial, pois é usado 

para exercer a função de monoxigenase, peroxidases e peroxigenases (Degtyarenko e 

Archakov, 1993; Nelson et al., 1993; Omura e Sato, 1964). 
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As enzimas da classe I são encontradas nas membranas mitocondriais de 

eucariotos e na maioria das bactérias e requerem uma redutase contendo o dinucleotídeo 

flavina-adenina (FAD) e uma proteína de ferro-enxofre como coenzimas; as da classe II 

estão ligadas ao retículo endoplasmático e interagem diretamente com uma redutase 

contendo FAD e flavina mononucleótideo (FMN) como coenzimas (Urlacher e Girhard, 

2012). 

Assim, a enzima P450, que se encontra geralmente ligada à membrana, utiliza 

uma coenzima redutase que faz a transferência de elétrons do NADPH para o citocromo 

P450, uma vez que o NADPH doa elétrons em pares e as enzimas citocromo P450 

aceitam apenas 1 elétron (Fig. 3). Para muitas reações oxidativas típicas, as enzimas P450 

utilizam o O2 e dois elétrons do NADPH e, são mediadas pelos parceiros flavoproteínas 

redox e proteínas ferro-enxofre, para catalisar a monoxigenação de numerosos substratos 

exógenos e endógenos (Hrycay e Bandiera, 2009; Ortiz de Montellano, 1989). 

 

 
Figura 3 - Esquema de ação das monooxigenases P450 ligadas à membrana e sua interação com a coenzima 
P450 oxidoredutase (adaptado de Després et al., 2007). 

 

As P450 microssomais estão ligadas ao retículo endoplasmático por apenas um ou 

dois peptídeos transmembrânicos localizados no N-terminal das proteínas, e o sítio ativo 

faz parte de um domínio citoplasmático.  
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Por alinhamento de várias sequências de citocromos P450, Nelson e Strobel 

(1988) identificaram 11 segmentos com potencial de atravessar a membrana para 

ancoramento das enzimas. Após análise cuidadosa de cada região candidata, duas regiões 

dentro dos primeiros 66 aminoácidos próximos ao terminal NH2 foram consideradas 

como os únicos peptídeos transmembrânicos das P450 microssomais. Assim, um modelo 

foi proposto onde o sítio de ligação do substrato fica voltado para a membrana, o 

grupamento heme se posiciona em paralelo com a superfície da membrana, e os dois 

segmentos transmembranar no terminal NH2 ancoram a proteína na bicamada (Fig. 4). 

Esses mesmos autores publicaram em 1989 um estudo da estrutura secundária das 

citocromo P450s baseando-se também no alinhamento das sequências de várias enzimas. 

Assim, propuseram que nessa classe as proteínas apresentam estrutura secundária com 

pelo menos 10 alfa-hélices e 6 folhas-beta (Nelson e Strobel, 1989). 

 

 
Figura 4 - Representação da orientação dos grupamentos das CYPs da classe II em relação à membrana 

(Nelson e Strobel, 1988). 

 

 As P450 exibem especificidade ao substrato, porém estas enzimas retêm a 

capacidade de catalisar a cisão da ligação da molécula de O2 enquanto esta molécula está 

ligada ao grupamento heme. Esta restrição estrutural se reflete na conservação espacial na 

P450s das hélices I, o eixo de ligação ao grupamento heme, e o local de transferência de 

elétrons, a hélice L e a alça b. A manutenção funcional destas características limita as 

formas possíveis que podem ser adotadas pelo sítio ativo. Como ocorrem diferenças 

estruturais significativas nos locais de ligação ao substrato entre as P450s, isso dificulta 

grandemente a modelagem dessas enzimas (Willians et al., 2000).  
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De acordo com um dos modelos de catálise da P450 (Rein e Jung, 1993), o 

mecanismo de ação das enzimas resume-se em algumas etapas intermediárias envolvendo 

complexos instáveis até a liberação do produto (Fig. 5). No primeiro passo da reação se 

dá a ligação do substrato para a oxidação (férrica, Fe3+) pela enzima. Um elétron é doado 

pela P450 redutase para a enzima de modo que o ferro fique no estado reduzido (ferroso, 

Fe2+). Esse complexo de ligações com a molécula de oxigênio e a recepção do segundo 

elétron pelas proteínas acessórias gera a ligação da molécula de oxigênio com carga 

negativa. Dois prótons são doados em sucessão para a molécula de água pelo grupo 

carboxila do resíduo ácido, transferidos para a hidroxila da treonina conservada e 

finalmente doados ao átomo de oxigênio distal (Ravichandran et al., 1993). O átomo de 

oxigênio distal é então liberado como molécula de água (H2O), deixando o ferro no 

estado Fe3+. O átomo de oxigênio é altamente reativo (o complexo ferro–oxigênio é a 

porção “ferril”) e ataques ao substrato, resultam numa hidroxilação (Meunier et al., 2004; 

Guengerich e Isin, 2008). 

 

 
Figura 5 - Esquema do mecanismo de oxidação pelas enzimas da família P450 onde R-H representa o 

substrato e R-OH, o produto (adaptado de Slashme, http://en.wikipedia.org/wiki/File:P450cycle.svg). 
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As famílias das CYPs classificadas de 1 a 3 (com base na sequência de 

aminoácidos comum entre os membros) estão envolvidas com a fase I do metabolismo 

humano de drogas e compostos xenobióticos, enquanto que as outras famílias (CYP 4, 

11, 17, 19, 21) estão envolvidas no metabolismo de compostos endógenos como ácidos 

graxos, esteróides, eicosanoides, ácidos biliares e vitaminas solúveis em gorduras 

(Ingelman-Sundberg, 2005).  

A análise dos dados dos genomas humanos revela 57 genes funcionais de CYP 

(codificam uma enzima ativa) e 58 pseudogenes (Nelson et al., 2004).  

 

A ESTEROIDOGÊNESE NAS GLÂNDULAS SUPRA-RENAIS 

 

As glândulas adrenais ou supra-renais, localizadas no polo superior de cada rim, 

estão divididas em medula, centro e córtex, na região periférica. Na medula são 

produzidas as catecolaminas, epinefrinas e norepinefrinas, em resposta à estimulação 

simpática. No córtex é onde se dá a esteroidogênese através da qual são produzidos os 

hormônios corticosteróides (mineralocorticóides e glicocorticóides) e também os 

hormônios sexuais (esteróides androgênicos) (New, 1994; White e Speiser, 2000). 

Os principais hormônios produzidos pelo córtex são o cortisol (glicocorticóide) e 

a aldosterona (mineralocorticóide). Os glicocorticóides estão relacionados com o 

catabolismo protéico, fornecendo glicose ao organismo através da transformação de 

proteínas pela indução das enzimas de gliconeogênese no fígado. A aldosterona é 

regulada pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona e pelos níveis de potássio sérico. 

Os mineralocorticóides atuam nos túbulos renais, aumentando a reabsorção de íons de 

sódio pelos rins, saliva e trato digestivo (White, 1994). 

A esteroidogênese é controlada pelo hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), 

que é secretado pela hipófise anterior. A liberação do ACTH é controlada pelo hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH), também chamado de fator regulador de corticotrofina, 

produzido pelo hipotálamo. O ACTH se liga a receptores específicos na membrana 

plasmática das células do córtex adrenal e exerce controle sobre a secreção do cortisol, 
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estimulando a conversão do colesterol em pregnenolona, que é a etapa limitante de 

esteroidogênese da adrenal. O cortisol plasmático é, por sua vez, o regulador do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-adrenal, controlando a produção de ACTH e CRH, mecanismo 

denominado de retroalimentação ou feedback negativo (White e Speiser, 2000). Uma vez 

estimulada a esteroidogênese, os hormônios são produzidos em três vias metabólicas. Na 

via dos mineralocorticóides, a pregnelona formada é transportada da mitocôndria ao 

retículo endoplasmático, onde é desidrogenada na posição 3β pela enzima 3β-

hidroxiesteróide desidrogenase tipo 2 (HSD3B2), originando a progesterona. Nas zonas 

reticular e fasciculada, a enzima 17α-hidroxilase (CYP17), catalisa a 17α-hidroxilação da 

progesterona e da pregnenolona, sendo a 17α-hidroxiprogesterona (17-OHP) precursora 

do cortisol. A 17-OHP é, em seguida, hidroxilada na posição 21 por outra enzima da 

família do citocromo P450, a 21-hidroxilase (CYP21A2), produzindo o esteróide 11-

desoxicortisol (S). Este composto é transportado para a membrana interna da 

mitocôndria, onde é hidroxilado por uma quarta enzima da família do citocromo P450, a 

11β-hidroxilase (CYP11B1), dando origem ao cortisol (Fig. 6) (White e Speiser, 2000; 

Nimkarn e New, 2008). 

 

Figura 6 - Esquema da esteroidogênese (Adaptado de Torresani, 2007). Onde: DOC - 
desoxicorticosterona, DHEA desidroepiandrosterona, 4Δ-A- Δ4-androstenediona. 
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A CYP11B2, que participa das três etapas de conversão da desoxicorticosterona 

em aldosterona (Fig. 6), é encontrada apenas na zona glomerulosa. A zona glomerulosa é 

deficiente na atividade da 17α-hidroxilase, tornando esta zona incapaz de sintetizar 

cortisol ou androgênios. A progesterona é hidroxilada no carbono 21 (pela enzima 

CYP21A2) formando 11-desoxicorticosterona (DOC), que é hidroxilada, pela ação de 

11β-hidroxilase da enzima CYP11B2, produzindo corticosterona. A corticosterona, por 

sua vez, dá origem à aldosterona através da atividade de aldosterona sintase, também 

exercida pela enzima CYP11B2. A secreção de aldosterona é regulada primariamente 

pelas concentrações de renina, angiotensina e potássio sérico (Nimkarn e New, 2008).  

Na via dos andrógenos, a enzima CYP17 atua como 17,20-liase, convertendo a 

17-hidroxipregnenolona e a 17-hidroxiprogesterona nos andrógenos 

desidroepiandrosterona (DHEA) e Δ4-androstenediona, respectivamente (Fig. 6). O 

DHEA pela ação da HSD3B2 dá origem à Δ4-androstenediona, que é reduzida à 

testosterona pela enzima 17-cetoesteróide redutase (New et al., 1989; White e Speiser, 

2000). 

Das cinco enzimas chaves para a esteroidogênese, quatro, a 21-hidroxilase, a 11-

hidroxilase, a 18-hidroxilase e a 20,22-desmolase, pertencem à família das citocromo 

P450. 

 

A ENZIMA 21-HIDROXILASE 

 

A CYP21A2 humana é uma enzima do tipo citocromo P450 e foi purificada pela 

primeira vez por Kominami et al. (1980) a partir de microssomos do córtex adrenal de 

bovinos. Nesse trabalho ficou estabelecida a atividade frente aos substratos 17-

hidroxiprogesterona e progesterona, sendo observada uma maior atividade na 

hidroxilação C-21 da 17-hidroxiprogesterona para produzir o cortisol. Foi ainda na 

década de 80 que a interação da 21-hidroxilase com a P450 oxidorredutase ficou 

comprovada (Kominami et al., 1984). A 21-hidroxilase catalisa a hidroxilação da 17-

hidroxiprogesterona (17-OHP) em 11-desoxicortisol (11-DOC) e converte progesterona 
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para a função catalítica e para a topologia de membrana (Nelson e Strobel, 1989; Black, 

1992). No entanto, as primeiras estruturas tridimensionais de enzimas P450 foram 

deduzidas a partir de estudos cristalográficos de raios-X de P450s bacterianas, devido à 

dificuldade de cristalização das proteínas de membrana. A P450cam (CYP101, cânfora 5-

exo-hidroxilase de Pseudomonas putida) foi a primeira a ser estudada, pois é uma 

molécula solúvel, mas com pouca semelhança na estrutura primária (cerca de 15%) com 

as P450s eucarióticas (Poulos, 1991). Por outro lado, a P450BM-3 de Bacillus 

megaterium, agora denominada CYP102, é uma proteína mais complexa que guarda uma 

similaridade de 35% às eucarióticas (Ruettinger et al., 1989). O domínio P450 dessa 

enzima é 25-30% idêntico aos das famílias CYP4 e CYP52 eucarióticas e 

aproximadamente 20% idêntico ao da CYP21A2 (White e Speiser, 2000). Este domínio 

foi objeto de análises cristalográficas (Ravichandran et al., 1993) e serviu de molde para 

o primeiro modelamento tridimensional da CYP21A2 (Lewis e Lee-Robichaud, 1998). 

As sequências dos sítios de ligação aos substratos das P450s que metabolizam os 

esteroides se assemelham aos locais de ligação ao substrato de todas P450s em geral. 

Assim, comparações das sequências de 21 e 17-hidroxilase e colesterol demolase 

(CYP21, CYP17, CYP11A) identificaram duas áreas altamente conservadas, uma 

próxima ao N-terminal (Q53 a R60 na CYP21) e outra próxima ao C-terminal (L342 ao 

V358 na CYP21) (White, 1987; Picado-Leonard e Miller, 1988). A estrutura da CYP102 

confirmou parte da primeira porção como uma cavidade que constitui o sítio de ligação 

ao substrato. 

Embora, este modelo não possa ser considerado tão preciso quanto modelos 

análogos obtidos com enzimas como CYP19 (aromatase) (Graham et al., 1995) ou 

CYP17 (17-hidroxilase), quando se tomam por base as considerações termo-dinâmicas 

(Auchus e Miller, 1999), algumas análises e estudos funcionais de CYP21A2 que se 

basearam neste modelo foram aceitos como válidos (Lewis e Lee-Robichaud, 1998; 

Mornet e Gibrat, 2000). 

Mais recentemente, um modelo de CYP21A2 foi descrito com base na CYP2C5 

de coelho (Robins et al., 2006), a primeira estrutura eucariótica de proteína de membrana 

a ser resolvida e depositada no banco RCSB Protein Data Bank 
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(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) sob número de acesso 1DT6 (Williams et al., 

2000; Johnson et al., 2002; Wester et al., 2003). 

No estudo da estrutura da CYP21A2 baseado na da CYP2C5 de coelho ficou 

demonstrado que, de froma geral, dada a similaridade entre as duas proteínas, a estrutura 

da CYP21A2 é compatível com a CYP2C5, sendo que a maioria dos elementos da 

estrutura secundária se mostrava conservada, com poucas exceções, a saber: 1) o final da 

hélice B não era compatível com o que se define como estrutura secundária; 2) a folha 

β1-5 formada por dois resíduos não forma a estrutura  β; 3) a hélice F é menor no modelo 

CYP21A2 do que na estrutura CYP2C5; e, 4) a região 215-219 da hélice G forma um 

loop somente no modelo de Robins et al. (2006). Neste caso ficou também demonstrado 

que o sítio de ligação ao grupo heme ficava entreposto entre as hélices I (no interior da 

proteína) e L (no exterior), onde cerca de 60% dos resíduos são conservados entre a 

CYP21A2 e CYP2C5, porém apresentam 30% de identidade sequencial (Robins et al., 

2006). A estrutura do modelo gerado para a CYP21A2 foi depositada no banco RCSB 

Protein Data Bank sob o número de acesso 2GEG (Fig. 8). 

 

 
Figura 8 – Estrutura da CYP21A2 humana (2GEG) obtido por modelamento através da comparação com a 
estrutura cristalizada da enzima CYP2C5 de coelho (1DT6) (Robins et al., 2006). 
 

Sabendo-se que o grupamento ferro-heme é crítico para a função catalítica das 

P450s, a região de sua ligação foi analisada cuidadosamente, das seis posições de 
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coordenação, quatro estabelecem interações com o anel protoporfirina. Uma das duas 

outras posições axiais coordena-se com o grupo sulfidrila da cisteína (C428 na 

CYP21A2), que está localizada na região altamente conservada e que se liga ao 

grupamento heme, próximo ao C-terminal, já citada anteriormente. Por esta razão 

qualquer mutação no C428 da CYP21A2 destruirá completamente a atividade enzimática 

(Wu e Chung, 1991). Da mesma forma, a maioria dos resíduos que compõem o sítio de 

ligação ao heme é conservada entre as duas estruturas. 

De uma forma geral, ficaram estabelecidas as regiões de estruturas secundárias e 

os domínios de ligação aos substratos e ao grupamento heme (Fig. 9).  

 

 
Figura 9 - Características secundárias da estrutura da CYP21A2 modelada com base nas CYP2C5, CYP51 
e CYP2B4. As barras azuis representam as alfa-hélices e as setas marrons as folhas beta. Os resíduos em 
vermelho são os envolvidos na ligação com o grupamento heme, os em azul compõem o sítio de ligação 
aos esteroides e os em verde se ligam tanto ao esteroide quanto ao heme (adaptado de Robins et al., 2006). 

 

Em relação ao sítio de ligação do substrato, o modelo foi obtido por comparação 

à CYP51, cuja estrutura complexada ao substrato havia sido resolvida (Podust et al., 

2004). Os 16 resíduos incluídos nesta região estão discriminados na Tabela 1. A maioria 

destes resíduos é hidrofóbica, o que facilita a interação com o substrato. Como os 

substratos das P450s, os esteróides, são moléculas relativamente hidrofóbicas, os sítios de 

ligação a esses substratos devem primariamente se constituir de resíduos de aminoácidos 

hidrofóbicos. A maioria dos resíduos descritos na Tabela 1 é hidrofóbica e, portanto, 

devem contribuir com as interações com os substratos. Os ligantes do outro eixo do 
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grupamento heme são os da ligação à molécula de água e ao O2. A molécula de água é 

ligada em paralelo ao eixo de coordenação com o átomo de ferro. A molécula de água se 

encaixa na região ácida que é conservada na hélice “I” adjacente (aspartato e glutamato) e 

no resíduo de treonina (E294 e T295 na CYP21A2). Mutações na treonina 

correspondente em outras P450s destroem ou causam danos graves na atividade 

enzimática (Raag et al., 1991; Curnow et al., 1993). 

 

Tabela 1: Resíduos importantes no sítio ativo de ligação ao esteroide na enzima CYP21A2 (Robins et al., 

2006). 

Resíduos* Localização 

S108 - L109 loop entre as hélices B’ e C 

H203 - W204 - S205 - I206 - Q207 loop de conecção entre as hélices F e G’ 

D287 - I290 - G291 - G292 - E294 - T295 parte central da hélice I 

V359 - L363 - P364 Loop entre a hélice K e a folha 1-4 

*A numeração se refere à isoforma com 5 leucinas entre as posições 9 e 10. 

 

A CYP21A2 interage com a citocromo P450 NADPH oxidorredutase (CYPOR) 

para sua ação enzimática (Kominami et al., 1984). Por analogia aos sítios de interação 

com enzimas acessórias das enzimas CYP2B4 e CYP17, considera-se que os resíduos 

descritos na tabela 2 sejam os que diretamente interagem com a coenzima no caso da 

CYP21A2 (Auchus e Miller, 1999; Geller et al., 1999; Scott et al., 2003). Estes sete 

resíduos estão localizados na superfície da proteína, arranjados espacialmente em um 

plano paralelo ao do grupamento heme e no lado oposto do esteroide. 
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Tabela 2: Resíduos importantes na CYP21A2 para interação com a coenzima (Robins et al., 2006). 

Resíduos* Localização 

K117, K121 hélice C 

R132 hélice D 

K414 loop entre a hélice K’’ e K’’’ 

R426 Hélice K’’’ 

R435 Hélice L 

R339 Hélice J’ 

*A numeração se refere à isoforma com 5 leucinas entre as posições 9 e 10. 

 

Recentemente, um grupo de pesquisadores americanos e japoneses cristalizaram 

a CYP21A2 bovina (Fig. 10), que guarda uma similaridade de 79% com a humana. 

Mediante a inserção de duas mutações que não afetaram sua atividade enzimática, 

produziram uma enzima à qual deram a denominação de C3B21RA (Zhao et al., 2012). 

Esta construção apresentou atividade frente aos dois substratos (progesterona e 17-OH-

progesterona). A estrutura obtida foi a do complexo enzima - 17-hidroxiprogesterona, 

numa resolução de 3,0 Å. O empacotamento da proteína se mostrou semelhante aos das 

outras CYPs obtidas anteriormente, inclusive ao do modelo descrito por Robins et al. 

(2006), sendo que a maior diferença foi registrada nas regiões de loop, onde o modelo de 

Robins et al. (2006) apresentava maior divergência de sequência com a estrutura da 

proteína utilizada como modelo. O implemento na resolução das regiões de ligação ao 

substrato, porém, também foi importante, porque no modelo anterior, o substrato era o 

estriol e, no modelo recente, o substrato cristalizado junto com a proteína foi a 17-

hidroxiprogesterona, substrato natural da enzima CYP21A2.  

 



16 

 

 
Figura 10 – Estrutura da CYP21A2 bovina (PDB ID:3QZ1) obtido por difração de raio-X (adaptado de 

Zhao et al., 2012). 

 

Um modelo da CYP21A2 humana foi obtido utilizando a estrutura cristalizada 

bovina (Haider et al., 2013). A estrutura não diferiu muito das anteriores, contendo 16 

alfa-hélices e 9 folhas beta. Neste modelo, 35 resíduos ficaram posicionados a no 

máximo de 5 Å do grupamento heme e duas regiões de ligação ao substrato 17-

hidroxiprogesterona ficaram bem definidas. Uma região se localiza na frente da hélice I e 

sobre o sítio de ligação ao grupo heme. Os resíduos V100, S108, L109, V197, L198, 

W201, I230, R233, V286, D287, G291, T295, V359, L363, S468, and V469 a no máximo 

de 5 Å desta cavidade de ligação ao substrato. Por outro lado, há outra região de ligação 

mais distal incluindo os resíduos L39, L63, G64, L65, Q66, V68, P94, Q207, D210, 

V211, L361, A362, P364, V383, I385, V440 e C467 (Haider et al., 2013). 

 

HIPERPLASIA CONGÊNITA DA ADRENAL          

 

A Hiperplasia Congênita da Adrenal (HCA) é causada por deficiência da 

atividade de qualquer uma das enzimas necessárias para a síntese de cortisol (Fig. 6). Os 

resultados dessas deficiências enzimáticas são a diminuição da produção de cortisol com 

o aumento da secreção de ACTH (New, 1998). A estimulação excessiva pelo ACTH 
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causa a hipertrofia da zona fasciculada e reticular e consequente hiperplasia típica da 

adrenal e um aumento do nódulo da adrenocortical (Witchel e Azziz, 2011). 

Dentre as principais formas de HCA, se destaca a deficiência da 21-hidroxilase 

(21-OHD), que ocorre em cerca de 90% dos casos. Na maioria das populações, a 

deficiência da 11-hidroxilase (11-OHD) compreende em torno de 5-8% dos casos 

(Zachmann et al., 1983) e da 3β-hidroxiesteróide desidrogenase (3-HSD) em 

aproximadamente 1% dos casos de hiperplasia congênita da adrenal, com uma incidência 

de 1 para 100.000 nascimentos, sendo estas duas últimas mais frequentes em populações 

que apresentam grande número de casamentos consangüíneos (Al-Jurayyan, 1995). 

 

Deficiência de 21-hidroxilase 

 

A deficiência da 21-hidroxilase é clinicamente classificada em duas formas: na 

forma clássica, presente ao nascimento, ocorre o bloqueio total ou parcial da atividade 

enzimática e na forma não clássica envolve o bloqueio parcial da atividade enzimática, 

sendo geralmente menos grave que a forma clássica, podendo se manifestar mais 

tardiamente, ou mesmo permanecer assintomática (Speiser e New, 1985; Lajic e Wedell, 

1996). 

A forma clássica da enzima 21-OHD se caracteriza pelo excesso de produção de 

andrógenos que leva à virilização de fetos do sexo feminino. Esta forma da doença foi 

subdividida em duas variantes, a perdedora de sal (PS), na qual os indivíduos afetados, 

além da virilização, apresentam perda de sal devido à deficiência da síntese de 

aldosterona; e a virilizante simples (VS) onde não há perda de sal (New e Levine, 1984; 

New, 1994). O efeito do bloqueio enzimático na síntese de mineralocorticóides resulta na 

forma PS de 21-OHD, pois a não produção de aldosterona leva à perda de sal, 

desidratação e hipotensão arterial (Zachmann et al., 1983, Levine et al., 1980; Rösler et 

al., 1982).  

O gene da 21-hidroxilase (CYP21A2) se localiza no braço curto do cromossomo 6, 

na região do complexo principal de histocompatibilidade (HLA), adjacente aos loci C4A 

e C4B, os quais codificam para o quarto componente do complemento (Dupont et al., 
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1977; Dupont et al., 1980). Assim como várias enzimas da família CYP450, para a 

CYP21A2 existem duas cópias gênicas, CYP21A2 (forma ativa) e CYP21A1P, um 

pseudogene não funcional (White e Speiser, 2000). Os genes CYP21A2 e C4 são 

alternados entre si e são transcritos na mesma direção. O gene CYP21A2 contém 10 

éxons, cobrindo uma região cromossômica de 2,7 kb. Embora CYP21A2 e CYP21A1P 

tenham aproximadamente 98% de homologia, CYP21A1P é um pseudogene por 

apresentar mutações deletérias (White e Speiser, 2000). Uma conseqüência da 

organização em tandem dos genes CYP21 e C4 é que esta favorece eventos de crossing-

over desigual nessa região (White e Speiser, 2000; Strachan, 1991). Portanto, a 

recombinação das unidades mal pareadas durante a meiose I pode levar à formação de 

gametas com um número variável de unidades completas (Werkmeister et al., 1986). 

Realmente, a variação no número de cópias gênicas (CNVs – copy number variation) 

neste loco tem sido reportada por três autores (Yang et al., 1999; Chung et al., 2002; 

Parajes et al., 2008). 

Assim, o primeiro defeito molecular observado no gene CYP21A2 e relacionado 

com HCA foi uma deleção de 30 kb incluindo o gene CYP21A2 e o C4B (Carrol et al., 

1985; Rumsby et al., 1986). Em seguida foram descritos eventos de conversão (Harada et 

al., 1987; Urabe et al., 1990). No entanto, alelos não relacionados com a doença podem 

apresentar deleções de 30 kb também, mas neste caso envolvem o pseudogene e o gene 

C4A ou C4B, e duplicações caracterizando a variabilidade numérica do lócus (Yang et 

al., 1999; Chung et al., 2002; Parajes et al., 2008). 

As deleções e conversões em larga escala, que geralmente formam genes híbridos 

CYP21A1P/A2, são encontrados em apenas 8-12% dos alelos nos casos de deficiência da 

21-hidroxilase no Brasil (de-Araújo et al., 1996; Bachega et al., 1999; Bachega et al., 

2004). Para os alelos portadores de deleção, por sua vez, foram identificados nove 

haplótipos diferentes indicando uma variabilidade alélica para esse tipo de mutação entre 

os pacientes (Coeli et al., 2010). Por outro lado, pequenas deleções, inserções e trocas 

pontuais de nucleotídeos, normalmente presentes no pseudogene e consideradas 

microconversões, representam de 73 a 77% dos alelos ficando em média 15% atribuídos 

a mutações mais raras (Bachega et al., 1998; Paulino et al., 1999; Torres et al., 2003). 

Algumas destas mutações, no entanto, estão, geralmente, ausentes nos alelos CYP21A1P, 
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podendo representar um efeito fundador em determinadas populações (banco de 

mutações: http://www.cypalleles.ki.se/cyp21.htm).  

São nove as mutações encontradas no CYP21A1P que podem, individualmente ou 

em grupos, afetar o gene CYP21A2, provocando danos com diferentes graus de gravidade 

à função enzimática normal (Krone e Arlt, 2009). O efeito funcional de cada 

microconversão foi investigado in vitro, introduzindo-as por mutagênese sítio dirigida no 

cDNA do gene CYP21A2, clonado num vetor apropriado, e avaliando-se sua expressão. 

Vários sistemas de expressão foram usados, tais como transfecção com plasmídios em 

células de mamíferos, infecção de células de mamíferos com vírus da vaccinia ou mesmo 

expressão em bactérias ou leveduras (Higashi et al., 1988; Chiou et al., 1990; Hu e 

Chung, 1990; Tusie-Luna et al., 1990; Higashi e Fujii-Kuriyama, 1991; Tusie-Luna et al., 

1991; Wu et al., 1991; Wu e Chung, 1991; Helmberg et al., 1992; Kohn et al., 1995; Hsu 

et al., 1996; Hu et al., 1996; Lajic et al., 1997; Nikoshkov et al., 1997; Nikoshkov et al., 

1998). Em geral, os resultados relativos aos efeitos de uma mutação particular sobre a 

atividade enzimática não dependem do método usado para a expressão, visto que é feita 

uma comparação com alguns controles. As mutações do tipo frameshift e mutações 

nonsense alteram drasticamente a estrutura e a função da proteína, abolindo 

completamente a atividade enzimática. Essas mutações estão associadas com a forma 

clínica mais grave, perdedora de sal. No entanto, as mutações do tipo missense podem 

provocar graus variados de atividade enzimática e, portanto, dependendo do genótipo, 

podem dar origem a diversas formas fenotípicas da deficiência da 21-hidroxilase. 

Levando-se em conta o duplo heterozigoto, o fenótipo deve ser deduzido por 

aquela que determinar menor dano à atividade enzimática. Assim, a forma clínica PS 

seria determinada pela combinação de duas mutações graves, a VS por uma grave e uma 

intermediária ou por duas intermediárias e a não clássica por duas mutações brandas ou 

uma branda combinada com uma grave ou uma intermediária. Há, entretanto, vários 

portadores da deficiência que não se enquadram neste padrão (Miller, 1991; Mornet et 

al., 1991), isso devido a uma variação individual nos níveis da síntese das enzimas 

mutantes ou no catabolismo, ou ainda na variação da excreção dos vários hormônios 

esteroides (Mornet et al., 1991). 
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O fenótipo VS é devido a uma mutação da enzima 21-hidroxilase que afeta a 

atividade da 17-OHP e mantém a produção da aldosterona relativamente intacta. Assim, a 

causa mais provável da diferença fenotípica entre as formas VS e PS, é a diferença da 

atividade de 21-hidroxilase frente aos substratos progesterona e 17-OHP. Como a 

aldosterona é normalmente secretada numa razão de 100-1000 vezes menor do que o 

cortisol, torna-se evidente que a atividade da 21-hidroxilase terá que diminuir a níveis 

extremamente baixos para que a falta de aldosterona se manifeste. Assim, a síntese de 

aldosterona ocorre com 1% de atividade normal da 21-hidroxilase, evitando a perda de 

sal e resultando num fenótipo VS (White e Speiser, 2000). A microconversão associada a 

esse fenótipo é a Ile172Asn, que mantém cerca de 1% de atividade da enzima 21-

hidroxilase (Amor et al., 1988; Chiou et al., 1990). 

Nos pacientes com a forma clássica de hiperplasia, a conversão da progesterona e 

da 17- OHP é feita pelo caminho alternativo e resulta em andrógenos, como a 

diidrotestosterona (DHT). No caminho alternativo, 17-OHP é transformado pela 

atividade 17-20-liase da P450c17, 17-β hidroxiesteroide desidrogenase, e posteriormente 

pela 5α-reductase, resultando na síntese da diidrotestosterona. Nos fetos femininos 

acometidos, a elevação dos níveis de 17-OHP causa o aumento na biossíntese de DHT, 

contribuindo para a ambiguidade genital (Witchel e Azziz, 2011). 

 A forma não clássica (NC) é associada com sintomas menos acentuados de 

hiperandrogenismo. Esta forma é causada pela deficiência de 21-hidroxilase e níveis 

baixos de precursores dos esteróides da adrenal. As manifestações clínicas de baixos 

níveis de andrógenos são variáveis. Indivíduos do sexo feminino usualmente nascem com 

genitália externa normal (clitoromegalia pode eventualmente ser observada), podendo 

ocorrer sinais de excesso de andrógenos no desenvolvimento pós-natal em ambos os 

sexos. Crianças com essa forma da doença apresentam crescimento dos pêlos pubianos, 

puberdade precoce e aceleração do crescimento, associada ao avanço da idade óssea 

(Araújo et al., 2007). No sexo feminino, podem se manifestar sintomas, tais como: 

calvície temporal, menarca atrasada, ovário policístico e irregularidades menstruais. Em 

adultos, pode-se encontrar acne cística, fertilidade reduzida e baixa estatura pela fusão 

prematura da epífise. Os estudos de famílias com indivíduos afetados podem revelar 

portadores assintomáticos (New, 2006; Gonçalvez, 2007).    
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A associação entre a forma clínica e a classe da mutação patológica discutida em 

trabalhos é geralmente concordante, mas a distinção entre as formas VS, PS e NC não é 

absoluta (Sinnott et al., 1992; Speiser et al., 1992; Wedell et al., 1994; Wilson et al., 

1995a; Koppens et al., 1998; Krone et al., 2000). 

Foram descritas 130 mutações raras pontuais que são independentes do 

pseudogene, descritas na população ou em algumas famílias separadas (Minutolo et al., 

2011). O efeito funcional de cada mutação missense foi investigado in vitro introduzindo-

as por mutagênese sítio dirigida no cDNA do gene CYP21A2 clonado num vetor 

apropriado e avaliando sua expressão. A maneira mais simples para comparar são os 

estudos para saber se a mutação reduz drasticamente ou parcialmente a atividade 

enzimática. A melhor forma de se medir a quantidade de reação é fazer o teste de 

atividade da proteína mutante em relação à nativa.  

Algumas mutações missense no gene CYP21A2 alteram a cinética enzimática. As 

enzimas mutantes são sintetizadas, mas são menos eficientes que a proteína nativa 

(Witchel e Azziz, 2011). As estratégias para analisar a atividade das enzimas mutantes 

envolvem a clonagem dos genes CYP21A2 mutantes e normais, transfecção e expressão 

desses genes em células COS e análise quantitativa da atividade dos produtos enzimáticos 

formados frente aos seus substratos (Kawamoto et al., 1992, Naiki et al., 1993, 

Nikoshkov et al., 1997, Lajic et al., 2002).  

Diversas mutações foram encontradas nas regiões de ligação ao substrato e 

causam danos severos à atividade da proteína. Na região conservada, próxima ao N-

terminal, foram encontradas duas mutações, a p.Gli56Arg e a p.Tir60Asn, ambas 

associadas à forma clássica da 21-OHD. A mutação p.Gli56Arg (c.166G>A) foi 

identificada no alelo paterno de uma paciente com a forma virilizante simples da HCA. 

Ela estava em heterozigose composta com a mutação IVS2-13A/C>G, que é derivada do 

pseudogene e é considerada geralmente forma perdedora de sal. A mutação p.Gli56Arg 

não apresentou atividade enzimática com a 17OHP, mas apresentou 1,4% de atividade 

usando a progesterona como substrato o que a coloca na faixa das mutações não 

perdedoras de sal (Soardi et al., 2008). Em relação à estrutura protéica, há evidências que 

o resíduo 56 é altamente conservado em proteínas CYP21 de mamíferos e sua localização 

está entre duas regiões de contato com a membrana. A p.Gli56Arg muda um resíduo 
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neutro para um hidrofílico básico na região da superfície, o que provavelmente altera a 

interação com a membrana (Willians et al., 2000). Na região conservada do C-terminal 

foram encontradas diversas outras mutações, sendo que a maioria causou perda severa da 

atividade enzimática (p.Arg342Tri, p.Arg342Pro, p.Glu352Lis, p.Leu354Arg, 

p.Arg355His, p.Arg355Cis, p.Arg357Pro, p.Arg357Gln, p.Arg357Tri).(Soardi et al., 

2008) 

A mutação rara p.Glu351Lis no gene CYP21A2 foi encontrada em um paciente 

do sexo masculino com a forma virilizante simples de HCA. A mutação p.Glu351Lis 

pontual está localizada na tríade ERR da CYP21A2. A tríade ERR é o motivo glutamina-

arginina-arginina conservado em todas as sequências das citocromos P450. O resíduo 

glutamina e a primeira arginina são conservados em todas as enzimas do citocromo 

P450s. Assim a segunda arginina pode estar presente também como histidina ou 

asparagina. Entretanto a tríade ERR esta envolvida em algumas etapas de ligação ao 

grupamento heme pela monoxigenase citocromo P450, o que faz com que a mutação 

p.Glu351Lis cause perda severa, mas não completa da atividade enzimática da 

CYP21A2. A análise funcional em células COS-7 revelou uma redução da conversão de 

17-OHP em 11-desoxicortisol, com atividades de 1,1+/-0,5%, e da progesterona em 11-

deoxicorticosterona, com atividade de 1,2+/-0,3% em relação a proteína normal. 

Analisando os mutantes artificiais (p.Glu351Asp, p.Glu351Ile), qualquer mutação nesse 

resíduo não causa a recuperação da atividade de 21-hidroxilase in vitro. Esses efeitos 

podem ser explicados pelas mudanças estruturais induzidas pelas mutações, que foi 

demonstrada no modelo tridimensional da estrutura da proteína CYP21A2. A 

combinação da função da enzima in vitro e a análise da proteína computadorizada do 

resíduo 351 da proteína CYP21A2 ocorre a partir da evidência da tríade ERR como 

fundamental elemento na estrutura das enzimas citocromo P450s (Krone et al., 2005). 

Uma mutação derivada do pseudogene e frequente entre os pacientes com 21-

OHD é a p.Arg356Tri (Chiou et al., 1990). Outras duas mutações foram encontradas 

nessa região no mesmo aminoácido, Arg 356, que foram estudadas por Lajic et al. 

(1997). As duas mutações, p.Arg356Pro e p.Arg356Gln, foram reconstruídas por 

mutagênese sitio dirigida in vitro, as proteínas foram expressas em COS-1, e a atividade 

enzimática foi determinada nos dois substratos naturais, 17-OHP e progesterona. O 
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mutante p.Arg356Pro reduziu a atividade enzimática para 0,15% em ambos os substratos, 

enquanto que o p.Arg356Gln exibiu 0,65% da atividade normal com a 17-OHP e 1,1% da 

atividade normal com a progesterona, ambas características da forma perdedora de sal. 

Essas atividades correspondem aos níveis de manifestação da doença encontrados nos 

pacientes com forma clássica perdedora de sal. A Arg 356 está localizada na região que 

faz parte da interação para a reação redox, de acordo com a modelagem da estrutura dos 

dois outros membros da superfamília de citocromo P450 (Lajic et al., 1997). 

Como já dito antes, os resíduos 342 ao 358 têm sido sugeridos como região de 

ligação aos esteróides (Picado-Leonard et al., 1988). A sequência do sítio de ligação aos 

esteróides necessita da carga do aminoácido arginina 356 (Picado-Leonard et al., 1988). 

A alteração de Arg para Tri pode não ser drástica para o enovelamento da proteína, ainda 

que destrua a capacidade da enzima se ligar ao esteróide (Chiou et al., 1990). 

Na região de ligação das proteínas acessórias foram também encontradas 

mutações que foram analisadas bioquímica e estruturalmente. As P450s microssomais e 

mitocondriais aceitam elétrons das citocromo P450 oxidoredutase ou adrenodoxina, 

respectivamente. Em ambas as reações químicas, os estudos sugerem que os aminoácidos 

básicos (geralmente lisina) das P450s interagem com os resíduos ácidos das proteínas 

acessórias. Os estudos cristalográficos da CYP102 sugerem um encaixe no sítio da 

redutase formado em parte pelas hélices B, C, D, J9 e K. A hélice K se pensava 

anteriormente interagir com o substrato. Estudos feitos pela mutagênese da CYP11A 

mostram que uma modificação em qualquer um dos dois resíduos de lisina na hélice K 

destrói a atividade enzimática sem afetar a ligação com o substrato (Wada e Waterman, 

1992), semelhante a estudos com a CYP17, que a mutagênese da arginina na região 

perturba as interações com a citocromo P450 redutase e citocromo b5 (Geller et al., 

1999). Como citado anteriormente, existem algumas mutações que ocorrem naturalmente 

nas argininas (R354 e R356) dessa região, na CYP21A2, que diminuem drasticamente a 

atividade enzimática (Chiou et al., 1990; Lajic et al., 1997; Lobato et al., 1999). Apenas 

dois resíduos básicos, um na hélice K e o outro no peptídeo de ligação ao heme (R323 e 

R398 em CYP102), correspondentes aos R354 e R426 na CYP21A2, são completamente 

conservados em todos os P450s de eucariotos, sugerindo que outros resíduos 
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positivamente carregados que não são completamente conservados possam ser 

necessários para a ligação às proteínas acessórias (Shimizu et al., 1991). 

Em estudo de Baumgartner-Parzer et al. (2001), cerca de 1,2% dos 165 pacientes 

relatados não possuíam nenhuma mutação já descrita (White e Speiser, 2000; Morel e 

Miller, 1991; Speiser et al., 1992; Wedell et al., 1994; Krone et al., 2000). Os 

sequenciamentos completos do DNA de um dos pacientes que não possuíam nenhuma 

mutação já descrita e de suas duas irmãs afetadas revelaram que possuíam uma grande 

deleção no gene no alelo paterno e a mutação ainda não descrita p.Arg426His no gene 

CYP21A2 do alelo materno, correspondendo a 0,6% dos 168 alelos não caracterizados 

causadores de HCA. A atividade do mutante p.Arg426His é fortemente diminuída para 

5,2% do normal. Esse resultado corresponde a grau de manifestação da doença de 

pacientes com a forma clássica da HCA. Quando introduzida na sequência e expressa em 

culturas de células, a mutação p.Arg426His não apresentou atividade enzimática frente ao 

substrato 17-OH-progesterona comparando à proteína nativa. As três irmãs 

diagnosticadas com HCA clássica apresentaram virilização acentuada da genitália externa 

(Prader IV, sem crises de perda de sal), com o alelo paterno com uma grande deleção no 

gene CYP21, sem outro defeito no alelo materno além da mutação p.Arg426His.  

 Nos primeiros de trabalhos de triagem de mutações (Lau et al., 2001, Soardi et 

al., 2008), realizados em nosso grupo de pesquisa, foram encontradas dez mutações que 

não eram derivadas do pseudogene, duas do tipo frameshift; uma nonsense; uma 

alterando o sítio doador e uma o sítio receptor de splicing no íntron 2; uma troca 

nucleotídica no íntron 7 e cinco do tipo missense. O estudo das atividades residuais das 

cinco mutações do tipo missense demonstrou seus efeitos deletérios (Soardi et al., 2008). 

No entanto, conforme a casuística era ampliada, novas mutações foram identificadas, 

para as quais havia necessidade do estudo de atividade residual. São elas: p.Ser113Phe, 

p.Pro267Leu, p.Val358Ile, p.Arg426Cys e as combinações p.Ile172Asp+p.Val358Ile e 

p.Val281Leu+p.Arg426Cys. Estas foram investigadas no presente trabalho. 
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Deficiência da 3 β-hidroxiesteroide desidrogenase 

 

A enzima 3β-HSD em geral está ligada à membrana e precisa do NAD+ como 

coenzima para catalisar a desidrogenação da 3β-hidroxiesteroide e a ∆5→4 isomerização 

dos precursores esteroides da pregnenolona, 17-hidroxipregnenolona (17OH- Preg), 

dehidroepiandrosterona (DHEA), eandrost-5-eno-3-β, 17β-diol (∆4
5-diol) para 

progesterona (P), 17 α-hidroxiprogesterona (17-OHP), ∆4 androstenediona (∆4-Dione), e 

testosterona(T), respectivamente (Rhéaume et al., 1991; Lachance et al., 1990; Lorence 

et al.,1990; Rhéaume et al., 1992; Zhao et al., 1991; De Launoit et al., 1992). Em adição, 

essas enzimas catalisam a degradação da 5α-pregnanes e 5 α-androstanes, tais como a 

diidrotestosterona (DHT). 

Todos os membros das 3β-HSD, exceto os do tipo 4, possuem atividade 

desidrogenase e isomerase irreversível. A atividade desidrogenase dez vezes mais lenta é 

o passo limitante, mas a 3β-HSD e a isomerase tem sido purificadas como uma proteína 

única na placenta humana, testículos e glândulas adrenais de rato e glândulas adrenais de 

boi (Luu-The et al., 1988; Thomas et al., 1988). O isolamento do cDNA e das isoenzimas 

tipo I e II da expressão in vitro humana foi confirmado que as atividades 3β-HSD e ∆5-

∆4 isomerase funcionam como uma proteína única. Entretanto, dados obtidos com 

experimentos de radiomarcação por afinidade (Thomas et al., 1992) e inibição (Luu-The 

et al., 1991) são consistentes com sítios catalíticos bifuncionais que adotam uma 

conformação diferente para cada atividade. A enzima inicia a reação de 3β-

hidroxiesteroide desidrogenase usando o coenzima NAD+. A coenzima em sua forma 

reduzida, NADH, que é resultante da atividade desidrogenase, ativa a isomerase por 

indução de mudança conformacional da proteína 3β-HSD (Thomas et al., 1995).    

A estrutura e a expressão tecido-específica foram caracterizadas em dois tipos de 

cDNAs de 3-HSD humana, codificando isoenzimas denominadas do tipo I e do tipo II, 

que possuem homologia de 93,5% entre si (Luu-The et al., 1989; Lorence et al., 1990; 

Rhéaume et al., 1991). O gene do tipo I (HSD3B1) codifica uma isoenzima de 372 

aminoácidos que é expressa predominantemente na placenta e tecidos periféricos, tais 

como pele e glândulas mamárias, enquanto o gene do tipo II (HSD3B2) codifica uma 

isoenzima de 371 aminoácidos que é quase exclusivamente expressa nas adrenais e nas 
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gônadas (Rhéaume et al., 1991). A estrutura completa de cada gene foi determinada e 

indica a presença de quatro éxons e três introns presentes num fragmento genômico de 

cerca de 7,8 kb (Lachance et al., 1990, 1991, 1992; Lorence et al.,1990). Os genes 

HSD3B1 e HSD3B2 foram mapeados por hibridização in situ na região 1p13.1 do 

cromossomo 1 (Morrison et al., 1991; Bérubé et al., 1989). 

Embora a deficiência da 3-HSD na forma clássica seja rara, consistindo em 

menos de 1% dos casos de hiperplasia congênita das supra-renais, a forma menos grave 

ou não clássica é considerada muito frequente e, muitas vezes, responsável por hirsutismo 

e/ou irregularidades menstruais (principalmente a síndrome do ovário policístico) em 

mulheres (Bongiovanni, 1962; Zachmann et al., 1979; Pang et al., 1983; Chang et al., 

1993; Rosenfield et al., 1980; Pang, 2001). Entretanto, critérios diagnósticos confiáveis 

para a forma não clássica são difíceis de estabelecer, consistindo principalmente de 

proporções alteradas de esteroides β5 e β4 (Mathieson et al.,1992; Schram et al., 1992; 

Azziz et al., 1993; Barnes et al., 1991). 

Já foram caracterizadas 36 mutações diferentes no tipo II do gene da 3-HSD em 

pacientes com a forma perdedora de sal (HGMD, 

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=HSD3B2). Pacientes com a forma clássica 

perdedora de sal tem mutações no gene HSD3B2 que eliminam ou praticamente abolem 

sua atividade (Rhéaume et al., 1992; Simard et al., 1993). Os casos de deficiência de 3β-

HSD de forma não clássica têm muita semelhança clínica com a gama de defeitos 

observados para a enzima 21-hidroxilase e, por analogia com a relação das formas 

clássica e não clássica, foram também chamadas de deficiência da 3β-HSD clássica e não 

clássica. Sugere-se que esse defeito hormonal possa ser possivelmente uma variação 

alélica da forma clássica da doença. Até o momento, a porcentagem de pacientes com a 

forma não clássica e que realmente possuem mutações no gene HSD3B2 não é 

conhecida. O fato de que nenhuma mutação tenha sido encontrada em pacientes com 

deficiência não clássica de 3β-HSD sugere fortemente que essa doença não resulte de 

uma isoenzima mutante do tipo II. Isso está em contraponto às formas perdedoras de sal e 

não perdedoras de sal da deficiência clássica da 3β-HSD, nas quais várias mutações 

foram encontradas.  
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Duas mutações no gene de HSD3B2 relacionadas à forma perdedora de sal foram 

encontradas no mesmo códon. A mutação missense p.Pro222Tre é altamente danosa para 

a atividade enzimática (Pang et al., 2002), não apresenta atividade enzimática in vitro, 

estando associada à ambiguidade genital e perda de sal num paciente masculino. Essa 

mutação foi descrita em dois pacientes algerianos. 

 

 

ANÁLISE ESTRUTURAL  

 

A especificidade das interações entre as proteínas é determinada por suas 

propriedades físicas, químicas e estruturais. Assim, é necessário o conhecimento 

detalhado da estrutura tridimensional das proteínas envolvidas para entender as interações 

entre elas. Porém, a estrutura molecular de algumas proteínas ainda não foi determinada 

devido à dificuldade de cristalização pelos métodos convencionais que devem anteceder 

às medidas de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) (Leliveld et al., 2003). Para 

estudos da estrutura molecular tridimensional é necessário que a molécula de proteína 

inteira, ou parte dela, esteja em forma de cristal. No caso da proteína 21-hidroxilase, um 

de seus domínios faz parte da membrana plasmática, o que, pela hidrofobicidade da 

molécula, dificulta sua cristalização e, consequentemente, a determinação tridimensional 

da sua estrutura (Robins et al., 2006). 

A técnica alternativa para estudo de proteínas cujas estruturas ainda não estejam 

resolvidas e a predição das interações com outras proteínas é a modelagem por 

homologia. Esse método, usado para identificação de função de proteínas e de possíveis 

alterações nas funções causadas por mutações, é basicamente direcionado pelo paradigma 

sequência-estrutura-função (Rychlewski et al., 1999). Ao se empregar essa abordagem, é 

possível construir a melhor estrutura de uma proteína, prevista a partir de sua sequência 

de aminoácidos (alvo), com base na estrutura tridimensional conhecida de membros 

relacionados da família (modelos) que já se encontre depositada no banco de proteínas 

(PDB - Protein Data Bank). Modelos de 'baixa resolução' obtidos através de modelagem 

por homologia fornecem informações essenciais do arranjo espacial de grupos 

importantes de resíduos (Panigrahi et al., 2012). 
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Para enriquecer os estudos da deficiência de 21-hidroxilase, alguns trabalhos vem 

usando o modelo molecular tridimensional da CYP21 para relacionar os mecanismos da 

patogenicidade de uma determinada mutação através de uma análise in silico e compará-

las aos efeitos bioquímicos observados nas análises de expressão e ensaios enzimáticos. 

O primeiro modelo de sítio ativo da proteína CYP21 foi a CYP101 de Pseudomonas 

putida (Lin et al., 1994). Entretanto, ao passar dos anos, um grande número de estruturas 

de CYPs vem sendo determinadas e depositadas no banco de dados de proteínas (PDB) 

(Berman et al., 2000), onde cinco são de mamíferos, incluindo três proteínas humanas 

(Schoch et al., 2004; Scott et al., 2003; Williams et al., 2000; Williams et al., 2003; 

Williams et al., 2004; Yano et al., 2004). A primeira estrutura de P450 de eucarioto 

determinada, CYP2C5, foi a P450 2C5 expressa em microssomos de coelho. Essa 

proteína foi usada para modelagem da CYP21 humana, pelo fato de possuir o mesmo 

substrato.  

Além disso, modelos individuais foram calculados para investigação de 

mecanismos moleculares de todas as variantes alélicas da CYP21 (Robins et al., 2006). 

Recentemente, as análises in silico das mutações p.Arg132Cis, p.Glu149Cis, 

p.Met283Val e p.Glu431Lis indicaram mudanças na estabilidade da proteína ou na carga 

da superfície das proteínas mutantes (Minutolo et al., 2011). Outro estudo mostrou que a 

mutação p.Ile77Tre alterou um resíduo chave da ligação ao substrato (Tardy et al., 2010). 

Como essa é uma área que sempre tem novidades, a estrutura da 21-hidroxilase bovina 

foi determinada recentemente (Zhao et al., 2012). Essa estrutura possui alta similaridade 

com a humana. 

A análise estrutural da 3β-HSD também apresenta a limitação de que parte dessa 

proteína ligada a membrana. A atividade enzimática tem se localizado nas frações 

microssomais e mitocondriais (Luu-The et al., 1988; Thomas et al., 1988). A atividade é 

mais alta na fração microssomal e a atividade mitocondrial é vista como resultado de uma 

contaminação microssomal, apesar dos estudos de presença da atividade de 3β-HSD na 

mitocôndria (Sauer et al., 1994; Cherradi et al., 1994). Pouco é conhecido da ancoragem 

dessa proteína na membrana. Análise da sequência de aminoácidos predizem dois 

domínios transmembrânicos. Um dos domínios é um segmento de 26 resíduos no C-

terminal entre os resíduos 283 e 308, que é extremamente hidrofóbico e está presente em 
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todos os membros 3β-HSD e outro mais curto que é um segmento de 16 resíduos entre 75 

e 91, identificado em todos os membros, exceto nas enzimas 3β-HSD do tipo II de 

roedores e bovinos e do tipo V de roedores (Morel et al., 1997).  

Todas as mutações nonsense ou frameshift são responsáveis pela forma perdedora 

de sal severa e prevêm uma proteína truncada sem o domínio transmembrânico do C-

terminal, exceto a 318delC. Em contraste, a mutação p.Ala82Ile, localizada na região 

menos conservada do domínio, é encontrada em pacientes com a forma não perdedora de 

sal (Mendonça et al., 1994).      

A analise estrutural e funcional de enzimas, como a 21-hidroxilase e a 3β-

hidroxisteróide desidrogenase, busca entender melhor porque a sua deficiência causa 

tantos prejuízos para o organismo humano. Nesse estudo, buscamos de várias formas 

analisar o funcionamento da enzima modificado por algumas alterações encontradas em 

pacientes, que poderão ajudar no entendimento de outros casos que podem aparecer.    
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OBJETIVOS 
_____________________________________________________________________ 

 

 

 

 Investigação da atividade das enzimas 21-hidroxilase modificadas pelas 

mutações p.Ser113Phe, p.Pro267Leu, p.Val358Ile, p.Arg426Cys e  

combinações p.Ile172Asn+p.Val358Ile, e p.Val281Leu+p.Arg426Cys no 

respectivo gene.  

 

 Investigação, por modelamento, das alterações estruturais nas proteínas 21-

hidroxilase e 3-beta-hidroxiesteroide desidrogenase promovidas pelas 

mutações do tipo missense. Analises feitas com as mesmas mutações da 

atividade enzimática e uma deleção, Q389, G390, A391 na 21-hidroxilase e 

p. Pro222Thr e p.Pro222Gln na 3-beta-hidroxiesteroide desidrogenase. 

 

 Comparação da relação genótipo-fenótipo através da relação entre a atividade 

e a estrutura encontrada para cada mutação com fenótipo característico das 

deficiências da 21-hidroxilase.  
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MÉTODOS 

 

AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA 

 

Esta avaliação (Fig.11) se inicia pelo ensaio de mutação sítio-dirigida que consiste 

em introduzir uma mutação no cDNA do gene CYP21A2 normal já clonado. Após este 

procedimento, a inserção correta da mutação é confirmada por sequenciamento pelo 

equipamento da empresa Applied Biosystems do modelo 3130xl. Os fragmentos dos 

clones resultantes são subclonados em vetores de expressão em mamíferos e 

transfectados em células COS, que são células derivadas de fígado de macaco africano 

estabelecidas em cultura (Robins et al.,2006). As expressões e atividades residuais são 

analisadas por quantificação relativa quanto à produção de proteínas e quanto à atividade 

enzimática frente aos seus substratos específicos, comparando-se os resultados com os da 

enzima normal (Barbaro et al., 2004; Krone et al., 2005).  

Para se estabelecer a correlação genótipo-fenótipo de cada mutação aqui incluída, a 

saber: p.Ser113Phe, p.Pro267Leu, p.Val358Ile, p.Arg426Cys e as combinações 

p.Ile172Asp+p.Val358Ile e p.Val281Leu+p.Arg426Cys; as mutações p.Ile172Asn e 

p.Val281Leu, cujas atividades enzimáticas já se conhece e estão correlacionadas com as 

formas virilizante simples e não-clássica, respectivamente, foram também introduzidas 

no cDNA de CYP21A2 e utilizadas como referências. Além disso, os plasmídios sem o 

cDNA de CYP21A2 (mock) e com o cDNA normal (wild type), também foram 

transfectados em células COS como controles negativo (0%) e positivo (100%), 

respectivamente. 

Assim, serão detalhas a seguir cada etapa metodológica utilizada. 
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Figura 11 - Esquema resumido da metodologia usada nesse trabalho. Começando pela mutagenese sitio 

dirigida do cDNA do gene CYP21A2, passando pela subclonagem do cDNA no vetor de expressão 

pCMV4, pela transfecção em células de mamíferos até a coleta das proteínas para o cálculo de atividade 

enzimática. 

 

MUTAÇÃO SÍTIO-DIRIGIDA E SUB-CLONAGEM DO cDNA  

 

O cDNA completo correspondente ao gene humano CYP21A2 (Chiou et al., 1990) 

havia sido sub-clonado no vetor pALTER e modificado através de metodologia descrita 
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por Nikoshkov et al. (1997). Este vetor foi gentilmente cedido pela Prof. Dra. Anna 

Wedell do Instituto Karolinska (Suécia). Para cada mutação sob estudo foram desenhados 

e sintetizados pares de oligonucleotídeos complementares entre si, através dos quais as 

mutações foram introduzidas no cDNA do gene CYP21A2 contido no vetor pALTER 

(Promega Corporation, Estados Unidos) (Tabela 3). Para que isso acontecesse, foram 

realizadas as PCRs iniciais para as mutagêneses sítio-dirigidas seguindo-se as instruções 

do kit QuikChange® Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, Agilent Technologies 

Company, Estados Unidos). A amplificação por técnicas convencionais de PCR se 

estende por todo o vetor incluindo o inserto, mas para se garantir a fidelidade da 

amplificação foi utilizada a enzima com atividade exonucleásica Pfu Turbo DNA 

polimerase. Nos casos onde foram inseridas duas mutações em um mesmo cDNA, foi 

feito esse mesmo procedimento, porém o cDNA inicial já possuía uma das mutações, 

previamente confirmada.  

Após o término dos ciclos de amplificação, foi adicionada a enzima Dpn I, a qual 

reconhece e digere o DNA parental proveniente da bactéria, vetor selvagem, pelo fato 

deste estar metilado. 

 

Tabela 3. Oligonucleotídeos para mutagênese sítio-dirigida. 

Oligos Sequência do primer(5’→3’) Sentido 

mSer113Phe-F    TCCTTGGGAGACTACTTCCTGCTCTGGAAAGCC Sense 

mSer113Phe-R    GGCTTTCCAGAGCAGGAAGTAGTCTCCCAAGGA Antisense 

mVal358Ile –F CGAGGTGCTGCGCCTGTGGCCCGTTGTGCCCT Sense 

mVal358Ile -R   AGGGCACAACGGGCCACAGGCGCAGCACCTCG Antisense 

mArg426Cis-F   CTTCGGCTGCGGTGCCTGCGTGTGCCTGGGCGA Sense 

mArg426Cis-R   TCGCCCAGGCACACGCAGGCACCGCAGCCGAAG Antisense 

mIle172Asn-F   CTCACCTGCAGCATCAACTGTTACCTCACCTTC Sense 

mIle172Asn-R   GAAGGTGAGGTAACAGTTGATGCTGCAGGTGAG Antisense 

mVal281Leu-F   TCCTGGAAGGGCACTTGCACATGGCTG Sense 

mVal281Leu-R   CAGCCATGTGCAAGTGCCCTTCCAGGA Antisense 

mPro267Leu-F CAAGGGGTGGCGCAGCTGAGCATGGAAGAGGGC Sense 

mPro267Leu-R GCCCTCTTCCATGCTCAGCTGCGCCACCCCTTG Antisense 
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Após a amplificação, os produtos foram usados para transformar células de E.coli 

(DH5) de acordo com Sambrook et al. (1989). As transformações em células 

competentes da bactéria foram realizadas por eletroporação ou por transformação 

química. Devido ao baixo rendimento do procedimento de mutação sítio-dirigida, o uso 

de duas técnicas diferentes foi necessário para se conseguir melhor eficiência de 

transformação. Para quase todas as amostras de cDNA, a transformação mais eficiente foi 

a técnica de transformação química. 

As colônias recombinantes foram selecionadas por resistência à tetraciclina e 

submetidas à mini-preparação de plasmídios utilizando-se parte do kit Plasmid Midi 

(QIAGEN, Alemanha). Estes plasmídios foram, então, submetidos à digestão pelas 

enzimas de restrição Bgl II e Kpn I, para liberação do inserto do cDNA da CYP21A2 e, 

assim, verificar sua presença nos clones recombinantes selecionados. Alternativamente, 

foram realizadas PCRs com primers que anelam no exon 3 normal e exon 6 normal, para 

uma verificação rápida de que o gene estava presente no plasmídio. As amostras das 

mini-preparações, para as quais as PCRs foram positivas, foram sequenciadas utilizando-

se primers específicos para o cDNA do gene CYP21A2 (Tabela 4), com o objetivo de se 

confirmar a correta inserção de cada mutação. Para cada construção plasmidial com o 

cDNA do gene CYP21A2 foram realizadas, em geral, noventa e seis reações de PCR, das 

quais cerca de três ou quatro foram submetidas ao sequenciamento.  

 

Tabela 4. Primers específicos para o cDNA do gene CYP21A2.(Soardi.,2008) 

Primers Sequência do primer (5’→3’) Localização Sentido 

CYP21cDNA100 TTGCTGCAGCCCGACCTCCCA Exon 1 Sense 

CYP21cDNA101 GACGTGATTCCCTTTCTCAGG Exon 7 Sense 

CYP21cDNA102 ATCGCCGAGGTGCTGCGCCTG Exon 10 Sense 

CYP21cDNA13 AAGTGGCTCAGGTCTGCCAGC Exon 2 Antisense 

 

Verificadas as mutações, os cDNA foram subclonados no vetor pCMV4 

(Stratagene) que é próprio para a expressão em células de mamíferos, pois possui um 

promotor de citomegalovírus e tem origem de replicação normal do vírus SV40. Cada 

construção contendo os cDNAs foi digerido com as enzimas Bgl II e Kpn I para liberar o 
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inserto do vetor pALTER e, subcloná-lo no vetor pCMV4. Este vetor foi previamente 

preparado por digestão com as enzimas de restrição Bgl II e Kpn I para receber o inserto.  

A reação de ligação foi realizada por ação da enzima T4 DNA ligase (Promega), 

que catalisou esta reação entre o vetor pCMV4 e os cDNAs do gene CYP21A2, ambos 

digeridos com as enzimas de restrição acima detalhadas. A reação de ligação constituiu 

de: 

 6µl da amostra do cDNA do gene CYP21A2; 

 2µl da amostra do vetor pPCMV4, na mesma concentração da amostra do 

gene;  

 1µl da enzima T4 DNA ligase;  

 1µl de tampão da enzima; 

O volume final da reação foi de 10µl. A reação foi feita overnight a 4°C. 

Após a ligação dos insertos contendo as mutações ao vetor de expressão pCMV4, 

as amostras foram transformadas em células E.coli (DH5). Seguindo o mesmo 

procedimento descrito acima para seleção, agora por resistência à ampicilina, e 

identificação de clones recombinantes, alguns plasmídios foram escolhidos por PCR e 

sequenciados, como descrito anteriormente. Após o sequenciamento, as amostras de 

pCMV4 contendo as mutações inseridas de forma correta foram submetidas ao preparo 

de plasmídio em maior escala utilizando o kit Plasmid Midi (QIAGEN, Alemanha), 

seguido-se o protocolo do fabricante.  

Os plasmídios utilizados como referências, a saber, aqueles contendo o cDNA do 

gene normal CYP21A2 (wild type) e o plasmídio sem inserto (mock) foram também 

preparados pelo método descrito acima.  

  

TRANSFECÇÃO EM CÉLULAS COS 

 

A linhagem de células utilizadas foi a COS-7, variante da COS-1 que contém o 

antígeno T. Quando transfectada com o vetor pCMV4, proporciona altos níveis de 

expressão devido aos genes virais necessários para gerar múltiplas cópias do vetor 

(Gluzman et al., 1981). 
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Uma alíquota de 1 mL de células foi descongelada e colocada em 5 mL de meio 

DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino estéril e gentamicina (DMEM +/+) 

em frasco de cultura T75. As células foram incubadas em estufa a 37°C, com 5% de CO2 

e 90% de umidade. A primeira passagem foi realizada 48 horas após o descongelamento: 

o meio foi descartado e as células foram lavadas gentilmente com 5 mL de PBS 

(Invitrogen Corporation, Estados Unidos), que foram descartados para se adicionar em 

seguida 1 mL de tripsina. Após as células se desprenderem do fundo do frasco, foram 

colhidas, centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de meio, que foi repassado para um 

novo frasco onde 10 mL de DMEM +/+ foram adicionados e, novamente incubadas em 

estufa nas mesmas condições usadas no processo de descongelamento. Após a primeira 

passagem, foram realizados dois novos repiques, onde as células foram tripsinizadas e 

todo volume foi transferido para novos frascos contendo 10 mL de meio cada, que foram 

incubados novamente nas condições citadas acima. As células foram mantidas em estufa 

sob atmosfera de CO2, como descrito acima, até o momento da preparação para 

transfecção. 

Para a transfecção de cada plasmídio procedeu-se da seguinte forma: em primeiro 

lugar, o pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura e, com o auxílio 

de uma pipeta, foram distribuídos em placas de doze poços para cultura, preparadas 

anteriormente contendo meio DMEM+/+, num volume de 20 µL em cada poço. As placas 

foram homogeneizadas manualmente. Após 24 horas de incubação a 37ºC em estufa de 

CO2, a confluência celular de 50 a 70% foi considerada ideal para a realização do 

processo de transfecção. 

Cerca de duas horas antes de se realizar a transfecção, o meio sobre as células foi 

retirado e descartado e adicionou-se o mesmo volume de meio DMEM -/- (sem soro fetal 

bovino e sem gentamicina, à temperatura ambiente). A transfecção foi realizada 

utilizando o reagente FuGene6® (Roche, Suíça) e XtremeGENE HP DNATransfection 

Reagent® (Roche, Suíça), que é um combinado de lipossomos que forma um complexo 

com o DNA, transportando-o para o interior das células. A transfecção foi realizada em 

conjunto (co-transfecção) com os plasmídios pCMV4 contendo os cDNAs CYP21A2 

normal e mutante e o plasmídio pH110 contendo o gene repórter LacZ (Pharmacia, GE 

Healthcare, Reino Unido). Em um mesmo tubo de 1,5 mL foram adicionados: 1 µg de 
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pCMV4-CYP21A2, 0,25 µg de pH110–β galactosidase e 50 µL de meio DMEM -/-. Essa 

mistura foi incubada durante 5 minutos em temperatura ambiente. Após o período de 

incubação, 2 µL de cada reagente FuGene 6 ® e XtremeGENE ® foram adicionados em 

cada tubo. Os tubos foram incubados por 15 minutos, e foram em seguida distribuídos 

nos poços de forma a abranger todo o espaço. A placa foi incubada por 48 horas em 

estufa padronizada e cada experimento continha um poço por amostra, porém estas placas 

foram feitas em duplicatas por experimento e esse experimento precisou ser repetido 

vinte e sete vezes nesse estudo, devido a alguns experimentos não chegarem aos valores 

esperados para a validação dos experimentos, valores do controle negativo de até 5% e do 

controle positivo de 45% ou mais na relação entre produto e substrato. 

 

OBTENÇÃO DAS PROTEÍNAS 

 

A atividade de cada construção de CYP21A2 frente aos dois substratos, a 17-

hidroxiprogesterona (17-OHP), que produz o 11-desoxicortisol na via dos 

glicocorticoides, e a progesterona (PROG), que produz a 11-desoxicorticosterona na via 

dos mineralocorticóides, foi verificada com o extrato celular bruto, através de ensaio 

realizado após 48 horas da co-transfecção das células COS-7 com o vetores contendo os 

cDNAs mutados e normal e o gene repórter. 

O meio DMEM +/+ foi totalmente removido e , em seguida, ás amostras normal e 

mutantes, foram adicionados 10 µM de 17-OHP triciada (³H, American Radiolabeled 

Chemicals, Estados Unidos) e 2 µM da não triciada (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), 

ambas em tampão 0,2 M de fosfato de potássio monobásico com pH 7,2, 4 mM NADPH 

(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e para completar o meio DMEM+/+. Esse mesmo 

procedimento foi feito com 10 µM de progesterona triciada (Perkin Elmer) e 0,1 µM não 

triciada (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), concentração menor que a usada com 17-OHP, 

porém com os mesmos tampões, a mesma concentração de NADPH e meio DMEM+/+. 

Após 20 minutos de incubação a 37°C em estufa com atmosfera de CO2, os 

sobrenadantes foram coletados e após 24 horas foram analisados quanto à formação de 

produtos, para avaliação da atividade enzimática residual em cada construção mutante.  
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As células ainda aderidas às placas foram tripsinizadas e lavadas gentilmente com 

PBS. Paralelamente, as células foram colhidas para os testes de atividade de beta-

galactosidase, para verificar se a expressão havia ocorrido satisfatoriamente através dos 

plasmídios co-transfectados nas células. Os procedimentos de transfecção foram feitos 

em duplicata, para a utilização das células nas medidas de atividade de beta-galactosidase 

e para o Western blotting. Para as amostras que seriam utilizadas no Western blotting, o 

meio DMEM +/+ foi retirado e as amostras normal e mutantes foram acrescidas de uma 

solução tampão de amostra com 2xSDS, tampão de ressuspensão celular e DTT, como se 

encontra descrito abaixo. 

 

QUANTIFICAÇÃO DA PROTEÍNA TOTAL 

 

A quantificação do extrato protéico de alto peso molecular obtido das células 

COS-7 foi realizada pelo método de Bradford (1976). Após a sonicação das células 

desprendidas com tripsina, a proteína solúvel contida no sobrenadante foi quantificada 

com o reagente Bradford (Bio-Rad, Estados Unidos). A albumina sérica bovina (BSA) foi 

usada como padrão e preparada nas concentrações de: 0,2 μg/μL, 0,4 μg/μL, 0,6 μg/μL, 

0,8 μg/μL e 1,0 μg/μL. De cada padrão, 20 μL foram colocados em 980 μL do tampão de 

ensaio de proteína (Bio-Rad® Protein assay buffer) diretamente na cubeta de leitura de 1 

mL. O mesmo procedimento foi feito com as proteínas (20 μL do extrato protéico foram 

adicionados a 980 μL do tampão de ensaio de proteína). 

As soluções foram homogeneizadas. Após incubação por 20 minutos em 

temperatura ambiente, foram feitas as leituras de absorbância em 590 ηm. Os ensaios de 

concentração de proteína somente foram considerados quando o fator de correlação (R2) 

obtido era maior ou igual 0,95. R2 indica quão bom é o ajuste da curva em relação aos 

pontos experimentais e este fator varia de 0 a 1, sendo que quanto mais próximo da 

unidade, melhor é o ajuste. 
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ENSAIO DE Β-GALACTOSIDASE 

 

O ensaio de β-galactosidase com ONPG (2-Nitrofenil-β–D-galactopiranosídeo) 

foi usado para referência interna nos estudos de transfecção. A β-galactosidase (β-gal) 

age em galactosídeos simples como o ONPG, assim como na clivagem de lactose. A 

hidrólise de ONPG pela β-gal resulta na liberação de galactose e do o-nitrofenol, um 

componente cromogênico amarelo cujo máximo de absorção de luz é em 420 ηm. O gene 

LacZ, que codifica a β-galactosidase, quando ligado a certos promotores é utilizado como 

repórter quando a intenção é observar a interação proteína-proteína ou a ativação da 

transcrição em condições experimentais, uma vez que a maioria dos tipos celulares de 

cultura de mamíferos contém baixos níveis de atividade de β-gal endógena. Assim, o 

ensaio de β-gal foi utilizado como controle de transfecção.  

O ensaio seguiu o protocolo abaixo: 

Extrato protéico....................................................................................................... 30 μl 

100x Tampão de Magnésio (100 mM MgCl2 e 2-Mercaptoetanol 5 M.................   3 μl 

ONPG em tampão NaH2PO4 0,2 M ......................................................................  66 μl 

Tampão de Fosfato de Sódio 0,1 M, pH 7,3...........................…..…............ q.s.p 300 μl 

 

A mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos, ou até a solução ficar amarelada. 

Acrescentando-se em seguida 0,5 ml de Na2CO3 1 M para inativar a β–galactosidase e 

maximizar a absorbância do ONPG em 420 ηm. Assim, para verificar a quantidade de 

proteína, a absorbância de todas as amostras foi determinada , utilizando-se como branco 

a solução com PBS, substituindo o extrato portéico no protocolo acima. 

 

WESTERN BLOTTING 

 

A técnica de Western blotting foi utilizada para verificar se a proteína CYP21A2 

foi expressa pelas células transfectadas, através da observação do tamanho correto 

revelado pelo anticorpo específico, e em que quantidades. A análise por Western blotting 

foi realizada com as proteínas obtidas de células coletadas diretamente do poço com 

tampão de amostra.  
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O tampão de amostra consistiu do tampão para ressuspender células (NaCl 100 

mM, Tris-HCl 100 mM pH7.6, EDTA 1 mM); tipico tampão de amostra para Western 

blotting 2X (Tris 100 mM pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20%, DTT 50 mM e 1% de azul de 

bromofenol, além de solução de DTT 1 M, na razão 4:5:1.  

As amostras foram então desnaturadas a 80°C por 5 minutos e aplicadas em gel 

SDS-PAGE 10%, juntamente com o padrão de peso molecular (Prestained Protein 

Molecular Weight Marker, Fermentas). A eletroforese se desenvolveu por 2 horas, a 140 

V. Durante este período, o material necessário para transferência do gel para a membrana 

de nitrocelulose foi preparado. A membrana e quatro papéis de filtro, juntamente com as 

esponjas que ajudam a embeber a membrana, ficaram imersos em tampão de 

transferência (Tris 48 mM, Glicina 39 mM, Metanol 20% e SDS 0,037%). Após a 

eletroforese, o conteúdo do gel foi transferido para a membrana de nitrocelulose 

(Nitrocellulose Membranes for Blotting, Sigma-Aldrich), utilizando-se o sistema de 

transferência. Em primeiro lugar colocou-se o gel em contato direto com a membrana, 

sendo que na parte externa foram colocados dois papéis de filtro de cada lado do gel e da 

membrana e duas esponjas. Em seguida foram levados à cuba de transferência. A eletro-

transferência ocorreu durante 2 horas a 25 V. Outro método de transferência usado foi o 

sistema a seco IBLOT GEL TRANSFER SYSTEM da Invitrogen, com o kit Iblot gel 

Transfer Stacks Nitrocellulose. A membrana foi, então, lavada rapidamente com tampão 

TBS-T (150mM de NaCl, 20 mM de TrisHCl pH7.6 e 1% de Tween 20). Para verificar a 

eficiência da transferência, a membrana foi corada com Ponceau por 5 minutos sob leve 

agitação e fotografada. Em seguida, a membrana foi agitada durante 2 horas em tampão 

TBS-T contendo 5% de leite em pó desnatado. Descartado o tampão, foi adicionado o 

anticorpo primário policlonal contra CYP21A2 humana produzido em coelho (Santa Cruz 

Biotechnology) na proporção de 1:2.000 em TBS-T com 5% de leite permanecendo em 

leve agitação overnight em baixa temperatura (Lajic et al., 2002). A membrana foi 

novamente lavada com TBS-T e, em seguida permaneceu sob agitação por 2 horas em 

TBS-T 5% leite, bloqueando a primeira reação. Ela foi exposta ao anticorpo secundário 

anti-rabbitIgG (Santa Cruz Biotechnology) em TBS-T 5% leite na proporção de 1:1.500. 

Após a incubação a membrana foi novamente lavada com TBS-T, em seguida foram 
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adicionados os reagentes Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit® (Bio-Rad). 

para revelação da membrana através da reação com a fosfatase alcalina. 

 

 

ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 

Os sobrenadantes colhidos após a incubação com os esteróides triciados ( átomos 

de H substituídos por trítio) foram divididos em dois tubos (125 µL/tubo) para análise em 

duplicata. Foram analisadas separadamente as produções de 11-desoxicortisol e de 11-

desoxicorticosterona, resultantes da conversão dos substratos 17-OHP e PROG, 

respectivamente, para se estimar a atividade enzimática residual de cada construção. A 

cada tubo foram adicionados 250 µL de diclorometano, permanecendo sob agitação por 

15 minutos em temperatura ambiente. Após a agitação, as amostras foram centrifugadas 

por 5 minutos a 14.000 rpm, onde os esteróides foram eluídos em diclorometano (fase 

incolor) e separados do meio DMEM (fase rosa). As fases contendo os esteróides foram 

separadas e colocadas em tubos novos. Os tubos foram centrifugados a vácuo, até 

completa evaporação do solvente. Os precipitados foram ressuspendidos em 15 µL 

contendo os substratos, 17-OHP e PROG, e seus respectivos produtos, 11-desoxicortisol 

e 11-desoxicorticosterona não marcados e dissolvidos em metanol. Estes esteróides foram 

usados como marcadores na concentração de 0,5 µg/µL. As misturas permaneceram em 

agitação por 15 minutos. Os 15 µL de cada amostra foram aplicados em placa de 

cromatografia de camada delgada de gel de sílica sobre alumínio (TLC, Perkin-Elmer) 

respeitando uma distância de 2,0 cm entre uma amostra e outra. A separação de 

substratos e produtos se desenvolveu em misturas de solventes sendo clorofórmio-acetato 

de etila (80:20, v/v) para os ensaios com o substrato 17-OHP e cicloexano-acetato de etila 

(50:50, v/v) para os ensaios com o substrato PROG. A cromatografia foi realizada por 

capilaridade em uma cuba de vidro por 45 minutos. Em seguida, deixou-se a placa secar 

em temperatura ambiente. As marcas correspondentes aos substratos e aos produtos 

puderam ser visualizadas sob luz ultra-violeta (UV) e delimitadas manualmente. Foram 

então recortadas e colocadas em frascos individuais com 5 mL de solução Ultima Gold 

(PerkinElmer) para análise em contador de cintilação líquida (LS6500 Scintillation 
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Counting System - Beckman Coulter). Após a leitura, a porcentagem de conversão foi 

calculada pela fórmula: 

 

 

______Produto_____  x 100 

(produto+substrato) 

 

Foram considerados como valores de conversão para cada mutação os 

correspondentes à média de cada duplicata. Para os cálculos de atividade residual relativa 

foram feitos ensaios com o plasmídio pCMV4-CYP21A2 contendo a proteína normal 

(wildtype), cujos resultados foram considerados 100% de atividade, e o plasmídio 

pCMV4 vazio (mock), que não expressa a proteína CYP21A2 e foi, portanto, considerado 

0% de atividade enzimática. Os ensaios foram considerados válidos somente quando 

apresentaram valores de conversão para o controle wild type, de no mínimo, 45% em 

relação ao mock frente aos dois substratos.  

 

ANÁLISE DOS RESULTADOS  

 

As análises dos dados obtidos foram realizadas em planilhas do programa 

Microsoft Excel®, onde a atividade específica da proteína normal (wt), das variantes e do 

controle negativo (mock) foi determinada considerando-se: 

 

([pCMV4-CYP21A2 inicial] x Valor de Conversão encontrado/100)/Total de proteína em mg 

Tempo de incubação com o substrato marcado radioativamente em minutos 

 

Total de proteína em mg é dado por: Concentração de proteína em μg/μL x 0,1. 

Como a atividade especifica do controle negativo esperada era nula (Vmock = 0), 

para normalização dos resultados a atividade basal encontrada foi retirada por subtração 

da atividade das variantes e da proteína normal (Vproteína-Vmock). Para o cálculo da 

atividade relativa, o valor da atividade específica da proteína normal menos a atividade 
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específica encontrada no controle negativo foi arbitrariamente considerada 100%. Assim, 

a atividade relativa em porcentagem para as variantes foi dada por: 

 

(Vproteína mutada – Vmock)_ x 100 

(Vproteína normal– Vmock) 

 

Foram realizados 10 e 17 experimentos independentes para o substrato 17-OHP e 

PROG respectivamente; desses, os que apresentaram valores de concentração de proteína 

semelhantes e bons resultados de conversão (conversão da proteína normal acima de 

45%), foram considerados. Os cinco melhores experimentos foram utilizados para 

calcular a média tanto das atividades específicas quanto relativas de cada variante da 

proteína e controles. 

 

CINÉTICA DA PROTEÍNA 

 

O estudo cinético da atividade protéica foi empregado para o caso onde a 

conversão observada apresentava valores normais, ou muito altos. A análise foi baseada 

na equação de Michaelis-Menten, a qual é definida com a equação da velocidade para 

reações catalisadas por enzimas que têm apenas um substrato: 

v0 =   Vmáx[S]  

Km+[S]  

Esta equação relaciona a velocidade inicial (v0), a velocidade máxima (Vmáx) e a 

concentração inicial do substrato ([S]) por intermédio da constante de Michaelis-Menten 

(Km), sendo o Km igual a [S] quando v0 é a metade da Vmáx. A constante de Michaelis 

de uma enzima é um parâmetro importante não somente para a descrição matemática da 

cinética enzimática, mas também para o ensaio quantitativo da atividade enzimática e 

para comparação entre os mutantes. 

O valor de Km para uma determinada enzima pode ser obtido pela aproximação 

de uma série de experimentos únicos em que a v0 da reação é medida em diferentes 

concentrações iniciais do substrato, em uma concentração fixa da proteína. Para 
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CYP21A2 foram utilizadas as seguintes concentrações iniciais de substrato: 0,5 μM, 1 

μM, 2 μM, 3 μM, 4 μM e 7 μM. 

Para obtenção de gráficos dos dados experimentais a equação de Michaelis-

Menten foi transformada algebricamente na equação de Lineweaver-Burk, através da 

substituição dos valores inversos em ambos os lados da equação: 

 

_1_ = _Km + [S]_ 

   v0        Vmáx [S] 

 

Quando 1/v0 é colocado em um gráfico contra 1/[S], obtém-se uma linha reta, com 

inclinação de Km/Vmáx e intercepção no eixo 1/v0 (Y) de 1/Vmáx e no eixo 1/[S] (X) de 

-1/Km. Esse gráfico do duplo-recíproco permite uma determinação mais exata de Vmáx e 

fornece valores importantes quando feitos ensaios de inibição enzimática. 

A análise dos gráficos foi realizada considerando os coeficientes angular (a) e 

linear (b). Foram aceitos os experimentos que apresentavam todos os gráficos (proteína 

normal e proteína mutante) com fator de correlação (R2) maior ou igual a 0,95. 

 

 

ESTUDO IN SILICO 

 

No estudo in silico, foram incluídas as mutações missenses já referidas e ainda a 

deleção p.(Gln389_Ala391del) na enzima CYP21A2, e as mutações missenses 

p.Pro222Gln e p.Pro222Thr na enzima HSD3B2. 

Este estudo foi realizado avaliando-se em primeiro lugar a conservação e o 

possível papel deletério das mutações individuais, atarvés de predição utilizando a 

estrutura linear das proteínas. A segunda abordagem envolveu o estudo das alterações 

estruturais provocadas pelas trocas de aminoácidos através da modelageme molecular. 

Para a primeira abordagem foram utilizados dois algoritmos que avaliam quão 

deletérias podem ser as substituições de aminoácidos em uma determinada proteína. O 

Polymorphism Phenotyping v2, que abreviadamente é conhecido como PolyPhen-2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml), é uma ferramenta que prediz o 

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml
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possível impacto de uma substituição de aminoácidos sobre a estrutura e função de uma 

proteína humana; o SIFT (http://sift.jcvi.org) é um algoritmo que prediz se uma 

substituição de aminoácido pode afetar a função protéica baseado no grau de conservação 

dos resíduos dos aminoácidos nos alinhamentos de sequências contidas no PSI-Blast que 

são relacionadas com a proteína em questão.  

A segunda abordagem foi conseguir modelos estruturais que pudessem indicar, 

com base na estrutura proteica, quais seriam os efeitos das substituições de amino ácidos. 

O estudo estrutural da enzima CYP21A2 iniciou-se através da busca por um citocromo 

P450 que já tivesse sido cristalizado e cuja estrutura pudesse ser usada de base para se 

obter um modelo de CYP21A2 humana, uma vez que esta não havia sido cristalizada. A 

primeira estrutura identificada no banco Protein Data Bank (PDB) 

(http://www.pdb.org/pdb/home/home.do) foi a P450 2C5 de coelho que foi a primeira 

proteína do tipo citocromo P450 de mamíferos a ser cristalizada (PDB-ID 1DT6, cadeia 

A). Esta apresenta 30% de identidade com a CYP21A2 humana. No início do ano de 2012 

foi publicada a estrutura da primeira CYP21A2 isolada de bovinos (PDB ID: 3QZ1) (Zhao 

et al., 2012), cuja sequência apresenta identidade de 80% com a proteína humana. Assim, 

no presente estudo foram construídos dois modelos, com fins comparativos e de validação 

de estudos anteriores onde a estrutura da P450 2C5 de coelho foi utilizada como base do 

modelo estrutural. 

A modelagem molecular foi realizada através do programa de computador 

ModWeb (https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/modweb.cgi). Os modelos foram 

examinados e editados utilizando o programa Millennium Sting (CNPTIA-Embrapa) e 

analisadas as proteínas nativa e mutantes em relação as regiões das mutações e da deleção.   

No caso do gene HSD3B2, foi feito o alinhamento das isoenzimas 3-HSD de 

mamíferos pelo ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), a modelagem 

molecular foi realizada através do programa de computador MODELLER (Eswar et al., 

2000; Marti-Renom et al., 2000; Sali e Blundell, 1993; Fiser et al., 2000), onde foi 

encontrada uma identidade de 31% com a proteína Vestitone Reductase da Alfalfa 

(Medicago sativa L.) (PDB-ID 2P4H, cadeia X). As imagens dos modelos foram 

examinadas e editadas utilizando-se o programa Millennium Sting (CNPTIA-Embrapa) e, 

http://sift.jcvi.org/
http://www.pdb.org/pdb/home/home.do
https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/modweb.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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após analisar a proteína nativa e as proteínas mutadas p.Pro222Gln e p.Pro222Thr, suas 

regiões de ligação ao substrato e de ligação à membrana foram comparadas. 
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RESULTADOS 

 

ANÁLISES PRÉVIAS QUE DERAM SUPORTE AO TRABALHO  

 

A análise em busca da identificação de mutações nos genes CYP21A2 e HSD3B2 

em pacientes com hiperplasia congênita da adrenal devido às deficiências das enzimas 

21-hidroxilase e 3--hidroxiesteroide desidrogenase é realizada rotineiramente no 

Laboratório de Genética Molecular Humana do CBMEG. Como resultado desta triagem, 

houve a identificação de mutações novas ou raras para as quais há necessidade de se 

avaliar, de forma qualitativa e quantitativa, o reflexo sobre a função enzimática. Este 

trabalho consistiu, portanto, em estudar os efeitos funcionais e/ou estruturais de três 

mutações novas e duas pouco frequentes no gene CYP21A2 que foram por nós 

identificadas, tanto de forma isolada como em associação com outras mutações 

conhecidas derivadas do pseudogene. Neste último caso, o estudo foi necessário porque o 

fenótipo dos pacientes era mais grave do que o previsto pelo genótipo, caso se 

considerasse apenas o efeito das mutações conhecidas. Foi realizada também a avaliação 

estrutural de uma mutação no gene HSD3B2. 

 Desta forma, a primeira mutação investigada no gene CYP21A2 foi a 

p.Ser113Phe. Esta mutação é resultado da troca c.338C>T e não havia sido identificada 

em nenhum estudo anterior (Fig. 12 A). A paciente portadora desta mutação apresentava 

heterozigose com a mutação p.Val281Leu (Fig. 12 B). Apesar de não ter disponíveis 

amostras de DNA dos genitores para se verificar a segregação das mutações, considerou-

se que o genótipo mais provável desta paciente fosse a heterozigose composta destas duas 

mutações, pois a paciente apresentava o fenótipo de deficiência de 21-hidroxilase da 

forma não-clássica.                 
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A)  

B)  

Figura 12 - Sequenciamento do gene CYP21A2 do paciente. A) parte do cromatograma do exon 3, onde a 
seta indica a troca c.338C>T em heterozigose, que resulta na mutação p.Ser113Phe  e B) parte do 
cromatograma do éxon 7, onde a seta evidencia a troca c.841G>T em heterozigose, que resulta na mutação 
p.Val281Leu. 
 

 A segunda mutação que foi identificada pela primeira vez em um paciente com a 

forma perdedora de sal da deficiência de 21-hidroxilase foi a troca c.1072G>A, 

localizada no exon 8 do gene CYP21A2 que leva à mutação p.Val358Ile (Fig. 13 A). Pela 

análise prévia de PCR-alelo-específica para as mutações presentes normalmente no 

pseudogene CYP21A1P, foram identificadas no paciente em questão as mutações 

p.Ile172Asn, herdada do pai e, a IVS2-13A/C>G, herdada da mãe. O fenótipo previsto 

por tal genótipo é o de virilizante simples, o que não era condizente com o fenótipo de 

perdedor de sal, como citado anteriormente. Portanto, o sequenciamento do gene 

CYP21A2 deste paciente revelou a heterozigose da troca c.1072G>A descrita acima. O 

sequenciamento das amostras de DNA de seus pais (Fig. 13 B, C) confirmou a 

segregação da mutação p.Val358Ile em associação com a mutação p.Ile172Ans no alelo 

paterno. 
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A)  

B)  

C)  

Figura 13 - Sequenciamento do exon 8 do DNA do paciente 112Ya1 e de seus pais. A) Fragmento do 
cromatograma do paciente, onde a seta indica a troca c.1072G>A em heterozigose (p.Val358Ile); B) 
fragmento do cromatograma do pai do paciente, onde a heterozigose para a mutação pode ser observada; C) 
fragmento do cromatograma da mãe do paciente indicando o G correspondente à sequência nativa. 
 

 A terceira mutação no gene CYP21A2 aqui estudada foi a p.Arg426Cys. A 

paciente portadora desta mutação apresentava quadro clínico da deficiência de 21-

hidroxilase na forma clássica perdedora de sal. Previamente, havia sido realizada a 

análise pela técnica de Southern blot, que revela a presença de deleção ou conversão em 

larga escala no genótipo. Cada um destes eventos mutacionais formam um gene híbrido 

CYP21A1P/CYP21A2 cuja composição pode variar. O estudo pela técnica de PCR alelo-

específica, na qual se identificam mutações derivadas do pseudogene, havia sido também 

realizado. O Southern blot indicou uma conversão em larga escala no alelo herdado da 
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mãe, sendo que o gene híbrido é portador de sequências derivadas do pseudogene numa 

região que se estende desde o terminal 5’ até o intron 6. A PCR alelo-específica indicou a 

mutação p.Val281Leu herdada no alelo paterno. Da mesma forma descrita para o 

segundo paciente, o genótipo encontrado não estava de acordo com o fenótipo, uma vez 

que indicava a forma não-clássica da doença, ao passo que a paciente apresentava a 

forma clássica perdedora de sal. Após o sequenciamento do gene CYP21A2 da paciente, 

verificou-se hemizigose da troca nucleotídica c.1276C>T, que putativamente leva à 

mutação p.Arg426Cys (Fig. 14 A, B). Este resultado indicava que a mutação era 

provavelmente herdada do pai, uma vez que o sequenciamento foi seletivo para o alelo 

paterno. O alelo materno não foi amplificado nem seqüenciado, pois era um gene híbrido 

com o exon 6 mutante, sendo que o primer seletivo utilizado para amplificação e 

sequenciamento foi o exon 6 normal. O sequenciamento do gene CYP21A2 do pai 

confirmou tal segregação (Fig. 14 C).  
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A)  

B)  

C)  

Figura 14 - Fragmento dos cromatogramas do DNA do paciente 108Xa1 e de seu pai, onde: A) fragmento 
do exon 10, onde a mutação c.1276C>T (p.Arg426Cys) está indicada pela seta; B) fragmento do exon 7 
onde a mutação p.Val281Leu encontra-se destacada; C) fragmento do exon 10 do pai da paciente, onde a 
seta indica a mutação c.1276C>T. 
 

A quarta mutação incluída neste estudo foi identificada em uma paciente 

encaminhada para investigação de mutações no gene CYP21A2 por apresentar quadro 

clínico de puberdade precoce, para a qual foi levantada a suspeita de deficiência de 21-

hidroxilase na forma tardia ou não-clássica. As análises de Southern blot e de PCR alelo-

específica não revelaram nenhuma mutação. No sequenciamento foi identificada, em 

heterozigose, a mutação p.Pro267Leu, que é resultante da troca nucleotídica c.800C>T 

localizada no exon 7 (Fig. 15 A). Esta troca já constava do banco de sequências e está 

identificada com o número rs142028935. A frequência média registrada para o alelo C é 



52 

 

de 98%, enquanto que para o alelo T é de 2%. No entanto, seu efeito sobre a estrutura e 

função da CYP21A2 não havia sido investigado. Além disso, como esta alteração não 

havia sido identificada em mais de 400 alelos investigados em nosso laboratório, houve-

se por bem incluí-la neste trabalho. A paciente herdou a mutação de seu pai e, associada à 

mutação p.Pro267Leu, foi identificada outra troca nucleotídica localizada no intron 2 (fig. 

15 B, C), a c.293-80G>A, registrada sob o número rs79249676 e que também apresenta 

uma frequência global de 98% para o alelo G, sendo a variante A observada 

principalmente na população de origem asiática. 
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   A)  

   B)  

   C)  

Figura 15 - Sequenciamento do fragmento do DNA da paciente 147Xa1 e de seu pai. A)Fragmento do exon 
7 da paciente  onde a alteração c.800C>T (p.Pro267Leu) pode ser observada em heterozigose; B) 
sequenciamento da mesma região do pai do. paciente; C) sequenciamento específico do alelo c.293-13C& 
do pai da paciente onde a variação c.293-80G>A, herdada pelo paciente pode ser observada. 
 
Obs &; 

 
Quando um indivíduo é heterozigoto c.293-13A/C faz-se amplificação alelo específica de cada alelo, pois na amplificação padrão o alelo portador da 

variante C tende a não amplificar quando na presença da variante A no genótipo. Assim, o seqüenciamento específico dos alelos é feito em separado. 

 

 

Ainda no gene CYP21A2, uma quinta mutação foi aqui incluída para o estudo de 

modificações estruturais. A mutação c.1166_1175delAGGCGCCCA, localizada no exon 

9, foi identificada em uma paciente com hiperplasia congênita da adrenal devido à 

deficiência de 21-hidroxilase na forma clássica perdedora de sal. A análise de Southern 

blot indicou uma deleção formando um gene híbrido semelhante ao descrito acima para a 
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paciente portadora da terceira mutação. O gene híbrido foi herdado da mãe, ao passo que 

no alelo paterno não foi identificada nenhuma mutação. O sequenciamento revelou a 

deleção de 9 nucleotídeos citada acima, observada em hemizigose na paciente (fig. 16). 

Esta mutação leva à deleção p.(Gln389_Ala391del) e não muda o quadro de leitura da 

proteína. 

 

 
 

CAGTCATCATTCCGAACCTCCAAGGCGCCCACCTGGATGAGACGGTCTGG 

 

Figura 16 - Fragmento do sequenciamento do exon 9 do DNA do paciente 210Xa1, a sequência em bases 
nucleotídicas evidencia a região da deleção c.1166_1175delAGGCGCCCA, a seta indica o nucleotídeo 
posterior a deleção. 
 

Para finalizar, foi incluída também a análise das mudanças estruturais provocadas 

pela mutação p.Pro222Gln no gene HSD3B2, identificada em homozigose em um 

paciente com hiperplasia congênita da adrenal por deficiência de 3-hidroxiesteroide 

desidrogenase na forma clássica perdedora de sal. A mutação é resultado da troca 

nucleotídica c.665C>A. A análise da família demonstrou que ambos os pais e uma irmã 

não afetada são heterozigotos da mutação, resultado esperado dada a consanguinidade 

dos pais. 
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ANÁLISE DA CONSERVAÇÃO DOS AMINOÁCIDOS 

 

 A primeira análise feita para avaliar o grau de gravidade de cada substituição de 

aminoácidos resultantes das mutações foi o alinhamento das sequências da 21-hidroxilase 

de várias espécies de mamíferos, para verificação da conservação desses aminoácidos 

(Fig. 17). Os resíduos S113, I172, V281, V358 e R426 são conservados em todas as 

espécies avaliadas, refletindo a importância destes para a função e estrutura protéica. Por 

outro lado, o resíduo P267 apresentou variação dentro de uma região pouco conservada. 

Nessa posição foram observados aminoácidos de diferentes características. A prolina, que 

tem como característica ser neutra, apolar e hidrofóbica, aparece apenas na proteína 

humana, ao passo que a glutamina que é também neutra, mas polar e hidrofílica, aparece 

em quatro espécies de mamíferos diferentes.    

 

 
Figura 17 - Alinhamento da sequência protéica da 21-hidroxilase humana com cinco sequências de 21-OH 
de mamíferos. As sequências foram obtidas no banco de sequência de proteínas Uniprot 
(http://www.uniprot.org/).  
 

 De acordo com a conservação desses aminoácidos foram feitas análises das 

mutações na função da proteína final, por meio de ferramentas de bioinformática. Os 

programas usados para tal enfoque foram o SIFT e o Polyphen-2 (Tabela 5).  

 

 

 

http://www.uniprot.org/
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Tabela 5: Resultados das predições in silico do efeito das mutações sobre a proteína. Onde o algoritmo 
SIFT considera que mutações com pontuação <0.05 são prejudiciais a proteína (intoleráveis), enquanto para 
o Polyphen-2 pontuações =1 são consideráveis possivelmente prejudiciais a proteína. Para fins de 
comparação foram utilizadas as mutações provenientes do pseudogene: p.Arg356Tri (clássica, perdedora de 
sal, sem atividade enzimática),  p.Ile172Asn (clássica, virilizante simples, com atividade enzimática basal), 
p.Pro30Leu (não-clássica, com pouca atividade enzimática), p.Val281Leu (não-clássica, com atividade 
enzimática intermediária) e p.Pro483Ser (não-clássica, com alta atividade enzimática).  
Mutação SIFT Predição SIFT Polyphen-2 Predição Polyphen-2 

p.Ser113Phe 0.02 prejudicial 

(intolerável) 

1.000 provavelmente 

prejudicial 

p.Pro267Leu 0.31 Tolerável 0.017 benigna (normal) 

p.Val358Ile 0.58 Tolerável 0.923 possivelmente 

prejudicial 

p.Arg426Cis 0 prejudicial 

(intolerável) 

1.000 provavelmente 

prejudicial 

p. Arg356Tri 

Controle os 

0.02 prejudicial 

(intolerável) 

1.000 provavelmente 

prejudicial 

p.Ile172Asn 

Controle VS 

0 prejudicial 

(intolerável) 

1.000 provavelmente 

prejudicial 

p.Pro30Leu 

Controle NC 

1 Tolerável 1.000 provavelmente 

prejudicial 

p.Val281Leu 

Controle NC 

1 Tolerável 1.000 provavelmente 

prejudicial 

p.Pro483Ser 

Controle NC 

0.13 Tolerável 1.000 provavelmente 

prejudicial 

 

 

Nas predições in silico, as mutações p.Ser113Phe e p.Arg426Cis apresentaram  

pontuações esperadas para mutações deletérias, causadoras de dano de função à enzima. 

Os valores encontrados para essas duas mutações foram compatíveis com aqueles 

observados para as mutações clássicas virilizante simples p.Ile172Asn e p.Arg356Tri.   

A mutação p.Val358Ile apresentou pontuação de 0.58 para o algoritmo SIFT, 

valor considerado tolerável para a proteína, possivelmente com pouco impacto sobre sua 
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função. Já a pontuação obtida para o algoritmo Polyphen-2 foi de 0.923, valor 

considerado possivelmente prejudicial para a atividade enzimática. A variação de 

classificação dessa mutação frente aos algoritmos avaliados pode ser resultado dos 

diferentes bancos de sequências em que se baseiam esses programas de análises, uma vez 

que o SIFT usa sequências do genoma humano e a conservação como base e o Polyphen-

2 se baseia em sequências e estrutura de proteínas de vertebrados. Os valores encontrados 

in silico para essa mutação sugerem sua classificação como não-clássica, associada a um 

fenótipo menos grave que os relacionados às mutações não-clássicas p.Pro30Leu, 

p.Val281Leu e p.Pro483Ser.  

A mutação p.Pro267Leu apresentou pontuação de 0.31 para o algoritmo SIFT, 

valor considerado tolerável para a proteína, possivelmente sem grande impacto sobre sua 

função. Na análise com o algoritmo Polyphen-2, a pontuação desta mutação foi de 0.017, 

equivalente à esperada para uma variação normal, benigna, sem influência sobre a 

atividade enzimática. Os valores encontrados nas predições in silico, mesmo quando 

comparados às mutações proveniente do pseudogene, não permitem inferir se essa 

alteração seria uma variante normal ou uma mutação não-clássica menos grave. 

  

ANÁLISE BIOQUÍMICA DAS MUTAÇÕES 

 

Preparo dos plasmídios e subclonagens 

 

Para realização dos testes de atividade enzimática residual das enzimas mutantes 

foi necessário o uso de controles para delimitação da faixa de variação entre 0% e 100%, 

para se estabelecer a comparação percentual da conversão substratos/produtos. Sendo 

assim, foram usadas as amostras de pCMV4-cDNA CYP21A2 normal e pCMV4-vazio. 

Estes foram utilizados para a transformação em bactérias E. coli e preparados em larga 

escala para posterior transfecção em células COS.  

Duas mutações, cujas atividades já eram conhecidas, foram usadas como 

controles da atividade enzimática para as faixas relativas às formas virilizante simples e 

não-clássica. Assim, foram utilizados vetores contendo os cDNAs da 21-hidroxilase 

portadores das mutações derivadas do pseudogene p.Val281Leu, que é referência para a 
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forma não clássica, p.Ile172Asn, que é referência para a forma virilizante simples. Como 

no caso do vetor contendo o cDNA normal e no mock, os vetores com as mutações 

p.Val281Leu e p.Ile172Asn também foram preparados previamente a este trabalho. Para 

obter maior quantidade dos plasmídios para posterior utilização nos experimentos de 

transfecção, estes clones foram expandidos e isolados por preparação em larga escala 

(Soardi et al., 2008).  

Após a preparação em larga escala dos plasmídios pCMV4, a fim de se confirmar 

a presença dos fragmentos correspondentes ao cDNA sem e com as mutações, foi 

realizada uma reação de PCR para amplificação de um fragmento específico do gene com 

dois primers que anelam em exons do gene CYP21A2 (Fig. 18). Todos os controles com 

o cDNA de CYP21A2 apresentaram a amplificação do fragmento, confirmando a inserção 

do gene no vetor. Em seguida, as construções foram sequenciadas para verificação da 

integridade e presença da alteração de interesse no cDNA. 

 
Figura 18 - Gel de agarose 1% com resultado da amplificação, com os primers do exon 3 normal sense e o 
exon 6 normal antisense, onde a seta esta indicado o produto da amplificação. Na primeira coluna o ladder 
1 Kb Plus. a) amostra do cDNA com a mutação p.Val281Leu; b) amostra de cDNA sem mutação (normal); 
c) amostra do cDNA com a mutação p.Ile172Asn. 

 

  As mutações p.Ser113Phe, p.Pro267Leu, p.Val358Ile, p.Arg426Cys e as 

combinações de mutações p.Ile172Asn+p.Val358Ile e p.Val281Leu+p.Arg426Cys foram 

inseridas no cDNA de CYP21A2 incluso no vetor pALTER por mutagênese sítio-dirigida. 

A correta inserção das mutações foi confirmada por seqüenciamento (Fig. 19).  
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                              ↓ 

A)               

 

                               ↓ 

B)            

 

                               ↓ 

C)           

                      

                                    ↓ 

D)            

                          

                                     ↓ 

E)           
Figura 19 - Parte dos cromatrogramas dos cDNAs que foram alterados por mutagênese sítio-dirigida, a 
direita o alinhamento das sequências mutante e normal do gene CYP21A2. (A) sequência do cDNA com a 
mutação p.Val281Leu; (B) sequência do cDNA com a mutação p.Arg426Cis; (C) sequência do cDNA com 
a mutação p.Val358Ile; (D) sequência do cDNA com a mutação p.Ser113Phe e (E) sequência do cDNA 
com a mutação p.Pro267Leu. 



60 

 

 

 Após a confirmação das mutações, os plasmídios (Fig.20a) foram clivados com 

as enzimas de restrição Bgl II e Kpn I, que liberam o inserto do vetor (Fig. 20b).  

 

 
Figura 20 - Teste em gel de agarose 1% do plasmídio pALTER-cDNA após a realização da mutagênese 
sitio-dirigida com p.Pro267Leu (a), em( b) a digestão com Kpn I e Bgl II do vetor pALTER-CYP21A2 
p.Pro267Leu. 
 

Os insertos foram subclonados no vetor de expressão pCMV4.  A correta inserção 

do cDNA no vetor de expressão foi confirmada por sequenciamento. Conferidas as 

sequências, os plasmídios foram produzidos e extraídos em larga escala. 

        

Atividade enzimática 

  

  Os dados do genótipo dos pacientes e a conservação dos aminoácidos foram 

usados para iniciar estudos de alterações significativas causadas pelas mutações. A partir 

daí, foi quantificada a atividade enzimática das proteínas nas quais cada mutação foi 

inserida.  

 Os cinco melhores experimentos com o substrato 17-OH progesterona foram 

utilizados para calcular a média das atividades específicas e relativas de cada variante e 

dos controles. 

Os testes foram dosados através do cintilômetro e feitos cálculos de atividade, 

porém esses dados foram calculados em relação à quantidade de proteína total (Bradford) 

e atividade da β-galactosidase. As médias dos valores das amostras dos cinco testes foram 

colocadas em um gráfico (Gráfico 1).  
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Gráfico 1: Porcentagem relativa de atividade enzimática residual das proteínas mutantes frente ao substrato 
17-OH Progesterona. 
  

 A proteína com a mutação p.Pro267Leu apresentou alta atividade, com valor de 

conversão muito próximo ao da proteína nativa. Para saber se esta mutação é de fato uma 

mutação que causa a forma não clássica da doença ou se é uma mutação neutra, dois 

ensaios de cinética enzimática foram realizados com o substrato 17-OHP (Tabela 6).  

 

Tabela 6: Constante cinética para proteína nativa (P450c21) e a mutante p.Pro267Leu.  

  17 OHP  

 KM 

(mg) 

VMAX 

(pmol/mg.min-1) 

VMAX/ KM 

WT 11,7± 0.1(n=3) 1111±493 (n=3) 95 

Pro267Leu 9.2± 0.1(n=3) 833±277 (n=3) 91 

 

 

Na determinação da constante cinética, a capacidade de ligação ao substrato foi de 

mesma grandeza entre a proteína mutante e a nativa, com VMAX menor para a mutante, 

característica da forma não clássica da doença.  

Ensaios de atividade enzimática também foram feitos com a progesterona como 

substrato, porém inicialmente os testes com esse substrato não foram conclusivos. Para se 



62 

 

elevar a confiabilidade dos resultados, foram necessários vários testes, como a alteração 

da relação progesterona marcada e não marcada com trício presentes na reação, além da 

variação da proporção de substrato e NADPH em relação à quantidade de células. 

 Após diversas modificações na concentração da progesterona não marcada e na 

modificação do solvente da cromatografia, de clorofórmio para ciclohexano, encontramos 

medidas com melhores valores para atividade enzimática, onde a proteína nativa 

apresentou cerca de 10% de conversão frente ao substrato. As medidas do cintilômetro, 

para quantificação do produto em relação ao substrato, foram padronizadas em relação à 

quantidade de proteína, medida por Bradford, e os testes de β-galactosidase. A média dos 

valores dos cinco melhores experimentos foi plotada em gráfico (Gráfico 2).  

 

 
Gráfico 2: Porcentagem relativa de atividade enzimática residual das proteínas mutantes frente ao substrato 
Progesterona. 

 

As proteínas mutantes apresentaram diferentes atividades relativas para o 

substrato progesterona e 17-OH progesterona. Os controles desse experimento foram a 

mutação p. Ile172Asn, que já vem sendo estudada como virilizante simples e que 

apresentou atividade de 1,79 e 4,67% em relação à proteína nativa e com a 17-OHP e 

progesterona como substrato, respectivamente, e a mutação p.Val281Leu, também já 

estudada como não clássica, com atividade de 17,23%  em testes com a 17-OHP e 
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13,98% com a progesterona. Nesse trabalho, as mutações p.Ser113Phe e p.Arg426Cys 

apresentaram valores de atividade compatíveis àqueles esperados para mutações clássicas 

da forma virilizante simples. A mutação p.Val358Ile, e as combinações p.Ile172Asn + 

p.Val358Ile e p. Val281Leu + p.Arg426Cys, apresentaram valores para classificação 

como associadas ao fenótipo de mutações clássicas da forma perdedora de sal. A mutação 

p.Pro267Leu apresentou valores de atividade próximo a da proteína normal, frente aos 

dois substratos, valores maiores que os observados para a mutação p.Val281Leu. Devido 

aos dados encontrados para atividade enzimática e aqueles obtidos no estudo de  cinética 

enzimática, essa mutação está associada ao fenótipo não-clássico da deficiência de 21-

OH. 

    

Western blotting 

 

A análise em Western blot foi feita para verificar se a proteína 21-hydroxilase 

estava sendo expressa em quantidades suficientes através do procedimento adotado. Para 

isso, foram usados anticorpos primários que reconhecem a região entre os aminoácidos 

21-320 mapeados próximos ao N-terminal da CYP21A2 humana. As amostras controles e 

mutantes apresentaram expressão de proteína no tamanho da 21-hidroxilase, em SDS-

PAGE (Fig. 21a) e ao serem transferidas para uma membrana de nitrocellulose (Fig. 

21b), reagiram com os anticorpos primário e secundário. 
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A deleção de 9 pares de bases causou modificações estruturais locais e globais na 

proteína. O aminoácido leucina 388, anterior a deleção, na proteína alterada perdeu a 

maioria de suas interações (Fig.23a), principalmente entre os aminoácidos excluídos e 

região proximal a deleção, porém fez novos contatos com os aminoácidos A418 e P358 

(Fig.23b). 

 

                                       
(a)                                                         (b) 

Figura 23 - Gráficos de contatos do aminoácido L388, aminoácido vizinho a deleção, onde (a) é a proteína 
normal e (b) proteína com a deleção. Na proteína normal o aminoácido L388 faz ligações de hidrogênio de 
cadeia principal-cadeia principal com os aminoácidos H393, A392, G391, P387, P361, além de interagir 
hidrofobicamente com os aminoácidos L420, I78. Na proteína contendo a deleção este aminoácido perde as 
ligações de hidrogênio com os aminoácidos da deleção e região, mas mantém os contatos com o P387 e 
P361. Interage hidrofobicamente com o aminoácido A418 e P358, além de manter a interação hidrofóbica 
com o L417. Onde as ligações de hidrogênio estão representadas pela cor preta (cadeia principal – cadeia 
principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral) e em verde as interações hidrofóbicas. 
 

 

O aminoácido histidina 392, posterior à deleção, sofreu perda de todas suas 

interações (Fig.24a e Fig.24b). Na proteína mutante, esta histidina estabelece novas 

interações com os aminoácidos prolina 46, isoleucina 47, arginina 357 e asparagina 387 

(Fig.24b). 
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(a)                                                                           (b) 

Figura 24 - Gráficos de contatos do aminoácido H392, aminoácido vizinho a deleção, onde (a) proteína 
nativa e (b) proteína com deleção. Na proteína nativa o aminoácido H392 interage hidrofobicamente com 
os aminoácidos L420, A419, R355. Ainda, na proteína nativa este aminoácido apresenta ligação de 
hidrogênio (cadeia principal-cadeia principal) com G391, Q390, L389 e interação por carga positiva com 
W399. Na proteína contendo a deleção este aminoácido perde todas suas interações inicias e estabelece 
novas interações hidrofóbicas com I47 e P46 e uma por ligação de hidrogênio de cadeia principal-cadeia 
principal com N387. Onde as ligações de hidrogênio estão representadas pela cor preta (cadeia principal – 
cadeia principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro as interações de carga 
repulsiva e em verde as interações hidrofóbicas. 
           

 

A deleção dos aminoácidos Q389, G390 e A391 também altera as interações com 

as proteínas acessórias, cuja região de ligação é composta pela tríade E351, R354 e R356 

(Fig.25). O aminoácido E351 não apresentou alterações em suas interações. A arginina 

354 perde a interações com o aminoácido histidina 393, enquanto que a arginina 356 

passa a interagir com este mesmo aminoácido.  
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(A)                                  (B)                               (C) 

     

(D)                                 (E)                               (F) 

Figura 25 - Gráfico de contatos dos aminoácidos da tríade E351, R354, R356, região de ligação as 
proteínas acessórias: (A) contatos do aminoácido E351 na proteína nativa, que se liga por hidrogênios com 
os aminoácidos L356 e A348, interage hidrofobicamente com o P407 e W406 e por cargas atrativas com o 
R409 e R355; (B) contatos do aminoácido E351 na proteína com a deleção, mantendo os mesmos contatos; 
(C) contatos do aminoácido R354 na proteína nativa, que interage aromaticamente com os aminoácidos 
W399, H403, hidrofobicamente com o A419 e H393, liga-se por hidrogênios com o P402 e por cargas 
atrativas com o E352; (D) na proteína com a deleção o R534 só não mantém a ligação com o H393; (E) o 
aminoácido R356 da proteína nativa interage aromaticamente com os aminoácidos F307, H403, 
hidrofobicamente com o I471 e W303 e liga-se por hidrogênios ao V353; (F) aminoácido R356 da proteína 
com a deleção tem os mesmos contatos da proteína nativa e interage aromaticamente com a H393. Onde as 
ligações de hidrogênio estão representadas pela cor preta (cadeia principal – cadeia principal) e azul escuro 
(cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro as interações de carga repulsiva, em magenta as interações 
de carga atrativa e em verde as interações hidrofóbicas. 
   

 

As outras regiões importantes para a atividade enzimática, como a região de 

ligação ao substrato (Q53-R60 e L342-V358), a região de ligação ao grupamento heme 

C428, a ligação ao O2 e H2O pelo ácido glutâmico 294 e à treonina 295 não apresentaram 

diferenças estruturais.   

A análise utilizando a proteína CYP21A2 bovina como molde para se investigar 

as consequências de mutações na proteína humana começou a ser usada recentemente 

(conforme descrito em métodos). Todas as análises estruturais de mutações em CYP21A2 

humana publicadas anteriormente eram realizadas utilizando-se a proteína P450 2C5 de 

coelho como molde (Fig. 26).  Com a intenção de validar as análises estruturais feitas 
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previamente por diferentes grupos de pesquisa, o estudo in silico com este molde foi 

realizado para as proteínas normal e mutantes. 

 

 
Figura 26 - Modelo estrutural da 21-hidroxilase com base na estrutura da Mammalian cytochrome P450 

2C5 (PDB-ID 1DT6). 
 

Para a deleção de 9 pares de bases, que suprimem os aminoácidos Q389, G390 e 

A391, a análise com o modelo baseado na estrutura de CYP450 2C5 também demonstrou 

que a deleção  causou modificações estruturais locais e globais na proteína. Nos 

aminoácidos vizinhos à deleção, a L388 e a H392, ocorrem perda de interações da 

proteína nativa e ganho de interações na proteína alterada (Fig.27a e 27b). Da mesma 

forma que observado na modelagem da 21-OH bovina, os aminoácidos vizinhos à 

deleção sofreram modificações em seus contatos internos. O aminoácido leucina 388 

interage na proteína nativa, hidrofobicamente, com os aminoácidos H298, A329, S330, 

R333 e H392 (Fig. 26a); na proteína alterada essas interações são perdidas. As ligações 

por ponte de hidrogênio de cadeia principal com os aminoácidos G390 e A391 também 

são perdidas na proteína mutante, sendo estabelecidas três novas interações por pontes de 

hidrogênio de cadeia principal com os aminoácidos P387, L391 e D392 (Fig. 27b).  O 

aminoácido H392, devido à deleção, perde as interações observadas na proteína nativa 

(Fig. 27c), e estabelece novas interações hidrofóbicas com P380 e P387 e uma ligação 

por pontes de hidrogênio de cadeia principal com H388 (Fig. 27d). 
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                                      (a)                                                             (b) 

                                

  (c)                                                                          (d) 

Figura 27 - Gráfico de contatos dos aminoácidos vizinhos a deleção. Contatos internos na proteína nativa 
(a) e proteína mutante (b) para o aminoácido L88. Contatos internos na proteína nativa (c) e proteína 
mutante (d) para o aminoácido H392. Onde as ligações de hidrogênio estão representadas pela cor preta 
(cadeia principal – cadeia principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro as 
interações de carga repulsiva, em magenta as interações de carga atrativa e em verde as interações 
hidrofóbicas. 
 

Considerando as regiões importantes para a atividade enzimática (White e 

Speiser, 2000) pode-se visualizar que, da mesma forma que observado para o modelo na 

análise baseada na proteína bovina, a região de ligação às proteínas acessórias sofreu 

alteração em suas interações (Fig. 28). A arginina 354 ganhou duas interações (Fig.28a e 

28b), enquanto que a R356 perde as suas duas interações (Fig. 28c e 28d). O E351 perde 

a interação com a A362 e faz uma interação com outra região, a K75, na proteína com a 

deleção (Fig. 28e e 28f). 
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(a)                                   (b)                              (c) 

                                      

(d)                                   (e)                               (f) 

Figura 28 - Gráfico de contatos dos aminoácidos da tríade de ligação às proteínas acessórias. Em (a) R354 
na proteína nativa e (b) na proteína com a deleção. Na proteína nativa o aminoácido 354 não faz contatos 
outros aminoácidos, enquanto que na proteína com a deleção estabelece interações de carga repulsiva com 
a histidina 366 e a arginina 76, interações hidrofóbicas com a prolina 358 e aspartato 68 e interações de 
carga atrativa com o aspartato 68, além de ligações de hidrogênio com a histidina 366.  Em (c) os contatos 
do aminoácido R356 na proteína nativa e (d) na proteína com a deleção. Na proteína nativa o aminoácido 
356 faz ligações de hidrogênio com a valina 358 e interações de carga atrativa com o aspartato 67, 
enquanto que a proteína com a deleção não apresenta contatos. Em (e) as interações de E351 na proteína 
nativa e (f) proteína com deleção. O glutamato 351 na proteína nativa faz ligação de hidrogênio e interação 
hidrofóbica com a alanina 362, na proteína mutante perde esta interação e estabelece uma ligação de 
hidrogênio com a lisina 75. Sendo representadas pela cor verde as interações hidrofóbicas, as ligações de 
hidrogênio pela cor preta (cadeia principal – cadeia principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia 
lateral), em azul claro as interações de carga repulsiva e em magenta as interações de carga atrativa.   

 

Entretanto, diferentemente do observado para o outro modelo, neste modelo, 

outras regiões importan tes para a atividade enzimática, como a região de ligação ao 

grupamento heme e a região de ligação ao substrato, também sofreram alterações em suas 

interações.  

Na região de ligação ao grupamento heme, a arginina 426 mantém apenas duas de 

suas interações na proteína com a deleção (Fig. 29a e 29b), ocorrendo a troca de sete 

interações na proteína mutante em relação à normal, incluindo a perda de interação com a 

região 125 a 132. A cisteína 428 perde uma ligação com a glicina 430, mantendo as 

demais ligações da CYP21A2 normal em relação à mutante (Fig. 29c e 29d).                 
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(a)                                  (b) 

          

(c)                                (d) 

Figura 29 - Gráfico de contatos dos aminoácidos da região de ligação ao grupamento heme, com  R426 na 
proteína normal (a) e na proteína mutada (b) e C428, na proteína nativa (c) e na proteína com a deleção (d). 
Na proteína nativa o aminoácido arginina 426 faz ligações de hidrogênio com a glicina 430 e 422, 
interações hidrofóbicas com a glutamina 318, isoleucina 131, leucina 128, leucina 127 e arginina 124, além 
de interações de carga repulsiva com a arginina 316 e 124. O aminoácido 428 faz ligações de hidrogênio 
com a glicina 430 e 424, glutamato 431, além de interações hidrofóbicas com a prolina 432 e o glutamato 
431. Na proteína com a deleção o aminoácido arginina faz ligações de hidrogênio com a histidina 281, as 
glicinas 428, 422, 420, interações de carga repulsiva com as argininas 406, 340 e 334, interações de carga 
atrativa aspartato 288 e interações hidrofóbicas com a valina 335. No caso do aminoácido cisteína na 
proteína com a deleção os contatos são os mesmos da proteína nativa, menos a ligação de hidrogênio com a 
glicina 430. Estão representadas as ligações de hidrogênio pela cor preta (cadeia principal – cadeia 
principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro as interações de carga repulsiva, em 
magenta as interações de carga atrativa e em verde as interações hidrofóbicas. 
 

Na região de ligação ao substrato (Q53-R60) ocorre uma alteração estrutural na 

proteína contendo a deleção, onde a redução da folha beta e aumento da alça dessa região 

podem ser observadas (Fig. 30). 
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Figura 30 - Modelo molecular da CYP21 humana, em destaque a região de ligação ao substrato (em 
amarelo a proteína nativa e em vermelho a proteína com a deleção.  
 

As duas análises in silico para deleção demonstraram ser concordantes em relação 

à gravidade das conseqüências da perda dos três aminoácidos para a estrutura protéica. 

 O outro estudo feito com a 21-hidroxilase, usando como base a 21-hidroxilase 

bovina foi feito com as mutações missenses que foram estudadas quanto à atividade (Fig. 

31). A proteína nativa e as mutantes foram modeladas e comparadas entre si, bem como 

comparadas aos modelos baseados em P450 2C5.  
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Figura 31 - Modelo do SwissModel da proteína 21-hidroxilase nativa com base na estrutura CYP21 bovina  
(PDB-ID 3QZ1) com os aminoácidos onde foram encontradas as mutações evidenciados. 

 

A primeira análise foi feita com a proteína com a mutação p.Ser113Phe, 

verificando as ligações intra-protéicas. Na proteína nativa o aminoácido 113 faz ligações 

de hidrogênio (cadeia principal-cadeia principal) com o triptofano 117 e a leucina 116, 

enquanto a proteína com a mutação mantem essas interações e estabelece uma interação 

hidrofóbica com a leucina 116 (Fig. 32). 

 

                                          

(a)                                                                       (b) 

Figura 32 - Comparação das interações do aminoácido 113 na proteína nativa (a) e na proteína com a 
mutação p.Ser113Phe (b). Em verde, as interações hidrofóbicas e em preto as ligações de hidrogênio 
(cadeia principal- cadeia principal).     
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Não foram observadas alterações nas interações do aminoácido F113 em relação 

ao S113 usando como molde a P450 2C5 de coelho (PDB ID: 1DT6).  

Tanto na proteína nativa como na mutante o aminoácido 113 faz ligações de 

hidrogênio (cadeia principal-cadeia principal) com a lisina 118 e com o ácido aspártico 

112 (Fig.33). Resultado compatível ao observado na análise do modelo baseado em 

CYP21A2 bovina, onde o aminoácido F113 manteve as interações de S113 com L116 e 

W117 (Fig.32). 

 

                                                                                                   

(a)                                                                                  (b) 

Figura 33 - Comparação dos contatos do aminoácido 113 da proteína nativa (a) com a proteína com 
mutação Ser113Phe (b). Na proteína nativa a serina da posição 113 estabelece ligações de hidrogênio 
(cadeia principal-cadeia principal) com a lisina 118 e o aspartato 112. Na proteína com a mutação 
p.Ser113Phe são mantidos os mesmos contatos. Estão representadas as ligações de hidrogênio pela cor 
preta (cadeia principal – cadeia principal). 
  
 

 A outra mutação analisada foi a p.Ile172Asn, onde o aminoácido da posição 172 

na proteína nativa faz ligação de hidrogênio (cadeia principal-cadeia principal) com a 

treonina 169, interações hidrofóbicas com a tirosina 191, metionina 188, leucina 187, 

glicina 179, treonina 169 (Fig. 34a). Na proteína com a mutação p.Ile172Asn, as 

interações hidrofóbicas com a tirosina 191 e treonina 169 são perdidas (Fig. 34b). Ainda, 

analisamos as interações deste aminoácido para a proteína com a combinação das 

mutações p.Ile172Asn +p.Val358Ile, onde se verificou que o noácido 172 não apresenta 

alteração em suas interações em relação a proteína com essa mutação isolada (Fig. 34c). 
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(a)           (b)      (c) 

Figura 34 - Comparação das interações do aminoácido 172 na proteína nativa (a), na proteína com mutação 
Ile172Asn (b) e na proteína com a combinação de mutações p.Ile172Asn + p.Val358Ile (c). Em verde as 
interações hidrofóbicas e em preto as ligações de hidrogênio (cadeia principal-cadeia principal).  
 

Na análise estrutural usando P450 2C5 como molde para a mutação p.Ile172Asn 

(Fig.35), apesar do número de interações na proteína normal e na proteína mutante ser o 

mesmo para os dois modelos, os tipos de interações divergem em relação às observadas 

usando como molde a CYP21 bovina. Tanto em relação às interações do aminoácido 

normal (Fig.35a) e do mutante (Fig.35b), quanto em relação às interações na combinação 

de mutações (Fig.35c). Na análise estrutural da mutação p.Ile172Asn combinada com a p. 

P.Val358Ile, as interações observadas são com os mesmos aminoácidos que observados 

para a proteína nativa, sendo apenas estabelecida uma nova ligação de hidrogênio de 

cadeia principal com cadeia lateral para o aminoácido 170 (Fig.35c).  

                            

(a)                                                   (b)                                                       (c)  

Figura 35 - Comparação dos contatos do aminoácido 172 da proteína nativa (a) com a proteína com 
mutação p.Ile172Asn (b) e com a proteína com a mutação p.Ile172Asn combinada com a p. P.Val358Ile 
(c). Na proteína nativa o aminoácido 172 faz interações hidrofóbicas com a leucina 290, treonina 177 e 
cisteina 170, além de ligações de hidrogênio com a leucina 176, tirosina 175, treonina 177 e cisteina 170. 
Na proteína com a mutação isolada o aminoácido 172 faz apenas as ligações de hidrogênio, enquanto que 
na proteína com as mutações combinadas, o aminoácido faz as ligações de hidrogênio e as interações 
hidrofóbicas com a leucina 290 e a cisteína 170 da proteína nativa. Em verde as interações hidrofóbicas, em 
preto as ligações de hidrogênio (cadeia principal- cadeia principal) e em azul as ligações de hidrogênio 
(cadeia principal- cadeia lateral).     



76 

 

 

A mutação p.Val358Ile não teve alterações em suas interações em relação à 

proteína nativa (Fig. 36a e 36b). O aminoácido mutante I358 também foi analisado 

combinado a mutação p.Ile172Asn, sendo que a combinação de mutações também não 

afetou as interações do aminoácido (Fig. 36c). Apesar das interações permanecerem 

mantidas na proteína mutante, esse aminoácido participa do sítio de ligação ao substrato e 

a troca de uma valina por uma isoleucina, pode afetar a eficiência desta ligação.  Ambos 

os aminoácidos apresentam carga neutra, no entanto, possuem massa molecular distinta, o 

que pode interferir na velocidade de ligação com o substrato.  A valina tem a massa 

molecular de 99,1 g, enquanto a isoleucina tem massa de 113,2 g. A cadeia lateral maior 

do aminoácido isoleucina pode ainda causar um impedimento estérico na região. 

 

                 

(a)                                                (b)                                                   (c) 

Figura 36 - Comparação das interações feitas pelo aminoácido 358 na proteína nativa (a), proteína com 
mutação p.Val358Ile (b) e na proteína com a combinação da mutação p. Ile172Asn +  p.Val358Ile (c). Em 
verde as interações hidrofóbicas e em preto as ligações de hidrogênio (cadeia principal- cadeia principal).  
 

Diferentemente do observado para o modelo baseado na CYP21 bovina, no 

modelo construído usando como molde a P450 2C5 foram observadas alterações nas 

interações da mutação p.Val358Ile isolada (Fig. 37), resultado da baixa similaridade entre 

o molde e o modelo nessa região. Na proteína nativa, o aminoácido 358 faz ligações de 

hidrogênio (ligação de cadeia principal com a cadeia principal) com a leucina 472 e 

interações hidrofóbicas com a isoleucina 471, prolina 361, arginina 357, asparagina 299 

(Fig. 37a). Na proteína com a mutação p.Val358Ile, uma nova interação hidrofóbica é 

feita com o triptofano 303 (Fig. 37b), enquanto na proteína com a combinação das 

mutações p.Ile172Asn e a p.Val358Ile, o aminoácido 358 não faz a ligação com o 

triptofano 303, mas sim uma interação hidrofóbica com a treonina 300 (Fig. 37c).  
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(a)                                             (b)                                                (c) 

Figura 37 - Comparação dos contatos do aminoácido 358 da proteína nativa(a) com a proteína com 
mutação p.Val358Ile (b) e com a proteína com a mutação p.Ile172Asn combinada com a p.Val358Ile(c). 
Na proteína nativa o aminoácido 358 faz ligações de hidrogênio (cadeia-principal – cadeia principal, em 
preto) com a leucina 472 e interações hidrofóbicas (em verde) com a isoleucina 471, prolina 361, arginina 
357 e asparagina 299. Na proteína com a mutação isolada, o aminoácido mutado faz os mesmos contatos 
que a proteína nativa, exceto pela nova interação hidrofóbica com o triptofano 303. Na proteína com as 
mutações combinadas p.Ile172Asn+p.Val358Ile, o aminoácido 358 faz os mesmos contatos da proteína 
nativa e mais uma interação hidrofóbica com a treonina 300. 
  

Na análise da mutação p.Pro267Leu, o aminoácido P267 na proteína nativa faz 

interações hidrofóbicas com o aminoácido alanina da posição 266 e valina 265 (Fig. 38a). 

A proteína com a mutação p.Pro267Leu perde as interações e faz uma nova  interação 

hidrofóbica com a leucina 277 (Fig. 38b). 

 

                                                                                                      

            (a)                                                                             (b) 

Figura 38 -  Esquema das interações que o aminoácido 267 faz na proteína nativa (a) e na proteína com 
mutação Pro267Leu (b). Em verde estão indicadas as interações hidrofóbicas.  
 

 Na análise da mutação p.Pro267Leu (Fig. 39) usando como molde P450 2C5 os 

resultados foram distintos, o aminoácido prolina na proteína nativa faz interação 

hidrofóbica com o aminoácido acido glutâmico da posição 272, entreranto, na proteína 
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com a mutação p.Pro267Leu, o tipo de interação com  o acido glutâmico 272 muda para 

ligação de hidrogênio (cadeia principal com a cadeia principal) e duas novas interações 

são feitas com a glicina 264, por ligação de hidrogênio, e com o ácido glutâmico 271, por 

interação hidrofóbica. A região contendo o aminoácido 267 não é preservada entre o 

molde e o modelo, o que pode justificar tamanha divergência entre os modelos baseados 

na P450 2C5 e a CYP21 bovina. 

 

       

(a)                                                     (b) 

Figura 39 - Contatos do aminoácido 267 da proteína nativa(a) com a proteína com mutação Pro267Leu (b). 
Na proteína nativa o aminoácido 267 estabelece interação hidrofóbica somente com o glutamato 272. Na 
proteína com a mutação p.Pro267Leu a interação hidrofóbica com o glutamato 272 é substituído por uma 
ligação de hidrogênio e estabelece novas ligações de hidrogênio com a glicina 264 e interações 
hidrofóbicas com o glutamato 271. Em verde estão indicadas as interações hidrofóbicas e em preto as 
ligações de hidrogênio de cadeia principal com cadeia principal. 
 

Ainda foi feita a análise in silico da mutação p.Val281Leu, onde a proteína nativa 

tinha, na posição 281, uma valina que faz ligação de hidrogênio (cadeia principal-cadeia 

principal) com a alanina da posição 286, a glicina 280 e o ácido glutâmico 279, além de 

interações hidrofóbicas com a valina da posição 265 e a leucina 262 (Fig. 40a). Na 

proteína com a mutação, a leucina 281 também faz ligações de hidrogênio (cadeia 

principal-cadeia principal) com a alanina 286 e glicina 280, e interações hidrofóbicas 

com a leucina 262, porém faz ligações de hidrogênio com a alanina 285 e com a 

metionina 284 e interações hidrofóbicas com a metionina 261 e a leucina 242, não 

encontradas na proteína nativa (Fig.40b). Na proteína com a combinação de mutações 

p.Val281Leu + p.Arg426Cys, as interações não foram alteradas em relação à proteína só 

com a mutação p.Val281Leu (Fig. 40c). 
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(a)                                                      (b)                                              (c) 

Figura 40 - Gráficos das interações feitas pelo aminoácido 281 na proteína nativa (a), na proteína com 
mutação p.Val281Leu (b) e na proteína com a combinação de mutações  p.Val281Leu + p.Arg426Cys (c). 
Em verde as interações hidrofóbicas e em preto as ligações de hidrogênio (ligação entre as cadeias 
principais).  
 

Da mesma forma que observado para a mutação p.Pro267Leu, a mutação p.Val281Leu 

(Fig. 41) está em uma região não preservada entre o modelo e o molde 1DT6, sendo as 

interações observadas para esse modelo divergentes das interações observadas para o 

modelo baseado em CYP21 bovina. Na proteína nativa, a valina faz ligações de 

hidrogênio (cadeia principal com cadeia principal) com a alanina 286 e a leucina 278, 

além de interação hidrofóbica com a leucina 242 (Fig. 41a). Na proteína com a mutação, 

a leucina 281 faz as mesmas interações que a proteína nativa, porém, faz em adição, uma 

interação hidrofóbica com a metionina 261 (Fig. 41b). Na proteína com a combinação 

p.Val281Leu +p.Arg426Cys, o aminoácido leucina 281 faz as mesmas interações que a 

proteína mutante isolada (Fig. 41c) 

                                             

(a)    (b)    (c) 

Figura 41 - Gráfico de contatos do aminoácido 281 da proteína nativa (a) com a proteína com mutação 
Val281Leu (b) e com a proteína com a mutação p.Val281leu combinada com a mutação p.Arg426Cis(c). A 
proteína nativa faz ligações de hidrogênio com a alanina 286 e a leucina 278 e interações hidrofóbicas com 
a leucina 242. Na proteína com a mutação, os contatos desse aminoácido são os mesmos e ainda adiciona-
se uma interação hidrofóbica com a metionina 261. Na proteína com as duas mutações combinadas o 
aminoácido 281 faz os mesmos contatos da proteína com a mutação isolada. Em verde as interações 
hidrofóbicas e em preto as ligações de hidrogênio (ligação entre as cadeias principais).  
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Por último, foi feita a análise na proteína com a mutação p.Arg426Cys. Na 

proteína nativa, o aminoácido arginina faz ligação de hidrogênio de cadeia lateral com 

cadeia principal com a serina 109 e a lisina 121, e ligação de hidrogênio entre cadeias 

principais com a cisteína 429 e a glicina 425. Além disso, R426 faz uma ligação 

aromática com a tirosina 113, interação hidrofóbica com o triptofano 117 e uma interação 

de carga repulsiva com a arginina 92 (Fig.42a). Na proteína mutante o aminoácido C426 

mantem somente as interações com K121, G425 e C429 (Fig.42b). Na proteína com a 

mutação p.Arg426Cys combinada com a p.Val281Leu, o aminoácido cisteína 426 faz as 

mesmas interações que o aminoácido da proteína com a mutação isolada (Fig. 42c). 

 

             

                              (a)                                                   (b)                                                (c) 

Figura 42 - Esquema de interações do aminoácido 426 na proteína nativa (a), na proteína com mutação 
p.Arg426Cys (b) e na proteína com a combinação entre a mutação p.Val281Leu e p.Arg426Cys (c). As 
interações hidrofóbicas estão representadas pela cor verde. Em azul as ligações de hidrogênio (cadeia 
lateral-cadeia principal), em cinza, interações aromáticas e em preto as ligações de hidrogênio (cadeia 
principal-cadeia principal). 
 

A análise da proteína com a mutação p.Arg426Cys também foi realizada usando 

como molde a proteína P450 2C5 (Fig.43). Na proteína nativa, a arginina faz ligação de 

hidrogênio com a glicina 111 e a alanina 90, interações hidrofóbicas com a histidina 366, 

arginina 92, triptofano 86, interações aromáticas com o triptofano 117, tirosina 105, 

tirosina 113, triptofano 86, interações de carga atrativa com o ácido aspártico 112 e 

interações de carga repulsiva com a arginina 92 (Fig.43a). Na proteína mutante, o 

aminoácido da posição 426 faz interação hidrofóbica com o triptofano 86 (Fig.43b). Na 

proteína com a mutação p.Arg426Cys combinada com a p.Val281Leu, o aminoácido 



81 

 

cisteína 426 faz interações hidrofóbicas com a histidina 366 e também com o triptofano 

86 (Fig.43c).  

 

      

(a)                                                   (b)                                                      (c) 

Figura 43 - Comparação dos contatos do aminoácido 426 na proteína nativa(a) com a proteína com 
mutação Arg426Cis (b) e com a proteína com a combinação das mutações p.Val281Leu com a 
p.Arg426Cis(c). Na proteína nativa o aminoácido 426 faz interações aromáticas com o triptofano 117 e 86 
e tirosina 113 e 105; ligações de hidrogênio com a glicina 111 e alanina 90; interações de carga atrativa 
com o aspartato 112; interações hidrofóbicas com a histidina 366 e triptofano 86 além das interações de 
carga repulsiva com arginina 92. Na proteína com a mutação isolada o aminoácido 426 só faz as interações 
hidrofóbicas com o triptofano 86, as demais não ocorrem nessa proteína. Na proteína com a combinação de 
mutações este aminoácido faz interações hidrofóbicas com o triptofano 86 e a histidina 366. Estão 
representadas as ligações de hidrogênio pela cor azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro 
as interações de carga repulsiva, em magenta as interações de carga atrativa, em verde as interações 
hidrofóbicas e em cinza as interações aromáticas. 

 

ESTUDO IN SILICO COM 3-BETA-HIDROXISTEROIDE 

DESIDROGENASE 

A proteína HSD3B2 foi analisada in silico para as mutações p.Pro222Gln (Moisan 

et al., 1999) e p.Pro222Thr, mutação já descrita no mesmo aminoácido. A conservação do 

aminoácido foi confirmada por comparação das seqüências das isoenzimas da 3-HSD de 

mamíferos (Fig. 44).  
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Figura 44 - Comparação parcial das seqüências de aminoácidos das isoenzimas 3-HSD de mamíferos. O 
aminoácido P222 encontra-se evidenciado em vermelho. Em azul estão os aminoácidos conservados na 
região. 
 

A modelagem da HSD3B2 foi feita usando como molde a proteína vestitona 

redutase da Alfalfa (Medicago sativa L.) (PDB-ID 2P4H, cadeia X) com 31% de 

identidade (Fig. 45A). Na proteína nativa o aminoácido P222 interage hidrofobicamente 

com os aminoácidos V220, Y224 e Y254, sendo que com este último interage também 

por ligação de hidrogênio (Fig. 45D). Em ambas as proteínas mutantes, a interação 

hidrofóbica com a tirosina 224 é mantida, enquanto a interação com o aminoácido valina 

220 é perdida (Fig.45E e 45F). O aminoácido Q222 interage por ligação de hidrogênio 

entre cadeias principais com a tirosina 254, ao passo que o aminoácido 222 mutado para 

treonina possui ligação de hidrogênio com a tirosina 254, tanto entre cadeias principais 

quanto entre a cadeia principal e a cadeia lateral. .  
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Figura 45 - (A) Modelo estrutural da 3-HSD2 nativa com o aminoácido P222 em vermelho. (B) 
Sobreposição da estrutura da proteína nativa e das mutantes de 3-HSD2, demonstrando a cadeia lateral 
proeminente da glutamina (verde) em comparação com a prolina (azul). (C) Sobreposição da P222 na 
proteína nativa (azul) e a treonina na enzima mutante (vermelha). (D) Contatos internos da P222. (E) 
Contatos internos de Q222. (F) Contatos internos de T222. As interações hidrofóbicas são identificadas 
pela cor magenta, as ligações de hidrogênio entre cadeias principais pela cor rosa e as ligações de 
hidrogênio cadeia lateral- cadeia principal pela cor laranja.  

    

 Após a análise da região da mutação foi feita a análise das regiões funcionais da 

proteína em relação às mutações. O domínio de ligação à membrana corresponde à região 

dos resíduos 176-186 and 251-274 (Thomas et al., 1993). Na sobreposição dos modelos 

referentes à proteína nativa, à proteína com a mutação p.Pro222Gln e com a mutação 

p.Pro222Thr (Fig.46), ocorre modificação estrutural especificamente na região entre os 

aminoácidos 251 a 274. A proteína nativa apresenta, nesta região de ligação, uma alça, 

enquanto as proteínas mutadas apresentam uma folha-β.  
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Figura 46 - Sobreposição dos modelos de 3-HSD2. Em azul encontra-se o modelo da proteína nativa, em 

rosa, o modelo da proteína com o aminoácido mutante Q222 e em verde o modelo da proteína com o 

aminoácido mutante T222 (verde). A região correspondente ao domínio de ligação ao substrato encontra-se 

identificada por diferentes cores: nativa (azul), Q222 (vermelha) e T222 (verde). Em detalhe, a região de 

ligação ao substrato, referente à região dos resíduos 251 ao 274.  
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DISCUSSÃO 

 

 

A 21-hidroxilase adrenocortical é uma das enzimas chaves na biossíntese dos 

mineralocorticóides e dos glicocorticóides. Mutações no gene CYP21A2 tem sido 

relatadas em indivíduos afetados com Hiperplasia Congênita da Adrenal com deficiência 

da 21-hidroxilase. Até o momento, um grande número de mutações diferentes no gene 

CYP21A2 tem sido descritas. Muitos pacientes são heterozigotos e seus fenótipos 

dependem da combinação das mutações (White e Speiser, 2000). Muitos dos resultados 

da substituição de aminoácidos causam distúrbios da função essencial e /ou modificam a 

estrutura da proteína.  

Nos últimos anos, estudos têm sido feitos para predizer atividades das proteínas 

mutantes. Devido à impossibilidade prática para resolver toda estrutura mutante, pelo 

preço elevado e tempo consumido nos experimentos de atividade in vitro, a modelagem 

por homologia pode ser uma possível ferramenta para avaliar, como método baseado em 

estrutura, a atividade da proteína e os danos para a estabilidade. A qualidade e a precisão 

usados pelo SWISSMODEL e pelo MODWEB depende da alta resolução e da identidade 

da estrutura modelo, usualmente determinada pela cristalografia de raio-X. No caso da 

21-hidroxilase (P450 CYP21A2) humana, a precisão pode ser considerada alta, visto que 

a 21-hidroxilase bovina com 80% de identidade tem sua estrutura resolvida por forma 

experimentais de difração de raio-X. Os estudos prévios, porém, tinham sido feitos com a 

proteína com 30% de identidade, mesma proteína usada em trabalhos já publicados 

(Robins et al., 2006). 

No presente estudo, foram investigadas três mutações novas e pouco frequentes e 

duas combinações encontradas em pacientes com deficiência de 21-hidroxilase (Tabela 

7). Considerando que nenhuma das mutações foi encontrada individualmente e que todas, 

menos a p.Pro267Leu, afetam resíduos da 21-hidroxilase conservados em espécies de 

mamíferos, o prejuízo da atividade enzimática deve ser considerado.  
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Tabela 7. Apresentação dos resultados refentes a cada paciente, relacionando os estudos in vitro e in silico 

com o fenótipo. 

 

No paciente com fenótipo da forma não clássica da HCA, a mutação encontrada 

em um dos alelos foi a p.Ser113Phe. A análise de expressão in vitro da proteína 

modificada pela mutação revelou uma baixa atividade da 21-hidroxilase (6,1% e 5,6% da 

atividade da proteína nativa para 17 OHP e progesterona, respectivamente). Essa 

atividade foi comparada aos níveis de atividade da enzima com a mutação p.Ile172Asn, 

controle de virilizante simples no limite de perdedora de sal (Tusie-Luna et al., 1990, 

Chiou et al., 1990) e a mutação p.Val281Leu, controle de mutação não clássica (Tusie-

Luna et al. 1990, Wu e Chung, 1991). Sendo assim, o paciente com a mutação p. 

Ser113Phe apresentou atividade mais próxima ao controle virilizante simples, porém o 

Pacientes  Mutações  Estudo in vitro  Estudo in silico  Fenótipo  

1

  

p.Ser113Phe e 

p.Val281Leu  

Baixa atividade 

Padrão de não 

clássica  

Altera ligação ao grupamento 

heme 

Altera ligação a água e ao 

oxigênio  

não clássico  

2

  

p.Ile172Asn+p.

Val358Ile e 

IVS2-13A/C>G  

Baixíssima 

atividade  

Altera a ligação com o 

substrato e  a água e o 

oxigênio  

perdedor de sal.  

3

  

p.Pro267Leu e 

IVS2-80G>A  

Atividade 

próxima a normal  

Altera alça externa da 

proteína  

Hiperandrogenismo-

não classica  

4

  

p.Val281Leu+p

.Arg426Cys e 

conversão em 

larga escala  

Baixíssima 

atividade  

Altera região de ligação a 

água e ao oxigênio e das 

proteínas acessórias  

perdedor de sal  

5

  

Deleção do 

Q389, G390 e 

A391 e deleção  

-----  Altera ligações dos 

aminoácidos vizinhos e a 

ligação as proteínas 

acessórias  

perdedor de sal  

6

  

p.P222Q na 3- 

beta HSD  

-----  Altera região da mutação e 

ligação a membrana  

Perdedor de sal  



87 

 

fenótipo do paciente foi devido á mutação p.Val281Leu que estava presente no outro 

alelo.   

Na análise in silico, foi verificada cada mutação de forma separada, considerando 

as interações que o aminoácido alterado fazia na proteína nativa e na mutante, tanto no 

modelo com maior identidade como no de menor identidade. Usando o modelo com 

maior identidade, na proteína mutante p.Ser113Phe, a fenialanina da posição 113 faz 

ligações de hidrogênio com o aminoácido leucina 116,  aminoácido localizado próximo à 

região de ligação ao grupamento heme (Wu e Chung, 1991) e das proteínas acessórias 

(Geller et al., 1999). A região de ligação a proteínas acessórias é descrita em outros 

estudos, como essencial para a função da proteína, a maioria das mutações que 

modificam essa região causam danos gravíssimos a atividade da proteína. Essa região 

apresentam mecanismos eletrostáticos que são considerados significativos para a 

orientação positiva da superfície da proteína acessória negativa, sendo a região que causa 

trocas de elétrons entre as duas (Robins et al., 2006).  

No modelo de menor identidade, o aminoácido 113 na proteína mutante e na 

nativa não alteram seus contatos, porém, por serem aminoácidos de características 

diferentes, serina é polar neutra e a fenialanina é apolar, podem ocorrer alterações 

estruturais que flanqueiam esse aminoácido. Nesse modelo, a mutação está presente na 

hélice G’, que está bem próxima à região de ligação com o grupamento heme. A região 

de ligação ao grupamento heme é importante para a proteína, visto que sua modificação 

causa danos severos a sua atividade. Essa região formada por uma cavidade cys altera o 

enovelamento estrutural da proteína. Geralmente, modificações nessa região estão 

associadas a forma virilizante simples da doença (Robins et al., 2006).  

A Val281Leu é uma mutação muito frequente nos pacientes com a forma não 

clássico da HCA, que transporta o haplótipo HLA B14; DR1, uma associação que é 

presumivelmente devido a um efeito fundador de algumas populações (Speiser et al. 

1988). Em algumas populações, como os judeus do Leste Europeu, este é um 

polimorfismo genético muito comum, com  frequência de mais de 10% (Speiser et al., 

1985, Sherman et al., 1988); em contraste, na triagem molecular de recém-nascidos 

normais na Nova Zelândia, a frequência de portadores foi de  2% (Fitness et al., 

1999). Em geral, aproximadamente 70% de todos os alelos não clássicos são portadores 
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da mutação Val281Leu (Blanche et al., 1997, Barbat et al. 1995). Esta mutação resulta 

em uma enzima com 50% da atividade normal com o substrato 17-OHP , mas apenas 

20% de atividade normal para progesterona (Tusie-Lunaet al. 1990, Wu e Chung, 1991). 

Nesse estudo, na proteína com a mutação p.Val281Leu, usando o modelo de maior 

identidade, a L281 faz interações com os aminoácidos 285, 284, 261 e 242, mas perde 

contatos com o 279 e 265, sendo que os novos contatos estão na mesma hélice da região 

de ligação ao oxigênio e à água (Raag et al., 1991, Curnow et al., 1993). A região de 

ligação ao oxigênio e a água é uma cavidade, que apresenta uma polaridade característica 

para que ocorram a doação e o recebimento dos prótons pelas partes envolvidas. Uma 

modificação nessa região geralmente apresenta severos danos à atividade da proteína 

(Robins et al., 2006).  

Já no modelo com menor identidade, o aminoácido mutado faz contato com a 

M261, próxima à região de ligação ao grupamento heme. Estudos com esse modelo 

sugeriram que a enzima mutante não é normalmente localizada no retículo 

endoplasmático (Tusie-Lunaet al. 1990) e pode afetar a ligação com o grupamento heme 

(Wu e Chung, 1991). Uma outra possibilidade é que esta mutação esteja localizada na 

hélice I conservada, que contém os resíduos envolvidos na transferência de prótons 

(White eSpeiser, 2000) 

O paciente com o fenótipo da forma perdedora de sal apresentou a combinação 

das mutações p.Ile172Asn e p.Val358Ile. A proteína mutante com essa combinação 

apresentou uma atividade residual (1,1% e 2,2% de atividade da proteína nativa de 17-

OH progesterona e progesterona). Após a comparação com a atividade dos controles, a 

atividade ficou abaixo do limite de perdedora de sal. Nesse mesmo estudo, foi feita uma 

análise in vitro com a proteína com a mutação p.Val358Ile, que também apresentou uma 

atividade muito baixa (0,9% e 3,5% de atividade da proteína nativa da 17 OHP e 

progesterona), que pode ser considerada como perdedora de sal. 

 Na analise in silico da proteína mutante p.Ile172Asn, com o modelo de maior 

identidade, a asparagina 172 perde os contatos com a tirosina 191 e treonina 169. Esses 

dois aminoácidos estão perto da região de ligação ao oxigênio e água (Raag et al., 1991, 

Curnow et al., 1993), região importante para a atividade, e a perda desses contatos pode 

influenciar diretamente esse domínio. Essa mesma região é alterada na proteína nativa 
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usando o modelo de menor identidade, visto que o aminoácido 172 faz interações com a 

leucina 290.   

No modelo com menor identidade, o resíduo isoleucina normalmente nesta 

posição na hélice E, é fortemente conservada em muitas enzimas P450, pois é essa região 

que interage com a membrana do retículo endoplasmático (Monier et al., 1988). A 

mutação deste resíduo hidrofóbico para um polar pode perturbar este tipo de interação e 

enfraquecer a associação da enzima com o retículo endoplasmático, o que pode levar a 

uma localização errada em relação ao retículo (Tusie-Luna et al., 1990, Hsu et al., 

1996). Alternativamente, a mutação pode interromper uma interação hidrofóbica 

intramolecular de estabilização da estrutura secundária da enzima, a enzima mutante não 

é sensível à digestão pela protease e não se incorpora corretamente ao grupamento heme 

(Hsu et al., 1996). Devido à aldosterona ser normalmente secretada a uma taxa 100-1000 

vezes menor do que a de cortisol,  a atividade da 21-hidroxilase teria que estar a níveis 

muito baixos para se tornar limitante da velocidade da biossíntese da aldosterona. 

Aparentemente, tão pouco como 1% da atividade normal permite síntese de aldosterona 

suficiente para evitar a perda significativa do sal  na maioria dos casos. 

Já na proteína com a mutação p.Val358Ile, seguindo o modelo de 21-hidroxilase 

bovina, a isoleucina da posição 358 não altera os contatos com relação à valina dessa 

posição na proteína nativa, porém este aminoácido está diretamente envolvido na ligação 

com o substrato (White, 1987; Picado-Leonard e Miller, 1988), de forma que a alteração 

desse aminoácido, quanto a seu peso molecular, altera a estrutura dessa importante região 

da proteína, o que pode dificultar a ligação do substrato a essa região e alterar bastante a 

atividade da 21-hidroxilase. A região de ligação ao substrato é a região mais dificilmente 

predita em modelos de CYPs, porque ela varia quanto ao substrato da enzima. No caso 

dos modelos usados. o substrato é o mesmo da 21-hidroxilase. Essa região causa danos 

gravíssimos a atividade visto que a sua estrutura é especifica para o seu substrato, 

qualquer modificação pode causar a perda de atividade. Normalmente, mutações que 

causam danos nessa região estão relacionados a forma perdedora de sal da deficiência da 

21-hidroxilase. 

 Quando usamos como modelo o citocromo P450 de mamíferos, ocorre alteração 

em interações do aminoácido 358 com o triptofano 303 ou com a treonina 300, que estão 
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na alça da hélice K, próximos à região de ligação ao oxigênio e à água e ligação às 

proteínas acessórias. A alteração na região de ligação a água e ao oxigênio pode causar 

ineficiência na troca de prótons, ação importante para a atividade da proteína. Essa região 

precisa de um equilíbrio para que ocorra a ligação desses compostos. Assim, como a 

região de ligação as proteínas acessórias atividade essencial para a proteína, pois é essa 

proteína acessória que transfere apenas um elétron para a 21-hidroxilase funcionar. 

Outro paciente apresentava a forma clássica perdedora de sal na qual foram 

identificadas as mutações p.Val281Leu e p.Arg426Cis no alelo paterno e um gene híbrido 

com as sequências do pseudogene numa região se estendendo do terminal 5’ até o intron 

6. A atividade da proteína com a mutação p.Val281Leu, combinada com a p.Arg426Cis, 

foi medida como sendo muito baixa (0,9% e 3,94% de atividade da proteína nativa com o 

substrato 17-OH progesterona e progesterona), considerada perdedora de sal 

comparando-se com os valores mais altos da mutação p.Ile172Asn. Outro estudo feito, 

para esse paciente, foi a análise in vitro da proteína com a mutação p. Arg426Cis (4.2% e 

9,9% de atividade da proteína nativa frente ao substrato 17-OH progesterona e 

progesterona), cuja teve atividade característica de virilizante simples, já havia sido 

mostrada em outro estudo (Grischuk et al., 2006).  

No estudo in silico, a proteína com mutação p.Arg426Cis apresenta no modelo 

com maior identidade, o aminoácido cisteína da posição 426 faz interações novas com os 

aminoácidos da posição 113, 109, 117, 92, aminoácidos próximos à região de ligação 

com o oxigênio, à água (Raag et al., 1991, Curnow et al., 1993) e com às proteínas 

acessórias (Geller et al., 1999). No modelo com menor identidade, a cisteína da posição 

426 perde contatos com triptofano117, tirosina 105, tirosina 113, glicina 111, alanina 90, 

acido aspártico 112, histidina 366 e arginina 92 existentes na proteína nativa. Esses 

contatos são feitos com aminoácidos próximos à região de ligação ao grupamento heme 

(Wu e Chung, 1991) e ao substrato (White, 1987; Picado-Leonard e Miller, 1988). A 

arginina da posição 426 está localizada numa cavidade cys altamente conservada. Essa 

arginina também é encontrada na CYP450 de mamíferos, sendo um dos quatro resíduos 

que coordenam a região de ligação do grupamento heme (Hasemann et al., 1995, Mornet, 

2000). Portanto, a substituição pela cisteína nessa posição leva a perdas na função da 

enzima. Como já foi discutido, a região de ligação a água, ao oxigênio e ao grupamento 
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heme são importantes e a região de ligação as proteínas acessórias são importantes para a 

função da 21-hidroxilase, as alteração dessas regiões causam um desequilíbrio na 

atividade.  

A mutação p.Pro267Leu foi identificada em heterozigose em paciente com  

puberdade precoce, o que foi associada à forma não clássica da deficiência de 21-

hidroxilase. A mutante Pro267Leu é parcialmente ativo (59% e 43,3 % em relação à 

nativa para 17-OH progesterona e progesterona) e a determinação da constante cinética 

aparente revela que a afinidade ao substrato (KM) tem a mesma grandeza para as enzimas 

nomal e a mutante. Esses dados podem confirmar o diagnóstico da forma não clássica. A 

expressão de todas as construções foi eficiente, segundo indicou a avaliação por Western 

blot (Tardy et al., 2010). 

Na estudo in silico com a proteína mutante p.Pro267Leu, no modelo com maior 

identidade, a leucina da posição 267 faz interações com  o aminoácido 277, em vez de 

interações com o 266 e 265, o que não deve afetar tanto a estrutura visto que a posição 

está em uma alça externa da proteína, longe das regiões mais importantes. Na proteína 

mutante, no modelo de menor identidade, ocorre uma ligação com o ácido glutâmico 272 

e com a glicina 264, que não esta presente na proteína nativa, resíduos estes que estão 

presentes na alça entre a hélice G”e a C, que não fazem parte das regiões preservadas da 

proteína. 

Outra analise feita somente no estudo in silico foi de uma deleção na 21-

hidroxilase. Na proteína com a deleção leucina 388 à histidina 392, usando como modelo 

a proteína 21-hidroxilase bovina, ocorrem alterações na região de ligação às proteínas 

acessórias, onde o aminoácido 393 troca o contato com a arginina 354 pela arginina 356, 

oque leva à perda drástica de atividade enzimática (Chiou et al., 1990; Lajic, et al., 1997; 

Lobato et al., 1999). Na proteína com a mesma deleção, porém, usando como modelo a 

citocromo P450 de mamíferos, ocorre com alterações nas interações dos aminoácidos 

vizinhos à deleção, na região de ligação às proteínas acessórias (Geller et al., 1999), na 

região de ligação ao grupamento heme (Wu e Chung, 1991) e  na região de ligação ao 

substrato (Q53-R60) ( White, 1987; Picado-Leonard e Miller, 1988) onde ocorre uma 

alteração estrutural na proteína mutante, a redução da folha beta e aumento da alça dessa 

região. 
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Os estudos estruturais foram feitos usando os dois modelos, tanto com o de maior 

identidade a 21-hidroxilase bovina, como a de menor identidade a citocromo P450 de 

mamíferos. A estrutura de 21-hidroxilase bovina só foi resolvida há alguns meses, por 

isso, a maioria dos estudos foram feitos com a de menor identidade. O modelo de menor 

identidade possui muitas informações quanto à localização das mutações já estudadas e às 

áreas afetadas por elas. Porém, o modelo de maior identidade explica melhor a relação 

entre o fenótipo do paciente e as alterações estruturais que as mutações aqui estudadas 

causam.  

Os estudos com o modelo de menor identidade e o de maior identidade foram 

feitos de forma comparativa, para analisar se as mutações causam as mesmas 

modificações nos dois modelos. Analisamos se os dados da literatura corroboravam com 

os dados do novo modelo.     

O estudo in silico da 3β-HSD foi feito, usando como modelo, uma proteína com 

baixa identidade, porém, nesse caso, não encontramos outra proteína com maior 

identidade. As duas mutações encontradas no mesmo aminoácido dessa proteína 

apresentaram modificações significativas. Apesar de só a mutação p. Pro222Thr ter 

apresentado uma ligação mais estável com a tirosina 254, as duas mutações levaram a 

diferenças estruturais na região transmembrânica.   

Analisando a região de ligação à membrana, vimos que a modificação de um 

aminoácido interno (posição 222) pode provocar modificações na parte externa e até 

mesmo na região funcional da proteína. Essa região modificada pode estar causando a 

perda de atividade e a modificação da localização dessa proteína, o que pode explicar o 

quadro clínico da forma perdedora de sal do paciente. A importância desse aminoácido é 

vista na conservação deste em várias espécies de mamíferos. 

A combinação de técnicas é fundamental para definir o efeito da mutação e 

auxiliar no correto diagnóstico do paciente, o que pode auxiliar em um tratamento mais 

eficiente e rápido. 
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CONCLUSÕES 

 

 As mutações missense que causam a deficiência da 21-hidroxilase em alguns 

pacientes vêm sendo amplamente estudada, como visto na literatura,  por métodos in 

silico e in vitro. Essas mutações causam alterações na atividade e na estrutura da proteína. 

As melhores análises para os danos na atividade das proteínas mutadas são, de fato, 

aquela feita nos modelos com o molde de maior identidade, porém, a maior parte dos 

estudos já tinham sido feitos com o outro modelo. 

 Nesse estudo, as proteínas com mutações p.Ser113Phe, p.Val358Ile, p.Arg426Cis 

e as combinações p.Ile172Asn com a p.Val358Ile e p.Val281Leu com a p.Arg426Cis 

tiveram uma perda de atividade considerável em relação à proteína nativa.   

 A proteína com a mutação p.Val358Ile e a com a combinação p. Ile172Asn com a 

p.Val358Ile tiveram atividade muito baixa, o que foi explicado estruturalmente pela 

localização desse aminoácido no sítio de ligação ao substrato, o que estaria relacionada à 

forma perdedora de sal da HCA. A combinação das mutações p.Val281Leu e 

p.Arg426Cis também apresentou atividade muito baixa, porém, as mutações isoladas não 

causaram modificações estruturais significativas. Isso pode ser explicado pela baixa 

identidade da região de ligação desses aminoácidos com a proteína modelo. Essa 

combinação está presente em um paciente com fenótipo perdedor de sal, o que corrobora 

com os resultados da atividade dessa combinação de mutações.      

 As proteínas com as demais mutações tiveram atividade baixa, relacionadas à 

forma virilizante simples da HCA. Nos estudos in silico, observou-se a relação dessas 

com alterações nas outras regiões importantes da proteína, como a região de ligação ao 

grupamento heme, ao oxigênio e à água.  

 A proteína com a mutação p.Pro267Leu teve atividade semelhante à da nativa, 

apresentando padrão de HCA não clássico ou mutação neutra. Estruturalmente, essa 

mutação altera uma alça externa da proteína, longe das regiões funcionalmente 

importantes. Os estudos de cinética enzimática confirmaram que esta é uma mutação da 

forma não clássica.  
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A deficiência de 3β-HSD também vem sendo amplamente estudada, como foi 

visto na literatura. Os estudos in silico vêm para ajudar a aumentar o conhecimento das 

alterações que as mutações missense causam na estrutura dessa proteína. Nesse estudo, 

duas mutações presentes no mesmo aminoácido, p.Pro222Thr e p.Pro222Gln, causaram 

modificações na região de ligação da proteína à membrana, o que pode explicar o 

fenótipo da forma perdedora de sal do portador dessas mutações.    

Esse trabalho mostrou dados das enzimas 21-hidroxilase e 3β-HSD que poderão 

ser usados em pesquisas com mutações novas ou já descritas nas regiões daquelas que 

estudamos. Isso é um grande avanço, visto que a parte estrutural dessas enzimas é pouco 

conhecida e vem sendo essencial para novas descobertas.  
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