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RESUMO

A Hiperplasia congénita da Adrenal (HCA) é uma das doencas mais comuns
com heranga autossdmica recessiva. Uma das causas é a deficiéncia da 21-hidroxilase
que surge por mutagdes no gene CYP21A2. O desequilibrio na sintese de cortisol causa
um estimulo excessivo das glandulas adrenais pelo horménio adrenocorticotrépico
(ACTH) e, consequentemente, a hiperplasia da glandula e ao aumento na sintese de
andrégenos. O presente trabalho teve por objetivo clonar e expressar variantes do gene
CYP2IA2 e, avaliar as variantes enzimaticas da 21-hidroxilase quanto a 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 3B-hidroxiesterdide
desidrogenase tipo 2 (HSD3B2) avaliando o impacto das alteragdes provocadas por
mutacdes sobre a estrutura da proteina nativa.

Para a enzima 21-hidroxilase, as mutacdes analisadas quanto a atividade foram:
p-Ser113Phe, p.Pro267Leu, p.Val358lle, p.Argd26Cis e, as combinacdes
p.lle172Asn+p.Val358lle e p.Val281Leu+p.Argd26Cis. Nos testes de atividade
enzimdtica, as enzimas com as mutagdes p.Val358lle e as combinagdes
plle172Asn+p.Val358Ille e p.Val281Leu+p.Argd26Cis apresentaram valores de
atividade residual compativeis com a forma perdedora de sal. Por outro lado, a enzima
com a mutacdo p.Pro267Leu apresentou atividade residual maior que 50%, compativel
com mutacdes da forma ndo classica. As mutagdes p.Serl13Phe e p.Arg426Cis, por sua
vez, apresentaram atividade residual entre 2 e 7% que, em relacio aos controles
utilizados, foram correspondentes a forma cléssica virilizante simples.

Os modelos estruturais gerados para as enzimas 21-hidroxilase portadoras da
delecdo p.(GIn389_Ala391del) e das mutagdes individuais ou combinadas acima citadas
foram comparados ao da enzima nativa. Estudo similar foi realizado com enzimas
HSD3B2 nativa e portadoras de duas mutacgdes, p.Pro222Gln e p.Pro222Thr, relacionadas
a forma perdedora de sal da deficiéncia de HSD3B2.
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Esse estudo demonstrou boa correlacdo das mutagdes encontradas nos pacientes
com os seus fendtipos tanto no que diz respeito a atividade enzimadtica quanto as
alteracdes estruturais. Assim, ficou demonstrado que este tipo de abordagem ¢é eficaz para

a avaliacdo dos aspectos funcionais de mutacdes inéditas.
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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 3B-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.Val358lle and the combined mutations
p.lle172Asn+p.Val358Ile and p.Val281Leu+p.Argd26Cys. The assays indicated that
p-Val358Ile and p.llel172Asn+p.Val358Ile and p.Val281Leu+p.Argd26Cys 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.Serl13Phe 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-(GIn389_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.Pro222GIn e p.Pro222Thr that are related to the salt
wasting form of HSD3B?2 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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INTRODUCAO

A FAMILIA DOS CITOCROMOS P450

Os citocromos P450 (CYPs ou P450s) compreendem uma superfamilia de
enzimas que metabolizam os xenobidticos (Nelson ef al., 1996; Ingelman-Sundberg,
2004). Considera-se que sejam responsaveis pelo metabolismo da maioria dos compostos
exogenos e sintéticos, incluindo carcindgenos e drogas, transformando-os em produtos
menos toxicos e mais soluveis para serem mais facilmente excretados. A acdo das
citocromos P450 faz com que mais de 200.000 produtos quimicos sejam metabolizados e
acredita-se que as diferentes susceptibilidades a problemas de saide induzidos por
agentes quimicos possam ser decorrentes da grande variabilidade nos niveis de P450
encontrada em cada individuo, variabilidade esta que reflete suas vdarias formas
polimérficas (Phillips et al, 2001). Consequentemente, mutacdes nos genes que as
codificam resultam em erros inatos do metabolismo e contribuem para vdrias doencas
clinicamente relevantes. Os estudos detalhados das func¢des bioquimicas e das
particularidades estruturais de cada um dos componentes dessa classe de enzimas t€ém
direcionado uma terapéutica mais individualizada (Ingelman-Sundberg, 2001; Evans e
Relling, 2004).

Em geral, as citocromo P450 agem no reticulo endoplasmatico, mas em células
animais também agem em mitocOndrias, onde sdo encontradas na membrana interna. As
enzimas humanas da superfamilia CYP contribuem para a sintese dos hormonios
esterdides, prostaciclina, tromboxano, colesterol e 4cidos biliares, bem como para a
degradacdo de compostos enddgenos, tais como acidos graxos, acido retindico, esterdides
e compostos exdgenos que incluem drogas e substincias cancerigenas (Nebert e Russell,
2002). As citocromos P450 microssomais sdo sintetizadas com uma sequéncia lider que

leva a enzima a se inserir no reticulo endoplasmatico para reconhecimento do sinal de



particulas (Sakaguchi et al., 1984). Um sinal de parada de transferéncia seguido de uma
sequéncia transmembrana leader localizada no N-terminal interrompe a translocac¢do da
enzima através da membrana. Como resultado, o dominio catalitico fica retido na
superficie citoplasmdtica do reticulo endoplasmético (Sakaguchi et al., 1987; Monier et
al., 1988; Szczesna-Skorupa e Kemper, 1989). As P450s microssomais parecem conter
regides adicionais de interagdo com a membrana porque elas se ligam as membranas
mesmo apds a eliminagdo da hélice transmembrana do N-terminal (Pernecky et al,
1993). As P450s mitocondriais também sdo sintetizadas com sequéncias lider que vao
orientd-las para a mitocOndria. Estes lideres sao clivados apds a translocacdo para a
membrana mitocondrial interna onde os P450s ligam-se a matriz da membrana, sem a
utilizacdo de uma hélice transmembrana (Dubois et al., 1981; Ogishima et al., 1985). As
interacdes moleculares que sequestram as P450s mitocondriais para membrana nio sao
claras e podem ser semelhantes ao mecanismo pelo qual algumas P450s microssomais
associam-se com as membranas, pois sao expressas sem sequéncias lider.

As enzimas citocromo P450 sdo monooxigenases encontradas em muitos tipos de
tecidos de grande relevancia fisiol6gica. As monooxigenases citocromo P450 (P450s) sdo
biocatalisadores versdteis que catalisam a oxidacdo de hidrocarbonetos de forma
especifica por localizagdo, o que € uma tarefa desafiadora para catalisadores quimicos. As
enzimas citocromo P450 contém um grupamento heme b e foram reconhecidas e
definidas como uma classe distinta de hemoproteinas cerca de 50 anos atrds
(Klingenberg, 1958: citado em Urlacher e Girhard, 2012). O heme é um grupo prostético
consistindo de um fon ferro coordenado por quatro moléculas de porfirina (Fig. 1); nas
P450s o grupamento heme estd ligado a apoproteina através de uma cisteina bastante
conservada evolutivamente. O grupamento heme nestas enzimas € essencial, pois é usado
para exercer a funcdo de monoxigenase, peroxidases e peroxigenases (Degtyarenko e

Archakov, 1993; Nelson et al., 1993; Omura e Sato, 1964).
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Figura 1 — Estrutura do grupamento heme que se liga as P450 (Yikrazuul, 2010).

Quase todas as P450s sao monooxigenases que utilizam elétrons derivados de
cofactores como NADH ou NADPH. Para ter atividade catalitica, as P450s devem estar
associadas a proteinas parceiras do tipo redox, que possam promover a transferéncia dos
elétrons de NADPH para o centro do grupo heme da P450. De uma forma geral, com
base nos tipos de enzimas redox que participam na transferéncia de elétrons, as P450s
podem ser classificadas em duas classes (Fig. 2). As P450s da classe I compreendem uma
pequena redutase contendo uma ferredoxina ferro-enxofre (2Fe-2S) e um dinucleotideo
de flavina-adenina (FAD). Na classe II, os elétrons sdo transferidos através de uma

citocromo P450 redutase (CYPOR) contendo um mononucleotideo FAD e uma flavina

(FMN) (Fig. 2) (revisto em Hannemann et al., 2007).
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Figura 2 - Acdo das enzimas monoxidases P450 da classe I e da classe II (adaptado de Urlacher e Girhard,

2012).




As enzimas da classe I sdo encontradas nas membranas mitocondriais de
eucariotos e na maioria das bactérias e requerem uma redutase contendo o dinucleotideo
flavina-adenina (FAD) e uma proteina de ferro-enxofre como coenzimas; as da classe II
estdo ligadas ao reticulo endoplasmdtico e interagem diretamente com uma redutase
contendo FAD e flavina mononucledtideo (FMN) como coenzimas (Urlacher e Girhard,
2012).

Assim, a enzima P450, que se encontra geralmente ligada a membrana, utiliza
uma coenzima redutase que faz a transferéncia 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 reacdes oxidativas tipicas, as enzimas P450
utilizam o O; e dois elétrons do NADPH e, sdo mediadas pelos parceiros flavoproteinas
redox e proteinas ferro-enxofre, para catalisar a monoxigena¢cdo de numerosos substratos

exdgenos e endégenos (Hrycay e Bandiera, 2009; Ortiz de Montellano, 1989).

Citoplasma

NADP+

4
Bicamada fosfolipidic

Reticulo Endoplasmatico

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

As P450 microssomais estdo ligadas ao reticulo endoplasmaético por apenas um ou
dois peptideos transmembranicos localizados no N-terminal das proteinas, e o sitio ativo

faz parte de um dominio citoplasmaético.



Por alinhamento de vérias sequéncias de citocromos P450, Nelson e Strobel
(1988) identificaram 11 segmentos com potencial de atravessar a membrana para
ancoramento das enzimas. Apds anélise cuidadosa de cada regido candidata, duas regides
dentro dos primeiros 66 aminodcidos proximos ao terminal NH, foram consideradas
como os Unicos peptideos transmembranicos das P450 microssomais. Assim, um modelo
foi proposto onde o sitio de ligacdo do substrato fica voltado para a membrana, o
grupamento heme se posiciona em paralelo com a superficie da membrana, e os dois
segmentos transmembranar no terminal NH; ancoram a proteina na bicamada (Fig. 4).
Esses mesmos autores publicaram em 1989 um estudo da estrutura secunddria das
citocromo P450s baseando-se também no alinhamento das sequéncias de vérias enzimas.
Assim, propuseram que nessa classe as proteinas apresentam estrutura secundaria com

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

Figura 4 - Representacdo da orientacdo dos grupamentos das CYPs da classe II em relacdo a membrana

(Nelson e Strobel, 1988).

As P450 exibem especificidade ao substrato, porém estas enzimas retém a
capacidade de catalisar a cisdo da ligacdo da molécula de O, enquanto esta molécula esta
ligada ao grupamento heme. Esta restri¢do estrutural se reflete na conservagdo espacial na
P450s das hélices I, o eixo de ligagdo ao grupamento heme, e o local de transferéncia de
elétrons, a hélice L e a algca b. A manutencdo funcional destas caracteristicas limita as
formas possiveis que podem ser adotadas pelo sitio ativo. Como ocorrem diferencas
estruturais significativas nos locais de ligacdo 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 catdlise da P450 (Rein e Jung, 1993), o
mecanismo de acdo das enzimas resume-se em algumas etapas intermedidrias envolvendo
complexos instdveis até a liberagao do produto (Fig. 5). No primeiro passo da reacdo se
da a ligacdo do substrato para a oxidagdo (férrica, Fe) pela enzima. Um elétron é doado
pela P450 redutase para a enzima de modo que o ferro fique no estado reduzido (ferroso,
Fe’). Esse complexo de ligagdes com a molécula de oxigénio e a recep¢do do segundo
elétron pelas proteinas acessorias gera a ligacdo da molécula de oxigénio com carga
negativa. Dois prétons sdo doados em sucessdo para a molécula de dgua pelo grupo
carboxila do residuo &cido, transferidos para a hidroxila da treonina conservada e
finalmente doados ao dtomo de oxigénio distal (Ravichandran et al., 1993). O atomo de
oxigénio distal é entdo liberado como molécula de 4dgua (H,O), deixando o ferro no
estado Fe’*. O 4tomo de oxigénio é altamente reativo (o complexo ferro—oxigénio ¢ a
por¢ao “ferril”) e ataques ao substrato, resultam numa hidroxilagcao (Meunier et al., 2004;

Guengerich e Isin, 2008).
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Figura 5 - Esquema do mecanismo de oxidacdo pelas enzimas da familia 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 familias das CYPs classificadas de 1 a 3 (com base na sequéncia de
aminoicidos comum entre oS membros) estdo envolvidas com a fase I do metabolismo
humano de drogas e compostos xenobidticos, enquanto que as outras familias (CYP 4,
11, 17, 19, 21) estdo envolvidas no metabolismo de compostos endégenos como 4cidos
graxos, esterdides, eicosanoides, dcidos biliares e vitaminas soliveis em gorduras
(Ingelman-Sundberg, 2005).

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

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

A ESTEROIDOGENESE NAS GLANDULAS SUPRA-RENAIS

As glandulas adrenais ou supra-renais, localizadas no polo superior de cada rim,
estdo divididas em medula, centro e cortex, na regido periférica. Na medula sio
produzidas as catecolaminas, epinefrinas e norepinefrinas, em resposta a estimulagcdo
simpdtica. No cortex € onde se d4 a esteroidogénese através da qual sdo produzidos os
hormonios corticosterdides (mineralocorticdides e glicocorticéides) e também os

hormonios sexuais (esterdides androgénicos) (New, 1994; White e Speiser, 2000).

Os principais hormdnios produzidos pelo cortex s@o o cortisol (glicocorticéide) e
a aldosterona (mineralocorticéide). Os glicocorticides estdo relacionados com o
catabolismo protéico, fornecendo glicose ao organismo através da transformagdo de
proteinas pela indugcdo das enzimas de gliconeogénese no figado. A aldosterona é
regulada pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona e pelos niveis de potdssio sérico.
Os mineralocorticéides atuam nos tdbulos renais, aumentando a reabsorcdo de ions de

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

z

A esteroidogénese € controlada pelo horménio adrenocorticotréfico (ACTH),
que € secretado pela hipdfise anterior. A liberacdo do ACTH € controlada pelo hormdnio
liberador de corticotrofina (CRH), também chamado de fator regulador de corticotrofina,
produzido pelo hipotdlamo. O ACTH se liga a receptores especificos na membrana

plasmética das células do cortex adrenal e exerce controle sobre a secrecdo do cortisol,
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estimulando a conversdo do colesterol em pregnenolona, que é a etapa limitante de
esteroidogénese da adrenal. O cortisol plasmaético €, por sua vez, o regulador do eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal, controlando a producdo de ACTH e CRH, mecanismo
denominado de retroalimentagdo ou feedback negativo (White e Speiser, 2000). Uma vez
estimulada a esteroidogénese, os hormonios sdo produzidos em trés vias metabdlicas. Na
via dos mineralocorticéides, a pregnelona formada € transportada da mitocdndria ao
reticulo endoplasmatico, onde ¢ desidrogenada na posi¢do 3 pela enzima 3p-
hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (HSD3B2), originando a progesterona. Nas zonas
reticular e fasciculada, a enzima 17a-hidroxilase (CYP17), catalisa a 17a-hidroxilacao da
progesterona e da pregnenolona, sendo a 17a-hidroxiprogesterona (17-OHP) precursora
do cortisol. A 17-OHP ¢é, em seguida, hidroxilada na posi¢cdo 21 por outra enzima da
familia do citocromo P450, a 21-hidroxilase (CYP21A2), produzindo o esterdide 11-
desoxicortisol (S). Este composto € transportado para a membrana interna da
mitocondria, onde € hidroxilado por uma quarta enzima da familia do citocromo P450, a
11B-hidroxilase (CYP11B1), dando origem ao cortisol (Fig. 6) (White e Speiser, 2000;
Nimkarn e New, 2008).

&20,22 Desmolase
t CYP17 CYP17
— ‘ 170H-Pregnenclona ‘ —
HSD3B2 H B2 HSD3B2
%D\ CYP17 %m CYP17 %n
‘ — ‘ 170H-Progesterona ‘ —

+21-OHD J21-0HD 5% reductase

‘ 11-Desoxicortisol |

1 l-HidIOXilaSE¢ (CYPLIB2) 1 1p-Hidroxilase

v
‘ Corticosterona ‘

18-Hidroxilasey (CYP11B2)

‘ 180H-Corticosterona ‘

18-Desidrogenase ¢ (CYP11B2)

Aldost DOC: Desoxicorticosterona
DHEA : Dehidroepiandrosterona
‘ A4 A: Ad-androstenediona
! ACTH: Horménio adrenocorticotrofico

Figura 6 - Esquema da esteroidogénese (Adaptado de Torresani, 2007). Onde: DOC -
desoxicorticosterona, DHEA desidroepiandrosterona, 4A-A- A4-androstenediona.
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A CYP11B2, que participa das trés etapas de conversiao da desoxicorticosterona
em aldosterona (Fig. 6), é encontrada apenas na zona glomerulosa. A zona glomerulosa é
deficiente na atividade da 17a-hidroxilase, tornando esta zona incapaz de sintetizar
cortisol ou androgénios. A progesterona € hidroxilada no carbono 21 (pela enzima
CYP21A2) formando 11-desoxicorticosterona (DOC), que € hidroxilada, pela agcao de
11B-hidroxilase da enzima CYP11B2, produzindo corticosterona. A corticosterona, por
sua vez, d4 origem a aldosterona através da atividade de aldosterona sintase, também
exercida pela enzima CYP11B2. A secrecdo de aldosterona é regulada primariamente

pelas concentragdes de renina, angiotensina e potassio sérico (Nimkarn e New, 2008).

Na via dos andrégenos, a enzima CYP17 atua como 17,20-liase, convertendo a
17-hidroxipregnenolona e a 17-hidroxiprogesterona nos andrégenos
desidroepiandrosterona (DHEA) e A4-androstenediona, respectivamente (Fig. 6). O
DHEA pela acdo da HSD3B2 dé& origem a A4-androstenediona, que € reduzida a
testosterona pela enzima 17-cetoesteroide redutase (New et al., 1989; White e Speiser,

2000).

Das cinco enzimas chaves para a esteroidogénese, quatro, a 21-hidroxilase, a 11-
hidroxilase, a 18-hidroxilase e a 20,22-desmolase, pertencem a familia 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 cortex adrenal de
bovinos. Nesse trabalho ficou estabelecida a atividade frente aos substratos 17-
hidroxiprogesterona e progesterona, sendo observada uma maior atividade na
hidroxilagdo C-21 da 17-hidroxiprogesterona para produzir o cortisol. Foi ainda na
década de 80 que a interacdo da 21-hidroxilase com a P450 oxidorredutase ficou
comprovada (Kominami et al., 1984). A 21-hidroxilase catalisa a hidroxilacdo da 17-

hidroxiprogesterona (17-OHP) em 11-desoxicortisol (11-DOC) e converte progesterona
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(P) em desoxicorticosterona (Fig. 7). Quando produzida em células de mamifero, a
enzima recombinante humana apresenta cinéticas diferentes frente a cada um dos
substratos, sendo o K, para a 17-OHP de 1,2 uM e para a progesterona, de 2,8 uM.
Ainda, a Vp,y para a hidroxilagcdo da 17-OHP € duas vezes maior que para a progesterona

(Tusie-Luna et al., 1990).

via do cortisol

via da aldosterona
100 a 100X
menor

progesterona desoxicorticosterona
Figura 7 - Esquema das reagdes catalisadas pela enzima CYP21A2 na via de sintese do cortisol (superior) e
da aldosterona (inferior). (Jag, 2005)

Ainda nos anos 80, a sequéncia de aminodcidos da enzima 21-hidroxilase suina
foi determinada (Haniu er al., 1987). Com um conteido de 492 aminoacidos,
corresponde a uma massa molecular de aproximadamente 55 kDa. Possui um total de
nove residuos de cisteina, sete dos quais, estavam localizados no terminal amino da
enzima e dois no terminal carboxilico, um dos quais, localizado no sitio de ligacdo do
grupamento heme, altamente conservado entre todas as enzimas do tipo citocromo P450.

A CYP21 humana, mais tarde denominada CYP21A2, € formada por 494 ou 495
residuos de aminodcido, dependendo da presenca ou auséncia de um residuo de leucina
entre as posicoes 9 e 10, e apresenta uma massa molar de 52 KDa (Higashi et al., 1986;
White et al., 1986; Rodrigues et al., 1987). E sintetizada no cértex da adrenal e participa
da via metabdlica de sintese de cortisol e aldosterona (revisado em White e Speiser,
2000). O alinhamento das sequéncias de aminodcidos de muitas P450s identificou um
pequeno nimero de residuos fortemente conservados, que se presume serem importantes
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para a fungdo catalitica 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 cristalograficos de raios-X de P450s bacterianas, devido a
dificuldade de cristalizag¢do das proteinas de membrana. A P450cam (CYP101, canfora 5-
exo-hidroxilase de Pseudomonas putida) foi a primeira a ser estudada, pois é uma
molécula solivel, mas com pouca semelhanca na estrutura priméria (cerca de 15%) com
as P450s eucaridticas (Poulos, 1991). Por outro lado, a P450BM-3 de Bacillus
megaterium, agora denominada CYP102, é uma proteina mais complexa que guarda uma
similaridade de 35% as eucaridticas (Ruettinger et al., 1989). O dominio P450 dessa
enzima ¢é 25-30% idéntico aos das familias CYP4 e CYP52 eucaridticas e
aproximadamente 20% idéntico ao da CYP21A2 (White e Speiser, 2000). Este dominio
foi objeto de andlises cristalograficas (Ravichandran et al., 1993) e serviu de molde para
o primeiro modelamento tridimensional da CYP21A2 (Lewis e Lee-Robichaud, 1998).
As sequéncias dos sitios de ligacdo aos substratos das P450s que metabolizam os
esteroides se assemelham aos locais de ligacdo ao substrato de todas P450s em geral.
Assim, comparagdes das sequéncias de 21 e 17-hidroxilase e colesterol demolase
(CYP21, CYP17, CYPI1A) identificaram duas areas altamente conservadas, uma
proxima ao N-terminal (Q53 a R60 na CYP21) e outra proxima ao C-terminal (L.342 ao
V358 na CYP21) (White, 1987; Picado-Leonard e Miller, 1988). A estrutura da CYP102
confirmou parte da primeira por¢cdo como uma cavidade que constitui o sitio de ligacao
ao substrato.

Embora, este modelo ndo possa ser considerado tdo preciso quanto modelos
andlogos obtidos com enzimas como CYP19 (aromatase) (Graham et al, 1995) ou
CYP17 (17-hidroxilase), quando se tomam por base as consideracdes termo-dindmicas
(Auchus e Miller, 1999), algumas analises e estudos funcionais de CYP21A2 que se
basearam neste modelo foram aceitos como validos (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 eucariotica de proteina 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 nimero de acesso 1DT6 (Williams et al.,
2000; Johnson et al., 2002; Wester et al., 2003).

No estudo da estrutura da CYP21A2 baseado na da CYP2CS5 de coelho ficou
demonstrado que, de froma geral, dada a similaridade entre as duas proteinas, a estrutura
da CYP21A2 € compativel com a CYP2CS5, sendo que a maioria dos elementos da
estrutura secunddria se mostrava conservada, com poucas excecoes, a saber: 1) o final da
hélice B ndo era compativel com o que se define como estrutura secundaria; 2) a folha
B1-5 formada por dois residuos nao forma a estrutura ; 3) a hélice F € menor no modelo
CYP21A2 do que na estrutura CYP2CS; e, 4) a regido 215-219 da hélice G forma um
loop somente no modelo de Robins et al. (2006). Neste caso ficou também demonstrado
que o sitio de ligacdo ao grupo heme ficava entreposto entre as hélices I (no interior da
proteina) e L (no exterior), onde cerca de 60% dos residuos sdo conservados entre a
CYP21A2 e CYP2CS, 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 nimero de acesso 2GEG (Fig. 8).

Figura 8 — Estrutura da CYP21A2 humana (2GEG) obtido por modelamento através da comparagdo com a
estrutura cristalizada da enzima CYP2CS5 de coelho (1DT6) (Robins et al., 2006).

Sabendo-se que o grupamento ferro-heme € critico para a fungdo catalitica das

P450s, a regido de sua ligacdo foi analisada cuidadosamente, das seis posicdes de
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coordenagdo, quatro estabelecem interacdes com o anel protoporfirina. Uma das duas
outras posi¢cdes axiais coordena-se com o grupo sulfidrila da cisteina (C428 na
CYP21A2), que estd localizada na regido altamente conservada e que se liga ao
grupamento heme, préoximo ao C-terminal, ja citada anteriormente. Por esta razdo
qualquer mutagdo no C428 da CYP21A2 destruird completamente a atividade enzimética
(Wu e Chung, 1991). Da mesma forma, a maioria dos residuos que compdem o sitio de
ligacdo ao heme é conservada entre as duas estruturas.

De uma forma geral, ficaram estabelecidas as regides de estruturas secundarias e

os dominios de ligacdo aos substratos e ao grupamento heme (Fig. 9).
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Figura 9 - Caracteristicas secunddrias da estrutura da CYP21A2 modelada com base nas CYP2CS5, CYP51
e CYP2B4. As barras azuis representam as alfa-hélices e as setas marrons as folhas beta. Os residuos em
vermelho sdo os envolvidos na ligagdo com o grupamento heme, os em azul compdem o sitio de ligacao
aos esteroides e os em verde se ligam tanto ao esteroide quanto ao heme (adaptado de Robins et al., 2006).

Em relacdo ao sitio de ligacdo do substrato, o modelo foi obtido por comparacao
a CYPS51, cuja estrutura complexada ao substrato havia sido resolvida (Podust et al.,
2004). Os 16 residuos incluidos nesta regido estdo discriminados na Tabela 1. A maioria
destes residuos € hidrofébica, o que facilita a interagdo com o substrato. Como os
substratos das P450s, os esterdides, sdo moléculas relativamente hidrofébicas, os sitios de
ligacdo a esses substratos devem primariamente se constituir de residuos de aminodcidos
hidrofébicos. A maioria dos residuos descritos na Tabela 1 é hidrofébica e, portanto,

devem contribuir com as interacdes com os substratos. Os ligantes do outro eixo do
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grupamento heme sao os da ligacdo a molécula de 4gua e ao O,. A molécula de 4dgua é
ligada em paralelo ao eixo de coordenagdo com o dtomo de ferro. A molécula de dgua se
encaixa na regido acida que ¢ conservada na hélice “I” adjacente (aspartato e glutamato) e
no residuo de treonina (E294 e T295 na CYP21A2). Mutacdes na treonina
correspondente em outras P450s destroem ou causam danos graves na atividade

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

Tabela 1: Residuos importantes no sitio ativo de ligacdo ao esteroide na enzima CYP21A2 (Robins et al.,
2006).

Residuos* Localizacao
S108 - L109 loop entre as hélices B’ e C
H203 - W204 - S205 - 1206 - Q207 loop de conecgdo entre as hélices F e G’

D287 - 1290 - G291 - G292 - E294 - T295 parte central da hélice 1
V359 - L363 - P364 Loop entre a hélice K e a folha  1-4

*A numeracao se refere & isoforma com 5 leucinas entre as posicdes 9 e 10.

A CYP21A2 interage com a citocromo P450 NADPH oxidorredutase (CYPOR)
para sua acdo enzimdtica (Kominami et al., 1984). Por analogia aos sitios de interacio
com enzimas acessorias das enzimas CYP2B4 e CYP17, considera-se que os residuos
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
residuos estdo localizados na superficie da proteina, arranjados espacialmente em um

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

Residuos* Localizagdo
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 numeragdo se refere a isoforma com 5 leucinas entre as posicdes 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 insercdo de duas mutacdes que ndo afetaram sua atividade enzimdtica,
produziram uma enzima a qual deram a denominagdo de C3B21RA (Zhao et al., 2012).
Esta construcdo apresentou atividade frente aos dois substratos (progesterona e 17-OH-
progesterona). A estrutura obtida foi a do complexo enzima - 17-hidroxiprogesterona,
numa resolugdo de 3,0 A. O empacotamento da proteina se mostrou semelhante aos das
outras CYPs obtidas anteriormente, inclusive ao do modelo descrito por Robins et al.
(2006), sendo que a maior diferenca foi registrada nas regides de loop, onde o modelo de
Robins et al. (2006) apresentava maior divergéncia de sequéncia com a estrutura da
proteina utilizada como modelo. O implemento na resolucdo das regides de ligacdo 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 proteina foi a 17-

hidroxiprogesterona, substrato natural da enzima CYP21A2.
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Figura 10 — Estrutura da CYP21A2 bovina (PDB ID:3QZ1) obtido por difracdo 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 nao diferiu muito das anteriores, contendo 16
alfa-hélices e 9 folhas beta. Neste modelo, 35 residuos ficaram posicionados a no
mdximo de 5 A do grupamento heme e duas regides de ligacdo ao substrato 17-
hidroxiprogesterona ficaram bem definidas. Uma regido se localiza na frente da hélice I e
sobre o sitio de ligagdo ao grupo heme. Os residuos V100, S108, L109, V197, L198,
W201, 1230, R233, V286, D287, G291, T295, V359, L363, S468, and V469 a no maximo
de 5 A desta cavidade de ligacdo ao substrato. Por outro lado, ha outra regido de ligacdo
mais distal incluindo os residuos 1.39, .63, G64, L65, Q66, V68, P94, Q207, D210,
V211, L361, A362, P364, V383, 1385, V440 e C467 (Haider et al., 2013).

HIPERPLASIA CONGENITA DA ADRENAL

A Hiperplasia Congénita da Adrenal (HCA) é causada por deficiéncia da
atividade de qualquer uma das enzimas necessdrias para a sintese de cortisol (Fig. 6). Os
resultados dessas deficiéncias enzimdticas sdo a diminui¢do da producdo de cortisol com

o aumento da secre¢do de ACTH (New, 1998). A estimulacdo excessiva pelo ACTH
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causa a hipertrofia da zona fasciculada e reticular e consequente hiperplasia tipica da

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

Dentre as principais formas de HCA, se destaca a deficiéncia da 21-hidroxilase
(21-OHD), que ocorre em cerca de 90% dos casos. Na maioria das populagdes, a
deficiéncia da 11B-hidroxilase (113-OHD) compreende em torno de 5-8% dos casos
(Zachmann et al, 1983) e da 3p-hidroxiesterdide desidrogenase (38-HSD) em
aproximadamente 1% dos casos de hiperplasia congénita da adrenal, com uma incidéncia
de 1 para 100.000 nascimentos, sendo estas duas ultimas mais frequentes em populagdes

que apresentam grande nimero de casamentos consangiiineos (Al-Jurayyan, 1995).

Deficiéncia de 21-hidroxilase

A deficiéncia da 21-hidroxilase € clinicamente classificada em duas formas: na
forma cldssica, presente ao nascimento, ocorre o bloqueio total ou parcial da atividade
enzimdtica e na forma ndo cldssica envolve o bloqueio parcial da atividade enzimética,
sendo geralmente menos grave que a forma classica, podendo se manifestar mais
tardiamente, ou mesmo permanecer assintomatica (Speiser e New, 1985; Lajic e Wedell,
1996).

A forma classica da enzima 21-OHD se caracteriza pelo excesso de produgdo de
androgenos que leva a virilizacdo de fetos do sexo feminino. Esta forma da doenca foi
subdividida em duas variantes, a perdedora de sal (PS), na qual os individuos afetados,
além da virilizacdo, apresentam perda de sal devido a deficiéncia da sintese de
aldosterona; e a virilizante simples (VS) onde ndo ha perda de sal (New e Levine, 1984;
New, 1994). O efeito do bloqueio enzimatico na sintese de mineralocorticoides resulta na
forma PS de 21-OHD, pois a ndo producdo de aldosterona leva a perda de sal,
desidratacdo e hipotensao arterial (Zachmann et al., 1983, Levine et al., 1980; Rosler et
al., 1982).

O gene da 21-hidroxilase (CYP21A2) se localiza no brago curto do cromossomo 6,
na regido 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 vérias enzimas da familia CYP450, para a
CYP21A2 existem duas cOpias génicas, CYP2IA2 (forma ativa) e CYP2IAIP, um
pseudogene nao funcional (White e Speiser, 2000). Os genes CYP2IA2 e C4 sao
alternados entre si e sdo transcritos na mesma direcdo. O gene CYP2IA2 contém 10
éxons, cobrindo uma regido cromossomica de 2,7 kb. Embora CYP2IA2 e CYP2IAIP
tenham aproximadamente 98% de homologia, CYP2IAIP é um pseudogene por
apresentar mutagdes deletérias (White e Speiser, 2000). Uma conseqiiéncia da
organizacdo em tandem dos genes CYP21 e C4 é que esta favorece eventos de crossing-
over desigual nessa regido (White e Speiser, 2000; Strachan, 1991). Portanto, a
recombinacdo das unidades mal pareadas durante a meiose I pode levar a formacgdo de
gametas com um ndmero varidvel de unidades completas (Werkmeister et al., 1986).
Realmente, a variacdo no nimero de cépias génicas (CNVs — copy number variation)
neste loco tem sido reportada por trés autores (Yang et al., 1999; Chung et al., 2002;
Parajes et al., 2008).

Assim, o primeiro defeito molecular observado no gene CYP2/A2 e relacionado
com HCA foi uma dele¢do de 30 kb incluindo o gene CYP2IA2 e o C4B (Carrol et al.,
1985; Rumsby et al., 1986). Em seguida foram descritos eventos de conversiao (Harada et
al., 1987; Urabe et al., 1990). No entanto, alelos ndo relacionados com a doenga podem
apresentar delecoes de 30 kb também, mas neste caso envolvem o pseudogene € o gene
C4A ou (4B, e duplicagdes caracterizando a variabilidade numérica do 16cus (Yang et
al., 1999; Chung et al., 2002; Parajes et al., 2008).

As delecdes e conversoes em larga escala, que geralmente formam genes hibridos
CYP21A1P/A2, sdo encontrados em apenas 8-12% dos alelos nos casos de deficiéncia da
21-hidroxilase no Brasil (de-Aratdjo et al., 1996; Bachega et al., 1999; Bachega et al.,
2004). Para os alelos portadores de delecdo, por sua vez, foram identificados nove
haplétipos diferentes indicando uma variabilidade alélica para esse tipo de mutacao entre
os pacientes (Coeli et al., 2010). Por outro lado, pequenas dele¢des, insercdes e trocas
pontuais de nucleotideos, normalmente presentes no pseudogene e consideradas
microconversoes, representam de 73 a 77% dos alelos ficando em média 15% atribuidos
a mutacOes mais raras (Bachega et al., 1998; Paulino et al., 1999; Torres et al., 2003).

Algumas destas mutagdes, no entanto, estdo, geralmente, ausentes nos alelos CYP2IAIP,
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podendo representar um efeito fundador em determinadas populacdes (banco de
mutagdes: http://www.cypalleles.ki.se/cyp21.htm).

Sdo nove as mutacdes encontradas no CYP2/A 1P que podem, individualmente ou
em grupos, afetar o gene CYP21A2, provocando danos com diferentes graus de gravidade
a funcdo enzimdtica normal (Krone e Arlt, 2009). O efeito funcional de cada
microconversdo foi investigado in vitro, introduzindo-as por mutagénese sitio dirigida no
cDNA do gene CYP2]A2, clonado num vetor apropriado, e avaliando-se sua expressao.
Virios sistemas de expressdo foram usados, tais como transfec¢do com plasmidios em
células de mamiferos, infec¢ao de células de mamiferos com virus da vaccinia ou mesmo
expressdo 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 mutacdo particular sobre a
atividade enzimadtica ndo dependem do método usado para a expressdo, visto que € feita
uma comparagcdo com alguns controles. As mutacdes do tipo frameshift e mutacdes
nonsense alteram drasticamente a estrutura e a funcdo da proteina, abolindo
completamente a atividade enzimdtica. Essas mutagdes estdo associadas com a forma
clinica mais grave, perdedora de sal. No entanto, as mutacdes do tipo missense podem
provocar graus variados de atividade enzimética e, portanto, dependendo do gendtipo,
podem dar origem a diversas formas fenotipicas da deficiéncia da 21-hidroxilase.

Levando-se em conta o duplo heterozigoto, o fendtipo deve ser deduzido por
aquela que determinar menor dano a atividade enzimdtica. Assim, a forma clinica PS
seria determinada pela combinacdo de duas mutagdes graves, a VS por uma grave e uma
intermedidria ou por duas intermedidrias e a ndo classica por duas mutacdes brandas ou
uma branda combinada com uma grave ou uma intermedidria. H4, entretanto, vérios
portadores da deficiéncia que ndo se enquadram neste padrao (Miller, 1991; Mornet et
al., 1991), isso devido a uma variacdo individual nos niveis da sintese das enzimas
mutantes ou no catabolismo, ou ainda na variagdo da excrecdo dos varios hormonios

esteroides (Mornet et al., 1991).
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O fenétipo VS € devido a uma mutagdo da enzima 21-hidroxilase que afeta a
atividade da 17-OHP e mantém a producgao da aldosterona relativamente intacta. Assim, a
causa mais provavel da diferenca fenotipica entre as formas VS e PS, é a diferenca da
atividade de 21-hidroxilase frente aos substratos progesterona e 17-OHP. Como a
aldosterona € normalmente secretada numa razdo de 100-1000 vezes menor do que o
cortisol, torna-se evidente que a atividade da 21-hidroxilase terd que diminuir a niveis
extremamente baixos para que a falta de aldosterona se manifeste. Assim, a sintese de
aldosterona ocorre com 1% de atividade normal da 21-hidroxilase, evitando a perda de
sal e resultando num fenétipo VS (White e Speiser, 2000). A microconversao associada a
esse fenotipo € a Ilel72Asn, que mantém cerca de 1% de atividade da enzima 21-
hidroxilase (Amor et al., 1988; Chiou et al., 1990).

Nos pacientes com a forma cldssica de hiperplasia, a conversiao da progesterona e
da 17- OHP € feita pelo caminho alternativo e resulta em andrégenos, como a
diidrotestosterona (DHT). No caminho alternativo, 17-OHP € transformado pela
atividade 17-20-liase da P450c17, 17-B hidroxiesteroide desidrogenase, e posteriormente
pela Sa-reductase, resultando na sintese da diidrotestosterona. Nos fetos femininos
acometidos, a elevacdo dos niveis de 17-OHP causa o aumento na biossintese de DHT,
contribuindo para a ambiguidade genital (Witchel e Azziz, 2011).

A forma ndo classica (NC) é associada com sintomas menos acentuados de
hiperandrogenismo. Esta forma € causada pela deficiéncia de 21-hidroxilase e niveis
baixos de precursores dos esterdides da adrenal. As manifestacdes clinicas de baixos
niveis de androgenos sdo varidveis. Individuos do sexo feminino usualmente nascem com
genitdlia externa normal (clitoromegalia pode eventualmente ser observada), podendo
ocorrer sinais de excesso de andrégenos no desenvolvimento pds-natal em ambos os
sexos. Criancas com essa forma da doenca apresentam crescimento dos pélos pubianos,
puberdade precoce e aceleracdo do crescimento, associada ao avango da idade Ossea
(Aradjo et al., 2007). No sexo feminino, podem se manifestar sintomas, tais como:
calvicie temporal, menarca atrasada, ovario policistico e irregularidades menstruais. Em
adultos, pode-se encontrar acne cistica, fertilidade reduzida e baixa estatura pela fusio
prematura da epifise. Os estudos de familias com individuos afetados podem revelar

portadores assintomadticos (New, 2006; Gongalvez, 2007).
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A associagdo entre a forma clinica e a classe da mutagdo patoldgica discutida em
trabalhos é geralmente concordante, mas a distin¢g@o entre as formas VS, PS e NC nao 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 mutacdes raras pontuais que sao independentes do
pseudogene, descritas na populagdo ou em algumas familias separadas (Minutolo et al.,
2011). O efeito funcional de cada mutagdo missense foi investigado in vitro introduzindo-
as por mutagénese sitio dirigida no cDNA do gene CYP2IA2 clonado num vetor
apropriado e avaliando sua expressdo. A maneira mais simples para comparar sio 0S
estudos para saber se a mutacdo reduz drasticamente ou parcialmente a atividade
enzimdtica. A melhor forma de se medir a quantidade de reacdo € fazer o teste de
atividade da proteina mutante em relagdo a nativa.

Algumas mutacOes missense no gene CYP2/A2 alteram a cinética enzimatica. As
enzimas mutantes sdo sintetizadas, mas sdo menos eficientes que a proteina nativa
(Witchel e Azziz, 2011). As estratégias para analisar a atividade das enzimas mutantes
envolvem a clonagem dos genes CYP2/A2 mutantes e normais, transfec¢do e expressao
desses genes em células COS e andlise quantitativa da atividade dos produtos enzimaticos
formados frente aos seus substratos (Kawamoto et al., 1992, Naiki et al., 1993,
Nikoshkov et al., 1997, Lajic et al., 2002).

Diversas mutacdes foram encontradas nas regides de ligacdo ao substrato e
causam danos severos a atividade da proteina. Na regido conservada, proxima ao N-
terminal, foram encontradas duas mutacdes, a p.Gli56Arg e a p.Tir60Asn, ambas
associadas a forma classica da 21-OHD. A mutacdo p.GliS6Arg (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 mutacao IVS2-13A/C>G, que € derivada do
pseudogene e € considerada geralmente forma perdedora de sal. A mutacio p.Gli56Arg
ndo apresentou atividade enzimatica com a 170HP, mas apresentou 1,4% de atividade
usando a progesterona como substrato o que a coloca na faixa das mutacdes nao
perdedoras de sal (Soardi et al., 2008). Em relacdo a estrutura protéica, hd evidéncias que
o residuo 56 € altamente conservado em proteinas CYP21 de mamiferos e sua localizagdo

estd entre duas regides de contato com a membrana. A p.Gli5S6Arg muda um residuo
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neutro para um hidrofilico bésico na regido da superficie, o que provavelmente altera a
interacdo com a membrana (Willians et al., 2000). Na regido conservada do C-terminal
foram encontradas diversas outras mutacdes, sendo que a maioria causou perda severa da
atividade enzimdtica (p.Arg342Tri, p.Arg342Pro, p.Glu352Lis, p.Leu354Arg,
p-Arg355His, p.Arg355Cis, p.Arg357Pro, p.Arg357Gln, p.Arg357Tri).(Soardi et al,
2008)

A mutagdo rara p.Glu351Lis no gene CYP21A2 foi encontrada em um paciente
do sexo masculino com a forma virilizante simples de HCA. A mutagdo p.Glu351Lis
pontual estd localizada na triade ERR da CYP21A2. A triade ERR € o motivo glutamina-
arginina-arginina conservado em todas as sequéncias das citocromos P450. O residuo
glutamina e a primeira arginina sdo conservados em todas as enzimas do citocromo
P450s. Assim a segunda arginina pode estar presente também como histidina ou
asparagina. Entretanto a triade ERR esta envolvida em algumas etapas de ligacdo ao
grupamento heme pela monoxigenase citocromo P450, o que faz com que a mutagdo
p-Glu351Lis cause perda severa, mas ndo completa da atividade enzimdtica da
CYP21A2. A andlise funcional em células COS-7 revelou uma redugdo da conversiao de
17-OHP em 11-desoxicortisol, com atividades de 1,14/-0,5%, e da progesterona em 11-
deoxicorticosterona, com atividade de 1,24/-0,3% em relagdo a proteina normal.
Analisando os mutantes artificiais (p.Glu351Asp, p.Glu351lle), qualquer mutagdo nesse
residuo ndo causa a recuperacdo da atividade de 21-hidroxilase in vitro. Esses efeitos
podem ser explicados pelas mudancas estruturais induzidas pelas mutacdes, que foi
demonstrada no modelo tridimensional da estrutura da proteina CYP21A2. A
combinagdo da funcdo da enzima in vitro e a andlise da proteina computadorizada do
residuo 351 da proteina CYP21A2 ocorre a partir da evidéncia da triade ERR como
fundamental elemento na estrutura das enzimas citocromo P450s (Krone et al., 2005).

Uma mutacdo derivada do pseudogene e frequente entre os pacientes com 21-
OHD ¢ a p.Arg356Tri (Chiou et al., 1990). Outras duas mutacdes foram encontradas
nessa regido no mesmo aminodcido, Arg 356, que foram estudadas por Lajic et al
(1997). As duas mutacdes, p.Arg356Pro e p.Arg356Gln, foram reconstruidas por
mutagénese sitio dirigida in vitro, as proteinas foram expressas em COS-1, e a atividade

enzimdtica foi determinada nos dois substratos naturais, 17-OHP e progesterona. O
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mutante p.Arg356Pro reduziu a atividade enzimética para 0,15% em ambos os substratos,
enquanto que o p.Arg356GIn exibiu 0,65% da atividade normal com a 17-OHP e 1,1% da
atividade normal com a progesterona, ambas caracteristicas da forma perdedora de sal.
Essas atividades correspondem aos niveis de manifestacio da doenga encontrados nos
pacientes com forma cldssica perdedora de sal. A Arg 356 estd localizada na regido que
faz parte da interacdo para a reacdo redox, de acordo com a modelagem da estrutura dos
dois outros membros da superfamilia de citocromo P450 (Lajic et al., 1997).

Como ja dito antes, os residuos 342 ao 358 t€m sido sugeridos como regido de
ligacdo aos esterdides (Picado-Leonard et al., 1988). A sequéncia do sitio de ligacdo aos
esteroides necessita da carga do aminoacido arginina 356 (Picado-Leonard et al., 1988).
A alteracdo de Arg para Tri pode ndo ser dréstica para o enovelamento da proteina, ainda
que destrua a capacidade da enzima se ligar ao esteréide (Chiou et al., 1990).

Na regido de ligacdo das proteinas acessoOrias foram também encontradas
mutacdes que foram analisadas bioquimica e estruturalmente. As P450s microssomais e
mitocondriais aceitam elétrons das citocromo P450 oxidoredutase ou adrenodoxina,
respectivamente. Em ambas as reagdes quimicas, os estudos sugerem que os aminodcidos
basicos (geralmente lisina) das P450s interagem com os residuos acidos das proteinas
acessorias. Os estudos cristalograficos da CYP102 sugerem um encaixe no sitio 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 mutagénese da CYP11A
mostram que uma modificagcdo em qualquer um dos dois residuos de lisina na hélice K
destr6i a atividade enzimética sem afetar a ligagdo com o substrato (Wada e Waterman,
1992), semelhante a estudos com a CYP17, que a mutagénese da arginina na regido
perturba as interacdes com a citocromo P450 redutase e citocromo b5 (Geller et al.,
1999). Como citado anteriormente, existem algumas mutacdes que ocorrem naturalmente
nas argininas (R354 e R356) dessa regido, na CYP21A2, que diminuem drasticamente a
atividade enzimética (Chiou et al., 1990; Lajic et al., 1997; Lobato et al., 1999). Apenas
dois residuos basicos, um na hélice K e o outro no peptideo de ligacdo ao heme (R323 e
R398 em CYP102), correspondentes aos R354 e R426 na CYP21A2, sdo completamente

conservados em todos os P450s de eucariotos, sugerindo que outros residuos
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positivamente carregados que ndao sdao completamente conservados possam ser
necessdrios para a ligacdo as proteinas acessorias (Shimizu et al., 1991).

Em estudo de Baumgartner-Parzer et al. (2001), cerca de 1,2% dos 165 pacientes
relatados ndo possuiam nenhuma mutacdo ji 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 nao possuiam nenhuma
mutacdo ja descrita e de suas duas irmas afetadas revelaram que possuiam uma grande
delecdo no gene no alelo paterno e a mutacdo ainda nao descrita p.Argd426His no gene
CYP21A2 do alelo materno, correspondendo a 0,6% dos 168 alelos nao caracterizados
causadores de HCA. A atividade do mutante p.Arg426His € fortemente diminuida para
5,2% do normal. Esse resultado corresponde a grau de manifestacdo da doenca de
pacientes com a forma cldssica da HCA. Quando introduzida na sequéncia e expressa em
culturas de células, a mutacdo p.Argd26His ndo apresentou atividade enzimdtica frente ao
substrato  17-OH-progesterona comparando a proteina nativa. As trés irmas
diagnosticadas com HCA cldssica apresentaram virilizacdo acentuada da genitélia externa
(Prader 1V, sem crises de perda de sal), com o alelo paterno com uma grande delecdo no
gene CYP21, sem outro defeito no alelo materno além da mutagdo p.Arg426His.

Nos primeiros de trabalhos de triagem de mutagdes (Lau et al., 2001, Soardi et
al., 2008), realizados em nosso grupo de pesquisa, foram encontradas dez mutacdes que
nao eram derivadas do pseudogene, duas do tipo frameshift; uma nonsense; uma
alterando o sitio doador e uma o sitio receptor de splicing no intron 2; uma troca
nucleotidica no intron 7 e cinco do tipo missense. O estudo das atividades residuais das
cinco mutagdes do tipo missense demonstrou seus efeitos deletérios (Soardi et al., 2008).
No entanto, conforme a casuistica era ampliada, novas muta¢des foram identificadas,
para as quais havia necessidade do estudo de atividade residual. S@o elas: p.Serl13Phe,
p.Pro267Leu, p.Val358lIle, p.Arg426Cys e as combinagdes p.lle172Asp+p.Val358lle e
p-Val281Leu+p.Argd26Cys. Estas foram investigadas no presente trabalho.
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Deficiéncia da 3 [-hidroxiesteroide desidrogenase

A enzima 3B-HSD em geral estd ligada 2 membrana e precisa do NAD" como
coenzima para catalisar a desidrogenacio da 3f-hidroxiesteroide e a A>~* isomerizacdo
dos precursores esteroides da pregnenolona, 17-hidroxipregnenolona (170H- Preg),
dehidroepiandrosterona (DHEA), eandrost-5-eno-3-p, 17p-diol  (A4’-diol) para
progesterona (P), 17 a-hidroxiprogesterona (17-OHP), A* androstenediona (A*-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 adicao,
essas enzimas catalisam a degradag¢do da Sa-pregnanes e 5 a-androstanes, tais como a
diidrotestosterona (DHT).

Todos os membros das 3B-HSD, exceto os do tipo 4, possuem atividade
desidrogenase e isomerase irreversivel. A atividade desidrogenase dez vezes mais lenta é
o passo limitante, mas a 3f-HSD e a isomerase tem sido purificadas como uma proteina
unica na placenta humana, testiculos e glandulas adrenais de rato e glandulas adrenais de
boi (Luu-The et al., 1988; Thomas et al., 1988). O isolamento do cDNA e das isoenzimas
tipo I e II da expressdo in vitro humana foi confirmado que as atividades 33-HSD e A5-
A4 isomerase funcionam como uma proteina tunica. Entretanto, dados obtidos com
experimentos de radiomarcagdo por afinidade (Thomas et al., 1992) e inibi¢dao (Luu-The
et al., 1991) sdo consistentes com sitios cataliticos bifuncionais que adotam uma
conformacdo diferente para cada atividade. A enzima inicia a rea¢do de 3f-
hidroxiesteroide desidrogenase usando o coenzima NAD®. A coenzima em sua forma
reduzida, NADH, que é resultante da atividade desidrogenase, ativa a isomerase por
indu¢do de mudanga conformacional da proteina 33-HSD (Thomas et al., 1995).

A estrutura e a expressao tecido-especifica foram caracterizadas em dois tipos de
cDNAs de 33-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 (HSD3BI) codifica uma isoenzima de 372
aminodcidos que € expressa predominantemente na placenta e tecidos periféricos, tais
como pele e glandulas mamarias, enquanto o gene do tipo II (HSD3B2) codifica uma

isoenzima de 371 aminodcidos que € quase exclusivamente expressa nas adrenais e nas
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gonadas (Rhéaume et al., 1991). A estrutura completa de cada gene foi determinada e
indica a presenca de quatro éxons e trés introns presentes num fragmento gendmico de
cerca de 7,8 kb (Lachance et al., 1990, 1991, 1992; Lorence et al.,1990). Os genes
HSD3B1 e HSD3B2 foram mapeados por hibridizacdo in situ na regido 1pl13.1 do
cromossomo 1 (Morrison et al., 1991; Bérubé et al., 1989).

Embora a deficiéncia da 33-HSD na forma clédssica seja rara, consistindo em
menos de 1% dos casos de hiperplasia congénita das supra-renais, a forma menos grave
ou nio cléssica é considerada muito frequente e, muitas vezes, responsdvel por hirsutismo
e/ou irregularidades menstruais (principalmente a sindrome do ovério policistico) em
mulheres (Bongiovanni, 1962; Zachmann et al.,, 1979; Pang et al., 1983; Chang et al.,
1993; Rosenfield et al., 1980; Pang, 2001). Entretanto, critérios diagndsticos confidveis
para a forma ndo cldssica sdo dificeis de estabelecer, consistindo principalmente de
proporcdes alteradas de esteroides B° e f* (Mathieson er al.,1992; Schram ef al., 1992;
Azziz et al., 1993; Barnes et al., 1991).

J& foram caracterizadas 36 mutagdes diferentes no tipo II do gene da 33-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 cldssica
perdedora de sal tem mutacdes no gene HSD3B2 que eliminam ou praticamente abolem
sua atividade (Rhéaume et al., 1992; Simard et al., 1993). Os casos de deficiéncia de 33-
HSD de forma ndo classica tém muita semelhanca clinica com a gama de defeitos
observados para a enzima 21-hidroxilase e, por analogia com a relacdo das formas
classica e ndo cldssica, foram também chamadas de deficiéncia da 3B-HSD cléssica e ndo
classica. Sugere-se que esse defeito hormonal possa ser possivelmente uma variacao
alélica da forma cléssica da doenca. Até o momento, a porcentagem de pacientes com a
forma nd3o cldssica e que realmente possuem mutacOes no gene HSD3B2 ndo €
conhecida. O fato de que nenhuma mutagdo tenha sido encontrada em pacientes com
deficiéncia ndo clédssica de 3B-HSD sugere fortemente que essa doenca ndo resulte de
uma isoenzima mutante do tipo II. Isso estd em contraponto as formas perdedoras de sal e
ndo perdedoras de sal da deficiéncia cldssica da 38-HSD, nas quais vdrias mutagdes

foram encontradas.

26



Duas mutagdes no gene de HSD3B?2 relacionadas a forma perdedora de sal foram
encontradas no mesmo codon. A mutacdo missense p.Pro222Tre € altamente danosa para
a atividade enzimatica (Pang et al., 2002), ndo apresenta atividade enzimética in vitro,
estando associada a ambiguidade genital e perda de sal num paciente masculino. Essa

mutagdo foi descrita em dois pacientes algerianos.

ANALISE ESTRUTURAL

A especificidade das interagdes entre as proteinas é determinada por suas
propriedades fisicas, quimicas e estruturais. Assim, € necessario o conhecimento
detalhado da estrutura tridimensional das proteinas envolvidas para entender as interagdes
entre elas. Porém, a estrutura molecular de algumas proteinas ainda ndo foi determinada
devido a dificuldade de cristalizacdo pelos métodos convencionais que devem anteceder
as medidas de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) (Leliveld et al., 2003). Para
estudos da estrutura molecular tridimensional é necessdario que a molécula de proteina
inteira, ou parte dela, esteja em forma de cristal. No caso da proteina 21-hidroxilase, um
de seus dominios faz parte da membrana plasmadtica, o que, pela hidrofobicidade da
molécula, dificulta sua cristalizacdo e, consequentemente, a determinacdo tridimensional
da sua estrutura (Robins et al., 2006).

A técnica alternativa para estudo de proteinas cujas estruturas ainda ndo estejam
resolvidas e a predicdo das interagdes com outras proteinas é a modelagem por
homologia. Esse método, usado para identificacdo de fungdo de proteinas e de possiveis
alteracdes nas funcgdes causadas por mutacoes, € basicamente direcionado pelo paradigma
sequéncia-estrutura-funcdo (Rychlewski et al., 1999). Ao se empregar essa abordagem, €
possivel construir a melhor estrutura de uma proteina, prevista a partir de sua sequéncia
de aminoacidos (alvo), com base na estrutura tridimensional conhecida de membros
relacionados da familia (modelos) que ja se encontre depositada no banco de proteinas
(PDB - Protein Data Bank). Modelos de 'baixa resolucao' obtidos através de modelagem
por homologia fornecem informagdes essenciais do arranjo espacial de grupos

importantes de residuos (Panigrahi et al., 2012).
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Para enriquecer os estudos da deficiéncia de 21-hidroxilase, alguns trabalhos vem
usando o modelo molecular tridimensional da CYP21 para relacionar os mecanismos da
patogenicidade de uma determinada mutacdo através de uma andlise in silico e comparé-
las aos efeitos bioquimicos observados nas andlises de expressdo e ensaios enzimaticos.
O primeiro modelo de sitio ativo da proteina CYP21 foi a CYP101 de Pseudomonas
putida (Lin et al., 1994). Entretanto, ao passar dos anos, um grande nimero de estruturas
de CYPs vem sendo determinadas e depositadas no banco de dados de proteinas (PDB)
(Berman et al., 2000), onde cinco sdo de mamiferos, incluindo trés proteinas 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, CYP2CS5, foi a P450 2C5 expressa em microssomos de coelho. Essa
proteina foi usada para modelagem da CYP21 humana, pelo fato de possuir o mesmo
substrato.

Além disso, modelos individuais foram calculados para investigacdo de
mecanismos moleculares de todas as variantes alélicas da CYP21 (Robins et al., 2006).
Recentemente, as andlises in silico das mutagdes p.Argl32Cis, p.Glul49Cis,
p-Met283Val e p.Glu431Lis indicaram mudancgas na estabilidade da proteina ou na carga
da superficie das proteinas mutantes (Minutolo et al., 2011). Outro estudo mostrou que a
mutacao p.Ile77Tre alterou um residuo chave da ligacao ao substrato (Tardy et al., 2010).
Como essa é uma drea 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 andlise estrutural da 33-HSD também apresenta a limitacdo de que parte dessa
proteina ligada a membrana. A atividade enzimdtica tem se localizado nas fragdes
microssomais e mitocondriais (Luu-The et al., 1988; Thomas et al., 1988). A atividade é
mais alta na fracdo microssomal e a atividade mitocondrial € vista como resultado de uma
contaminagdo microssomal, apesar dos estudos de presenca da atividade de 3B-HSD na
mitocOndria (Sauer et al., 1994; Cherradi et al., 1994). Pouco é conhecido da ancoragem
dessa proteina na membrana. Andlise da sequéncia de aminodcidos predizem dois
dominios transmembranicos. Um dos dominios é um segmento de 26 residuos no C-

terminal entre os residuos 283 e 308, que € extremamente hidrofébico e estd presente em
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todos os membros 33-HSD e outro mais curto que € um segmento de 16 residuos entre 75
e 91, identificado em todos os membros, exceto nas enzimas 3B3-HSD do tipo II de
roedores e bovinos e do tipo V de roedores (Morel et al., 1997).

Todas as mutacdes nonsense ou frameshift sdo responsaveis pela forma perdedora
de sal severa e prevém uma proteina truncada sem o dominio transmembranico do C-
terminal, exceto a 318delC. Em contraste, a mutacdo p.Ala82lle, localizada na regido
menos conservada do dominio, é encontrada em pacientes com a forma nao perdedora de
sal (Mendonga et al., 1994).

A analise estrutural e funcional de enzimas, como a 21-hidroxilase e a 3p-
hidroxisteréide desidrogenase, busca entender melhor porque a sua deficiéncia causa
tantos prejuizos para o organismo humano. Nesse estudo, buscamos de vdrias formas
analisar o funcionamento da enzima modificado por algumas alteracdes encontradas em

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

e Investigagdo da atividade das enzimas 21-hidroxilase modificadas pelas
mutacoes p.Serl13Phe, p.Pro267Leu, p.Val358Ille, p.Argd26Cys e
combinacdes p.llel172Asn+p.Val358Ile, e p.Val281Leu+p.Argd26Cys no

respectivo gene.

e Investigacdo, por modelamento, das alteragdes estruturais nas proteinas 21-
hidroxilase e 3-beta-hidroxiesteroide desidrogenase promovidas pelas
mutacOes do tipo missense. Analises feitas com as mesmas mutacgdes da
atividade enzimadtica e uma delecdo, Q389, G390, A391 na 21-hidroxilase e

p. Pro222Thr e p.Pro222GlIn na 3-beta-hidroxiesteroide desidrogenase.
e Comparagdo da relacdo gendtipo-fendtipo através da relacao entre a atividade

e a estrutura encontrada para cada mutagdo com fenétipo caracteristico das

deficiéncias da 21-hidroxilase.
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METODOS

AVALIACAO BIOQUIMICA

Esta avaliacdo (Fig.11) se inicia pelo ensaio de mutacio sitio-dirigida que consiste
em introduzir uma mutacdo no cDNA do gene CYP21A2 normal j4 clonado. Apds este
procedimento, a inser¢do correta da mutacdo € confirmada por sequenciamento pelo
equipamento da empresa Applied Biosystems do modelo 3130xl. Os fragmentos dos
clones resultantes sdo subclonados em vetores de expressio em mamiferos e
transfectados em células COS, que sdo células derivadas de figado de macaco africano
estabelecidas em cultura (Robins et al.,2006). As expressoes e atividades residuais sdao
analisadas por quantificacdo relativa quanto a producao de proteinas e quanto a atividade
enzimatica frente aos seus substratos especificos, comparando-se os resultados com os da
enzima normal (Barbaro et al., 2004; Krone et al., 2005).

Para se estabelecer a correlagdo gendtipo-fenétipo de cada mutagdo aqui incluida, a
saber: p.Serl13Phe, p.Pro267Leu, p.Val358lle, p.Argd26Cys e as combinacgdes
p.lle172Asp+p.Val358Ile e p.Val281Leu+p.Arg426Cys; as mutacdes p.llel72Asn e
p-Val281Leu, cujas atividades enziméticas ja se conhece e estdo correlacionadas com as
formas virilizante simples e nao-cldssica, respectivamente, foram também introduzidas
no cDNA de CYP2]A2 e utilizadas como referéncias. Além disso, os plasmidios sem o
cDNA de CYP2IA2 (mock) e com o cDNA normal (wild type), também foram
transfectados em células COS como controles negativo (0%) e positivo (100%),
respectivamente.

Assim, serdo detalhas a seguir cada etapa metodoldgica utilizada.
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CYP21A2 cDNA-WT
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Mutante CYP21A2
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l mutagénesis sitio-dirigida

pALTER-1
subclonagem do ¢cDNA mutante no vetor de
l expressdao pCMV4
Mutante CYP21A2
pCMV4

transfeccdo das células COS-1 com:

pCMV4-CYP21A2-WT (norn'lal) ; + le 10 b-galactosidase
pCMV4-CYP21A2-mutante |
pCMV4semCYP21A2 (mock) = controle negativo

l 48 hs

Incubacdo com um substrato
(17-OHP ou Progesterona)

@@@@_

v

Meio coletado:

- Extracdo dos esterdides;

- Separacao do substrato e produto
para cada mutante;

- Célculo da conversdo.

Proteina coletada:

- Ensaio de Proteina Total ( Bradford assay);
- Ensaio de b-galactosidase;

- Western Blot.

Calculo da Atividade Enzimétical

Figura 11 - Esquema resumido da me

dirigida do cDNA do gene CYP21A2, passando pela subclonagem do cDNA no vetor de expressdo

pCMV4, pela transfec¢do em células de mamiferos até a coleta das proteinas para o cdlculo de atividade

enzimatica.

todologia usada nesse trabalho. Comecando pela mutagenese sitio

MUTACAO SITIO-DIRIGIDA E SUB-CLONAGEM DO cDNA

O cDNA completo correspondente ao gene humano CYP2/A2 (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 mutacao sob estudo foram desenhados
e sintetizados pares de oligonucleotideos complementares entre si, através dos quais as
mutacdes foram introduzidas no cDNA do gene CYP2IA2 contido no vetor pALTER
(Promega Corporation, Estados Unidos) (Tabela 3). Para que isso acontecesse, foram
realizadas as PCRs iniciais para as mutagéneses sitio-dirigidas seguindo-se as instrugdes
do kit QuikChange® Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, Agilent Technologies
Company, Estados Unidos). A amplificacdo por técnicas convencionais de PCR se
estende por todo o vetor incluindo o inserto, mas para se garantir a fidelidade da
amplificacdo foi utilizada a enzima com atividade exonucleasica Pfu Turbo DNA
polimerase. Nos casos onde foram inseridas duas mutagdes em um mesmo cDNA, foi
feito esse mesmo procedimento, porém o cDNA inicial j4 possuia uma das mutagdes,
previamente confirmada.

Ap06s o término dos ciclos de amplificacdo, 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. Oligonucleotideos para mutagénese sitio-dirigida.

Oligos Sequéncia 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
mlle172Asn-F CTCACCTGCAGCATCAACTGTTACCTCACCTTC Sense
mlle172Asn-R GAAGGTGAGGTAACAGTTGATGCTGCAGGTGAG Antisense
mVal281Leu-F TCCTGGAAGGGCACTTGCACATGGCTG Sense
mVal281Leu-R CAGCCATGTGCAAGTGCCCTTCCAGGA Antisense
mPro267Leu-F CAAGGGGTGGCGCAGCTGAGCATGGAAGAGGGC Sense
mPro267Leu-R GCCCTCTTCCATGCTCAGCTGCGCCACCCCTTG Antisense
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Apds a amplificacdo, os produtos foram usados para transformar células de E.coli
(DHS5a)) de acordo com Sambrook et al. (1989). As transformacdes em células
competentes da bactéria foram realizadas por eletroporagdo ou por transformacao
quimica. Devido ao baixo rendimento do procedimento de mutacdo sitio-dirigida, o uso
de duas técnicas diferentes foi necessdrio para se conseguir melhor eficiéncia de
transformacao. Para quase todas as amostras de cDNA, a transformac¢ao mais eficiente foi
a técnica de transformacao quimica.

As colonias recombinantes foram selecionadas por resisténcia a tetraciclina e
submetidas a mini-preparacdo de plasmidios utilizando-se parte do kit Plasmid Midi
(QIAGEN, Alemanha). Estes plasmidios foram, entdo, submetidos a digestdo pelas
enzimas de restricdo Bgl II e Kpn I, para liberacdo do inserto do cDNA da CYP2IA2 e,
assim, verificar sua presenca nos clones recombinantes selecionados. Alternativamente,
foram realizadas PCRs com primers que anelam no exon 3 normal e exon 6 normal, para
uma verificacdo rdpida de que o gene estava presente no plasmidio. As amostras das
mini-preparacdes, para as quais as PCRs foram positivas, foram sequenciadas utilizando-
se primers especificos para o cDNA do gene CYP21A2 (Tabela 4), com o objetivo de se
confirmar a correta inser¢do de cada mutacdo. Para cada construcdo plasmidial com o
cDNA do gene CYP21A2 foram realizadas, em geral, noventa e seis reacoes de PCR, das

quais cerca de trés ou quatro foram submetidas ao sequenciamento.

Tabela 4. Primers especificos para o cDNA do gene CYP21A2.(Soardi.,2008)

Primers Sequéncia do primer (5’—3°) Localizacdo Sentido
CYP21cDNA100 TTGCTGCAGCCCGACCTCCCA Exon 1 Sense
CYP21cDNA101 GACGTGATTCCCTTTCTCAGG Exon 7 Sense
CYP21cDNA102 ATCGCCGAGGTGCTGCGCCTG Exon 10 Sense
CYP21cDNA13 AAGTGGCTCAGGTCTGCCAGC Exon 2 Antisense

Verificadas as mutacdes, os cDNA foram subclonados no vetor pCMV4
(Stratagene) que € proprio para a expressao em células de mamiferos, pois possui um
promotor de citomegalovirus e tem origem de replicacdo normal do virus SV40. Cada

construcdo contendo os cDNAs foi digerido com as enzimas Bg/ Il e Kpn 1 para liberar o
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inserto do vetor pALTER e, subclond-lo no vetor pCMV4. Este vetor foi previamente
preparado por digestdo com as enzimas de restricdo Bgl Il e Kpn 1 para receber o inserto.

A reacdo de ligacdo foi realizada por acdo da enzima T4 DNA ligase (Promega),
que catalisou esta reacdo entre o vetor pPCMV4 e os cDNAs do gene CYP21A2, ambos
digeridos com as enzimas de restricdo acima detalhadas. A reacdo de ligacdo constituiu
de:

e 6ul da amostra do cDNA do gene CYP21A2;

e 2ul da amostra do vetor pPCM V4, na mesma concentragdo da amostra do
gene;

e lul da enzima T4 DNA ligase;

e lul de tampdo da enzima;

O volume final da reacao foi de 10ul. A reacdo foi feita overnight a 4°C.

Apos a ligacdo dos insertos contendo as mutacdes ao vetor de expressao pCMV4,
as amostras foram transformadas em células E.coli (DH5a). Seguindo o mesmo
procedimento descrito acima para selecdo, agora por resisténcia a ampicilina, e
identificacdo de clones recombinantes, alguns plasmidios foram escolhidos por PCR e
sequenciados, como descrito anteriormente. Apds o0 sequenciamento, as amostras de
pCMV4 contendo as mutagdes inseridas de forma correta foram submetidas ao preparo
de plasmidio em maior escala utilizando o kit Plasmid Midi (QIAGEN, Alemanha),
seguido-se o protocolo do fabricante.

Os plasmidios utilizados como referéncias, a saber, aqueles contendo o cDNA do
gene normal CYP2IA2 (wild type) e o plasmidio sem inserto (mock) foram também

preparados pelo método descrito acima.
TRANSFECCAO EM CELULAS COS

A linhagem de células utilizadas foi a COS-7, variante da COS-1 que contém o
antigeno T. Quando transfectada com o vetor pCMV4, proporciona altos niveis de
expressdo devido aos genes virais necessdrios para gerar multiplas copias do vetor

(Gluzman et al., 1981).
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Uma aliquota 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 CO,
e 90% de umidade. A primeira passagem foi realizada 48 horas apds 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. Apds 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 condi¢Oes usadas no processo de descongelamento. Apds 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 condi¢des citadas acima. As células foram mantidas em estufa
sob atmosfera de CO,, como descrito acima, at€é o momento da preparacdo para
transfeccao.

Para a transfecc¢do de cada plasmidio procedeu-se da seguinte forma: em primeiro
lugar, o pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura e, com o auxilio
de uma pipeta, foram distribuidos em placas de doze pocos para cultura, preparadas
anteriormente contendo meio DMEM+/+, num volume de 20 uLL em cada pogo. As placas
foram homogeneizadas manualmente. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C em estufa de
CO,, a confluéncia celular de 50 a 70% foi considerada ideal para a realizacdo do
processo de transfeccao.

Cerca de duas horas antes de se realizar a transfec¢io, o meio sobre as células foi
retirado e descartado e adicionou-se 0 mesmo volume de meio DMEM -/- (sem soro fetal
bovino e sem gentamicina, a temperatura ambiente). A transfeccdo foi realizada
utilizando o reagente FuGene6® (Roche, Suica) e XtremeGENE HP DNATransfection
Reagent® (Roche, Suica), que € um combinado de lipossomos que forma um complexo
com o DNA, transportando-o para o interior das células. A transfecc¢do foi realizada em
conjunto (co-transfec¢do) com os plasmidios pCMV4 contendo os cDNAs CYP21A2
normal e mutante e o plasmidio pH110 contendo o gene repérter LacZ (Pharmacia, GE

Healthcare, Reino Unido). Em um mesmo tubo de 1,5 mL foram adicionados: 1 ug de
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pCMV4-CYP21A2, 0,25 ug de pH110-p galactosidase e 50 uL. de meio DMEM -/-. Essa
mistura foi incubada durante 5 minutos em temperatura ambiente. Apds o periodo de
incubacgdo, 2 uL de cada reagente FuGene 6 ® e XtremeGENE ® foram adicionados em
cada tubo. Os tubos foram incubados por 15 minutos, e foram em seguida distribuidos
nos pocos de forma a abranger todo o espago. A placa foi incubada por 48 horas em
estufa padronizada e cada experimento continha um pogo 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 ndo chegarem aos valores
esperados para a validag¢do dos experimentos, valores do controle negativo de até 5% e do

controle positivo de 45% ou mais na relagdo entre produto e substrato.
OBTENCAO DAS PROTEINAS

A atividade de cada constru¢do de CYP2IA2 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 mineralocorticoides, foi verificada com o extrato celular bruto, através de ensaio
realizado apds 48 horas da co-transfec¢do das células COS-7 com o vetores contendo os
cDNAs mutados e normal e o gene reporter.

O meio DMEM +/+ foi totalmente removido e , em seguida, 4s amostras normal e
mutantes, foram adicionados 10 uM de 17-OHP triciada (®H, American Radiolabeled
Chemicals, Estados Unidos) e 2 uM da ndo triciada (Sigma-Aldrich, Estados Unidos),
ambas em tampao 0,2 M de fosfato de potdssio monobasico com pH 7,2, 4 mM NADPH
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e para completar o meio DMEM+/+. Esse mesmo
procedimento foi feito com 10 uM de progesterona triciada (Perkin Elmer) e 0,1 uM ndo
triciada (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), concentracio menor que a usada com 17-OHP,
porém com 0s mesmos tampdes, a mesma concentragdo de NADPH e meio DMEM+/+.

Apo6s 20 minutos de incubagdo a 37°C em estufa com atmosfera de CO,, os
sobrenadantes foram coletados e apds 24 horas foram analisados quanto a formacao de

produtos, para avaliacdo da atividade enzimdtica residual em cada constru¢cao mutante.
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As células ainda aderidas as 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 expressdo havia ocorrido satisfatoriamente através dos
plasmidios co-transfectados nas células. Os procedimentos de transfec¢ao foram feitos
em duplicata, para a utiliza¢do 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
solu¢do tampao de amostra com 2xSDS, tampao de ressuspensdo celular e DTT, como se

encontra descrito abaixo.

QUANTIFICACAO DA PROTEINA TOTAL

A quantificacdo do extrato protéico de alto peso molecular obtido das células
COS-7 foi realizada pelo método de Bradford (1976). Apos a sonicagdo das células
desprendidas com tripsina, a proteina solivel contida no sobrenadante foi quantificada
com o reagente Bradford (Bio-Rad, Estados Unidos). A albumina sérica bovina (BSA) foi
usada como padrdo e preparada nas concentragdes de: 0,2 pg/uL, 0,4 pg/ul, 0,6 pg/ul,
0,8 png/uL e 1,0 pg/uL. De cada padrao, 20 uL foram colocados em 980 pL do tampao de
ensaio de proteina (Bio-Rad® Protein assay buffer) diretamente na cubeta de leitura de 1
mL. O mesmo procedimento foi feito com as proteinas (20 pL do extrato protéico foram
adicionados a 980 pL do tampao de ensaio de proteina).

As solucdes foram homogeneizadas. Apds incubacdo por 20 minutos em
temperatura ambiente, foram feitas as leituras de absorbancia em 590 nm. Os ensaios de
concentracdo de proteina somente foram considerados quando o fator de correlacio (R2)
obtido era maior ou igual 0,95. R2 indica qudo bom € o ajuste da curva em relacdo aos
pontos experimentais e este fator varia de 0 a 1, sendo que quanto mais proximo da

unidade, melhor € o ajuste.

38



ENSAIO DE B-GALACTOSIDASE

O ensaio de B-galactosidase com ONPG (2-Nitrofenil-B—D-galactopiranosideo)
foi usado para referéncia interna nos estudos de transfeccdo. A B-galactosidase (-gal)
age em galactosideos simples como o ONPG, assim como na clivagem de lactose. A
hidrélise de ONPG pela B-gal resulta na liberacdo de galactose e do o-nitrofenol, um
componente cromogénico amarelo cujo maximo de absor¢ao de luz ¢ em 420 nm. O gene
LacZ, que codifica a B-galactosidase, quando ligado a certos promotores € utilizado como
repérter quando a intencdo é observar a interacdo proteina-proteina ou a ativagdo da
transcricdo em condi¢des experimentais, uma vez que a maioria dos tipos celulares de
cultura de mamiferos contém baixos niveis de atividade de B-gal enddgena. Assim, o
ensaio de (-gal foi utilizado como controle de transfeccdo.

O ensaio seguiu o protocolo abaixo:

EXITAt0 PIOTEICO. . .ccuvietiieiieeiieeieeeite et e eite et et e et esiteebeessaeessaeesbeenseeesseensaeensaensnaans 30 ul
100x Tampao de Magnésio (100 mM MgCl, e 2-Mercaptoetanol 5 M................. 3ul
ONPG em tampao NaHyPOy4 0,2 M ..o 66 ul
Tampao de Fosfato de S6dio 0,1 M, pH 7,3.....ccooiiiiiiiiiiiiie e, q-s.p 300 pl

A mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos, ou até a solu¢do ficar amarelada.
Acrescentando-se em seguida 0,5 ml de Na,COs3 1 M para inativar a f—galactosidase e
maximizar a absorbancia do ONPG em 420 nm. Assim, para verificar a quantidade de
proteina, a absorbancia de todas as amostras foi determinada , utilizando-se como branco

a solu¢do com PBS, substituindo o extrato portéico no protocolo acima.

WESTERN BLOTTING

A técnica de Western blotting foi utilizada para verificar se a proteina CYP21A2
foi expressa pelas células transfectadas, através da observacdo do tamanho correto
revelado pelo anticorpo especifico, e em que quantidades. A andlise por Western blotting
foi realizada com as proteinas obtidas de células coletadas diretamente do pogo com

tampao de amostra.
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O tampao de amostra consistiu do tampao para ressuspender células (NaCl 100
mM, Tris-HC1 100 mM pH7.6, EDTA 1 mM); tipico tampao 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 solucdo de DTT 1 M, na razdo 4:5:1.

As amostras foram entdo desnaturadas a 80°C por 5 minutos e aplicadas em gel
SDS-PAGE 10%, juntamente com o padrdo de peso molecular (Prestained Protein
Molecular Weight Marker, Fermentas). A eletroforese se desenvolveu por 2 horas, a 140
V. Durante este periodo, o material necessdrio para transferéncia 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 tampdao de
transferéncia (Tris 48 mM, Glicina 39 mM, Metanol 20% e SDS 0,037%). Apds a
eletroforese, o conteido do gel foi transferido para a membrana de nitrocelulose
(Nitrocellulose Membranes for Blotting, Sigma-Aldrich), utilizando-se o sistema de
transferéncia. 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 a cuba de transferéncia. A eletro-
transferéncia ocorreu durante 2 horas a 25 V. Outro método de transferéncia usado foi o
sistema a seco IBLOT GEL TRANSFER SYSTEM da Invitrogen, com o kit Iblot gel
Transfer Stacks Nitrocellulose. A membrana foi, entdo, lavada rapidamente com tampao
TBS-T (150mM de NaCl, 20 mM de TrisHCI pH7.6 e 1% de Tween 20). Para verificar a
eficiéncia da transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau por 5 minutos sob leve
agitacdo e fotografada. Em seguida, a membrana foi agitada durante 2 horas em tampao
TBS-T contendo 5% de leite em pd desnatado. Descartado o tampao, foi adicionado o
anticorpo primdrio policlonal contra CYP21A2 humana produzido em coelho (Santa Cruz
Biotechnology) na proporcao de 1:2.000 em TBS-T com 5% de leite permanecendo em
leve agitacdo overnight em baixa temperatura (Lajic et al, 2002). A membrana foi
novamente lavada com TBS-T e, em seguida permaneceu sob agitacdo por 2 horas em
TBS-T 5% leite, bloqueando a primeira reacdo. Ela foi exposta ao anticorpo secundario
anti-rabbitlgG (Santa Cruz Biotechnology) em TBS-T 5% leite na proporcao de 1:1.500.

Apoés a incubacdo 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 revelacdo da membrana através da reacdo com a fosfatase alcalina.

ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

Os sobrenadantes colhidos apds a incubacdo com os esterdides triciados ( 4&tomos
de H substituidos por tritio) foram divididos em dois tubos (125 uL/tubo) para anélise em
duplicata. Foram analisadas separadamente as produgdes de 11-desoxicortisol e de 11-
desoxicorticosterona, resultantes da conversao dos substratos 17-OHP e PROG,
respectivamente, para se estimar a atividade enzimdtica residual de cada constru¢do. A
cada tubo foram adicionados 250 uL de diclorometano, permanecendo sob agitagdo por
15 minutos em temperatura ambiente. Apds a agitacdo, as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a 14.000 rpm, onde os esterdides foram eluidos em diclorometano (fase
incolor) e separados do meio DMEM (fase rosa). As fases contendo os esterdides foram
separadas e colocadas em tubos novos. Os tubos foram centrifugados a vicuo, até
completa evaporacdo do solvente. Os precipitados foram ressuspendidos em 15 pL
contendo os substratos, 17-OHP e PROG, e seus respectivos produtos, 11-desoxicortisol
e 11-desoxicorticosterona ndo marcados e dissolvidos em metanol. Estes esteréides foram
usados como marcadores na concentracdo de 0,5 pg/uL. As misturas permaneceram em
agitagdo por 15 minutos. Os 15 pL de cada amostra foram aplicados em placa de
cromatografia de camada delgada de gel de silica sobre aluminio (TLC, Perkin-Elmer)
respeitando uma distdncia de 2,0 cm entre uma amostra e outra. A separagdo de
substratos e produtos se desenvolveu em misturas de solventes sendo cloroférmio-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
entdo recortadas e colocadas em frascos individuais com 5 mL de solu¢do Ultima Gold
(PerkinElmer) para andlise em contador de cintilacdo liquida (LS6500 Scintillation
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Counting System - Beckman Coulter). Ap6s a leitura, a porcentagem de conversao foi

calculada pela formula:

Produto x 100

(produto+substrato)

Foram considerados como valores de conversdo para cada mutagdo os
correspondentes a média de cada duplicata. Para os cdlculos de atividade residual relativa
foram feitos ensaios com o plasmidio pCMV4-CYP21A2 contendo a proteina normal
(wildtype), cujos resultados foram considerados 100% de atividade, e o plasmidio
pCMV4 vazio (mock), que nao expressa a proteina CYP21A2 e foi, portanto, considerado
0% de atividade enzimatica. Os ensaios foram considerados validos somente quando
apresentaram valores de conversdo para o controle wild type, de no minimo, 45% em

relacdo ao mock frente aos dois substratos.

ANALISE DOS RESULTADOS

As andlises dos dados obtidos foram realizadas em planilhas do programa
Microsoft Excel®, onde a atividade especifica da proteina normal (wt), das variantes e do

controle negativo (mock) foi determinada considerando-se:

([pCMV4-CYP21A2 inicial] x Valor de Conversido encontrado/100)/Total de proteina em mg

Tempo de incubag@o com o substrato marcado radioativamente em minutos

Total de proteina em mg ¢ dado por: Concentracdo de proteina em pg/puL x 0,1.

Como a atividade especifica do controle negativo esperada era nula (Vmock = 0),
para normalizagdo dos resultados a atividade basal encontrada foi retirada por subtragdo
da atividade das variantes e da proteina normal (Vproteina-Vmock). Para o cdlculo da

atividade relativa, o valor da atividade especifica da proteina normal menos a atividade

42




especifica encontrada no controle negativo foi arbitrariamente considerada 100%. Assim,

a atividade relativa em porcentagem para as variantes foi dada por:

(Vproteina mutada — Vmock) x 100

(Vproteina normal— Vmock)

Foram realizados 10 e 17 experimentos independentes para o substrato 17-OHP e
PROG respectivamente; desses, 0os que apresentaram valores de concentracdo de proteina
semelhantes e bons resultados de conversdo (conversdo da proteina normal acima de
45%), foram considerados. Os cinco melhores experimentos foram utilizados para
calcular a média tanto das atividades especificas quanto relativas de cada variante da

proteina e controles.

CINETICA DA PROTEINA

O estudo cinético da atividade protéica foi empregado para o caso onde a
conversao observada apresentava valores normais, ou muito altos. A anélise foi baseada
na equacdo de Michaelis-Menten, a qual € definida com a equacdo da velocidade para
reacoes catalisadas por enzimas que t€m apenas um substrato:

Vo= Vmax[S]
Km+[S]

Esta equacao relaciona a velocidade inicial (vg), a velocidade maxima (Vmax) e a
concentracdo inicial do substrato ([S]) por intermédio da constante de Michaelis-Menten
(Km), sendo o Km igual a [S] quando vy é a metade da Vméx. A constante de Michaelis
de uma enzima é um parametro importante ndo somente para a descricio matematica da
cinética enzimadtica, mas também para o ensaio quantitativo da atividade enzimatica e
para comparagdo entre 0s mutantes.

O valor de Km para uma determinada enzima pode ser obtido pela aproximacao
de uma série de experimentos Unicos em que a vy da reacdo € medida em diferentes

concentracdes iniciais do substrato, em uma concentracdo fixa da proteina. Para
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CYP21A2 foram utilizadas as seguintes concentracdes iniciais de substrato: 0,5 uM, 1
uM, 2 uM, 3 uM, 4 uM e 7 uM.

Para obtencdo de graficos dos dados experimentais a equagdo de Michaelis-
Menten foi transformada algebricamente na equag¢do de Lineweaver-Burk, através da

substituicao dos valores inversos em ambos os lados da equagao:

1 =_Km+[S]

Vo Vmax [S]

Quando 1/vy € colocado em um grafico contra 1/[S], obtém-se uma linha reta, com
inclinacdo de Km/Vmax e intercep¢ao no eixo 1/vy (Y) de 1/Vmax e no eixo 1/[S] (X) de
-1/Km. Esse gréfico do duplo-reciproco permite uma determinag¢do mais exata de Vmax e
fornece valores importantes quando feitos ensaios de inibi¢do enzimdtica.

A andlise dos gréficos foi realizada considerando os coeficientes angular (a) e
linear (b). Foram aceitos os experimentos que apresentavam todos os graficos (proteina

normal e proteina mutante) com fator de correlacdo (Rz) maior ou igual a 0,95.

ESTUDO IN SILICO

No estudo in silico, foram incluidas as mutagdes missenses ja referidas e ainda a
delecdo p.(GIn389_Ala391del) na enzima CYP21A2, e as mutagdes missenses
p.Pro222Gln e p.Pro222Thr na enzima HSD3B2.

Este estudo foi realizado avaliando-se em primeiro lugar a conservagdo e o
possivel papel deletério das mutagdes individuais, atarvés de predicdo utilizando a
estrutura linear das proteinas. A segunda abordagem envolveu o estudo das alteracdes
estruturais provocadas pelas trocas de aminoécidos através da modelageme molecular.

Para a primeira abordagem foram utilizados dois algoritmos que avaliam quao
deletérias podem ser as substituicdes de aminodcidos em uma determinada proteina. 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
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possivel impacto de uma substituicdo de aminodcidos sobre a estrutura e fungdo de uma

proteina humana; o SIFT (http://sift.jcvi.org) € um algoritmo que prediz se uma

substituicdo de aminodcido pode afetar a funcdo protéica baseado no grau de conservagio
dos residuos dos aminodcidos nos alinhamentos de sequéncias contidas no PSI-Blast que
sdo relacionadas com a proteina em questao.

A segunda abordagem foi conseguir modelos estruturais que pudessem indicar,
com base na estrutura proteica, quais seriam os efeitos das substituicdes de amino acidos.
O estudo estrutural da enzima CYP21A2 iniciou-se através da busca por um citocromo
P450 que j4 tivesse sido cristalizado e cuja estrutura pudesse ser usada de base para se
obter um modelo de CYP21A2 humana, uma vez que esta ndo 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

proteina do tipo citocromo P450 de mamiferos a ser cristalizada (PDB-ID 1DT6, cadeia
A). Esta apresenta 30% de identidade com a CYP21A?2 humana. No inicio do ano de 2012
foi publicada a estrutura da primeira CYP21A2 isolada de bovinos (PDB ID: 3QZ1) (Zhao
et al., 2012), cuja sequéncia apresenta identidade de 80% com a proteina humana. Assim,
no presente estudo foram construidos dois modelos, com fins comparativos e de validacao
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 proteinas nativa e mutantes em relacdo as regides das mutacdes e da delecao.
No caso do gene HSD3B2, foi feito o alinhamento das isoenzimas 33-HSD de

mamiferos 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 proteina 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,
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apo6s analisar a proteina nativa e as proteinas mutadas p.Pro222GlIn e p.Pro222Thr, suas

regides de ligacdo ao substrato e de ligacdo a membrana foram comparadas.
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RESULTADOS

ANALISES PREVIAS QUE DERAM SUPORTE AO TRABALHO

A andlise em busca da identificacdo de mutagdes nos genes CYP21A2 e HSD3B2
em pacientes com hiperplasia congénita da adrenal devido as deficiéncias das enzimas
21-hidroxilase e 3-B-hidroxiesteroide desidrogenase € realizada rotineiramente no
Laboratério de Genética Molecular Humana do CBMEG. Como resultado desta triagem,
houve a identificacio de mutacdes novas ou raras para as quais hd necessidade de se
avaliar, de forma qualitativa e quantitativa, o reflexo sobre a fun¢do enzimatica. Este
trabalho consistiu, portanto, em estudar os efeitos funcionais e/ou estruturais de trés
mutacdes novas e duas pouco frequentes no gene CYP2IA2 que foram por nds
identificadas, tanto de forma isolada como em associagdo com outras mutacoes
conhecidas derivadas do pseudogene. Neste ultimo caso, o estudo foi necessario porque o
fendtipo dos pacientes era mais grave do que o previsto pelo gendtipo, caso se
considerasse apenas o efeito das mutacdes conhecidas. Foi realizada também a avaliacdo
estrutural de uma mutag@o no gene HSD3B2.

Desta forma, a primeira mutacdo investigada no gene CYP2IA2 foi a
p-Serl113Phe. Esta mutagdo € resultado da troca c.338C>T e ndo havia sido identificada
em nenhum estudo anterior (Fig. 12 A). A paciente portadora desta mutacdo apresentava
heterozigose com a mutacdo p.Val281Leu (Fig. 12 B). Apesar de ndo ter disponiveis
amostras de DNA dos genitores para se verificar a segregacao das mutagdes, considerou-
se que o gendtipo mais provavel desta paciente fosse a heterozigose composta destas duas
mutacdes, pois a paciente apresentava o fendtipo de deficiéncia de 21-hidroxilase da

forma ndo-classica.
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Figura 12 - Sequenciamento do gene CYP2/A2 do paciente. A) parte do cromatograma do exon 3, onde a
seta indica a troca ¢.338C>T em heterozigose, que resulta na mutacdo p.Serl13Phe e B) parte do
cromatograma do éxon 7, onde a seta evidencia a troca c.841G>T em heterozigose, que resulta na mutacao
p-Val281Leu.

A segunda mutacio que foi identificada pela primeira vez em um paciente com a
forma perdedora de sal da deficiéncia de 21-hidroxilase foi a troca c.1072G>A,
localizada no exon 8 do gene CYP21A2 que leva a mutacdo p.Val3581le (Fig. 13 A). Pela
andlise prévia de PCR-alelo-especifica para as mutagdes presentes normalmente no
pseudogene CYP2IAIP, foram identificadas no paciente em questdo as mutagdes
p.lle172Asn, herdada do pai e, a IVS2-13A/C>G, herdada da mae. O fendtipo previsto
por tal gendtipo € o de virilizante simples, o que ndo era condizente com o fenétipo de
perdedor de sal, como citado anteriormente. Portanto, o sequenciamento do gene
CYP2]A2 deste paciente revelou a heterozigose da troca ¢.1072G>A descrita acima. O
sequenciamento das amostras de DNA de seus pais (Fig. 13 B, C) confirmou a
segregacao da mutacdo p.Val358lle em associagdo com a mutagdo p.llel172Ans no alelo

paterno.
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Figura 13 - Sequenciamento do exon 8 do DNA do paciente 112Yal 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 mutacdo pode ser observada; C)
fragmento do cromatograma da mae do paciente indicando o G correspondente a sequéncia nativa.

A terceira mutacdo no gene CYP2IA2 aqui estudada foi a p.Argd26Cys. A
paciente portadora desta mutacdo apresentava quadro clinico da deficiéncia de 21-
hidroxilase na forma classica perdedora de sal. Previamente, havia sido realizada a
andlise pela técnica de Southern blot, que revela a presenca de delecdo ou conversao em
larga escala no genétipo. Cada um destes eventos mutacionais formam um gene hibrido
CYP2IAIP/CYP21A2 cuja composicdo pode variar. O estudo pela técnica de PCR alelo-
especifica, na qual se identificam mutacdes derivadas do pseudogene, havia sido também

realizado. O Southern blot indicou uma conversdao em larga escala no alelo herdado da
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mae, sendo que o gene hibrido € portador de sequéncias derivadas do pseudogene numa
regido que se estende desde o terminal 5” até o intron 6. A PCR alelo-especifica indicou a
mutagdo p.Val281Leu herdada no alelo paterno. Da mesma forma descrita para o
segundo paciente, o gendtipo encontrado ndo estava de acordo com o fenétipo, uma vez
que indicava a forma nao-classica da doenga, ao passo que a paciente apresentava a
forma cldssica perdedora de sal. Apds o sequenciamento do gene CYP2IA2 da paciente,
verificou-se hemizigose da troca nucleotidica c.1276C>T, que putativamente leva a
mutagdo p.Arg426Cys (Fig. 14 A, B). Este resultado indicava que a mutacdo era
provavelmente herdada do pai, uma vez que o sequenciamento foi seletivo para o alelo
paterno. O alelo materno ndo foi amplificado nem seqiienciado, pois era um gene hibrido
com o exon 6 mutante, sendo que o primer seletivo utilizado para amplificacdo e
sequenciamento foi o exon 6 normal. O sequenciamento do gene CYP2IA2 do pai

confirmou tal segregacao (Fig. 14 C).
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Figura 14 - Fragmento dos cromatogramas do DNA do paciente 108Xal e de seu pai, onde: A) fragmento
do exon 10, onde a mutacdo c.1276C>T (p.Argd26Cys) estd indicada pela seta; B) fragmento do exon 7
onde a mutacdo p.Val281Leu encontra-se destacada; C) fragmento do exon 10 do pai da paciente, onde a
seta indica a mutacdo c.1276C>T.

A quarta mutacdo incluida neste estudo foi identificada em uma paciente
encaminhada para investigagdo de mutacOes no gene CYP2IA2 por apresentar quadro
clinico de puberdade precoce, para a qual foi levantada a suspeita de deficiéncia de 21-
hidroxilase na forma tardia ou nao-cldssica. As andlises de Southern blot e de PCR alelo-
especifica ndo revelaram nenhuma mutacdo. No sequenciamento foi identificada, em
heterozigose, a mutacdo p.Pro267Leu, que € resultante da troca nucleotidica ¢.800C>T
localizada no exon 7 (Fig. 15 A). Esta troca ja constava do banco de sequéncias e esta

identificada com o ndmero rs142028935. A frequéncia média registrada para o alelo C ¢
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de 98%, enquanto que para o alelo T € de 2%. No entanto, seu efeito sobre a estrutura e
funcdo da CYP21A2 ndo havia sido investigado. Além disso, como esta alteracdo ndo
havia sido identificada em mais de 400 alelos investigados em nosso laboratério, houve-
se por bem inclui-la neste trabalho. A paciente herdou a mutagdo de seu pai e, associada a
mutagdo p.Pro267Leu, foi identificada outra troca nucleotidica localizada no intron 2 (fig.
15 B, C), a c.293-80G>A, registrada sob o nimero rs79249676 e que também apresenta
uma frequéncia global de 98% para o alelo G, sendo a variante A observada

principalmente na populag@o de origem asiética.
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Figura 15 - Sequenciamento do fragmento do DNA da paciente 147Xal e de seu pai. A)Fragmento do exon
7 da paciente onde a alteracdo c.800C>T (p.Pro267Leu) pode ser observada em heterozigose; B)
sequenciamento da mesma regido do pai do. paciente; C) sequenciamento especifico do alelo ¢.293-13C*
do pai da paciente onde a varia¢do ¢.293-80G>A, herdada pelo paciente pode ser observada.

Obs &; Quando um individuo é heterozigoto ¢.293-13A/C faz-se amplificagdo alelo especifica de cada alelo, pois na amplificacdo padrao o alelo portador da
variante C tende a ndo amplificar quando na presenga da variante A no gendétipo. Assim, o seqlienciamento especifico dos alelos é feito em separado.

Ainda no gene CYP21A2, uma quinta mutagdo foi aqui incluida para o estudo de
modificacdes estruturais. A mutacdo c.1166_1175delAGGCGCCCA, localizada no exon
9, foi identificada em uma paciente com hiperplasia congénita da adrenal devido a
deficiéncia de 21-hidroxilase na forma cléassica perdedora de sal. A anélise de Southern
blot indicou uma dele¢ao formando um gene hibrido semelhante ao descrito acima para a

53



paciente portadora da terceira mutacdo. O gene hibrido foi herdado da mae, ao passo que
no alelo paterno nao foi identificada nenhuma mutacdo. O sequenciamento revelou a
delecdo de 9 nucleotideos citada acima, observada em hemizigose na paciente (fig. 16).
Esta mutagdo leva a dele¢do p.(GIn389_Ala391del) e ndo muda o quadro de leitura da

proteina.

CAGTCATCATTCC GAACCTCCACC TG ATGAGACGGTCT GG

|

AN Il

v
CAGTCATCATTCCGAACCTCCAAGGCGCCCACCTGGATGAGACGGTCTGG

Figura 16 - Fragmento do sequenciamento do exon 9 do DNA do paciente 210Xal, a sequéncia em bases
nucleotidicas evidencia a regido da delecdo c.1166_1175delAGGCGCCCA, a seta indica o nucleotideo
posterior a delecdo.

Para finalizar, foi incluida também a andlise das mudancas estruturais provocadas
pela mutacdo p.Pro222GIn no gene HSD3B2, identificada em homozigose em um
paciente com hiperplasia congénita da adrenal por deficiéncia de 3[3-hidroxiesteroide
desidrogenase na forma clédssica perdedora de sal. A mutacdo € resultado da troca
nucleotidica c.665C>A. A andlise da familia demonstrou que ambos os pais € uma irma
ndo afetada sdo heterozigotos da mutagdo, resultado esperado dada a consanguinidade

dos pais.
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ANALISE DA CONSERVACAO DOS AMINOACIDOS

A primeira andlise feita para avaliar o grau de gravidade de cada substituicdo de
aminodcidos resultantes das mutacdes foi o alinhamento das sequéncias da 21-hidroxilase
de vérias espécies de mamiferos, para verificacdo da conservacdo desses aminodcidos
(Fig. 17). Os residuos S113, 1172, V281, V358 e R426 sdo conservados em todas as
espécies avaliadas, refletindo a importancia destes para a funcdo e estrutura protéica. Por
outro lado, o residuo P267 apresentou variacdo dentro de uma regido pouco conservada.
Nessa posicao foram observados aminodcidos de diferentes caracteristicas. A prolina, que
tem como caracteristica ser neutra, apolar e hidrofébica, aparece apenas na proteina
humana, ao passo que a glutamina que é também neutra, mas polar e hidrofilica, aparece

em quatro espécies de mamiferos diferentes.

S113 1172
[Homo sapiens (Homem) PLTYKLVSRNYPDLSLGDYSLL WK 118 __PVAI EEEFSLLTCSIICYLTF 17§
Sus scrofa (Porco) I PSYKLASQHCPDISLGDYSLF WK II8...PVTI QKEFSVLTCSIICCLTTF 17§
[Bos taurus (Boi) I PSYKLVSQRCQDISLGDYSLL WK 118 _PVTI QKEFSLLTCSIICYLTF 17§
(Canis fupus familiares (Cio) TPSYKLVSLHHQDLSLGDYSLL WK 117. . PVAI QKEFSLLTCAIICHLTF 17]
[Rattus norvegicus (Rato) I LDGKMN-- --FDLSMGDYSLT WK 116..... SVAI HKEFSLLTCSIISCLTTF 179
Mus musculus (Camundonga) MLNGKMD-- --LDLSLGDYSLMWEK 114 _PVAI HKEFSFLTCSIISCLTF 174
* - FRE ™ A w e P B owowor - %o -
P267 V281 V358
[Homo sapiens (Homem) MLQGVAQP SMEEGS GQLLEGHVHMAAYW LLI GGTETTA 208 VVPL ALPHRT 368
[Sus scrofa (Porca) MLQEAGRQEVEEGQGQLLEGHVHMSVYW LFIGGTETTA 296.. WVPL ALPHRA 366
[Bos taurus (Boi) MLQGVGRQRVEEGPGQLLEGHVHMSVYW LFIGGTETTA 206 WVPL ALPHRT 366
(Canis fupus familiares (Cdio) M L QR VGRL RAEEGCGQLLEGHVHMSVW LFIGGTETTA 205 WVPL ALPHCT 369
[Rattus norvegicus (Rato) MLQGVEKQRDARDPGQLHERHVHMSVYW LFVGGTETTA 205... VVPMALPHRA 362

Mus musculus (Camundonge) M LQG VEKQRDGKDEERLHEGHVHMSVW LFIGGTETTA 202 VVPL ALPHRA 339
+ .

0k E ko R - kA -k R R Rk ek ok ok ok ok

R426
[Homo sapiens (FHomem) ALAFGCGARVCLGEPLARLE 437
(Sus scrofa (Porco) ALAFGCGARVCLGEPLARLE 4335
[Bos taurus (Boi) ALAFGCGARVCLGESLARLE 436
(Canis fupus familiares (Cio) VLAFGCGARVCLGEPL ARLE 434
[Rattus norvegicus (Rate) I PTFGCGARVCLGEPLARLE 432
Mus musculus (Camundongo) TPSFGCGARVCLGEPLARLE 429

Figura 17 - Alinhamento da sequéncia protéica da 21-hidroxilase humana com cinco sequéncias de 21-OH
de mamiferos. As sequéncias foram obtidas no banco de sequéncia de proteinas Uniprot
(http://www.uniprot.org/).

De acordo com a conservacdo desses aminodcidos foram feitas andlises das
mutagdes na funcdo da proteina final, por meio de ferramentas de bioinformdtica. Os

programas usados para tal enfoque foram o SIFT e o Polyphen-2 (Tabela 5).
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Tabela 5: Resultados das predigdes in silico do efeito das mutagdes sobre a proteina. Onde o algoritmo
SIFT considera que mutagdes com pontuagdo <0.05 sdo prejudiciais a proteina (intolerdveis), enquanto para
o Polyphen-2 pontuacdes =1 sdo considerdveis possivelmente prejudiciais a proteina. Para fins de
comparag¢do foram utilizadas as mutag¢des provenientes do pseudogene: p. Arg356Tri (classica, perdedora de
sal, sem atividade enzimética), p.Illel72Asn (cléssica, virilizante simples, com atividade enzimadtica basal),
p-Pro30Leu (ndo-cldssica, com pouca atividade enzimdtica), p.Val281Leu (ndo-cldssica, com atividade
enzimdtica intermedidria) e p.Pro483Ser (ndo-cldssica, com alta atividade enzimética).

Mutagdo SIFT | Predi¢do SIFT Polyphen-2 | Predi¢do Polyphen-2
p.Ser113Phe 0.02 | prejudicial 1.000 provavelmente
(intolerével) prejudicial
p.-Pro267Leu 0.31 | Toleravel 0.017 benigna (normal)
p.Val358lle 0.58 | Tolerdvel 0.923 possivelmente
prejudicial
p-Arg426Cis 0 prejudicial 1.000 provavelmente
(intolerével) prejudicial
p. Arg356Tri 0.02 | prejudicial 1.000 provavelmente
Controle os (intoleravel) prejudicial
p.lle172Asn 0 prejudicial 1.000 provavelmente
Controle VS (intolerdvel) prejudicial
p-Pro30Leu 1 Tolerével 1.000 provavelmente
Controle NC prejudicial
p-Val281Leu 1 Toleravel 1.000 provavelmente
Controle NC prejudicial
p-Pro483Ser 0.13 | Tolerdvel 1.000 provavelmente
Controle NC prejudicial

Nas predicdes in silico, as mutacdes p.Serl13Phe e p.Argd26Cis apresentaram
pontuagdes esperadas para mutagdes deletérias, causadoras de dano de fungdo a enzima.
Os valores encontrados para essas duas mutacdes foram compativeis com aqueles
observados para as mutagdes cldssicas virilizante simples p.Ile172Asn e p.Arg356Tri.

A mutacdo p.Val358lle apresentou pontuacdo de 0.58 para o algoritmo SIFT,

valor considerado tolerdvel para a proteina, possivelmente com pouco impacto sobre sua
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funcdo. J4 a pontuacdo obtida para o algoritmo Polyphen-2 foi de 0.923, valor
considerado possivelmente prejudicial para a atividade enzimdtica. A variacdo de
classificacdo dessa mutacdo frente aos algoritmos avaliados pode ser resultado dos
diferentes bancos de sequéncias em que se baseiam esses programas de andlises, uma vez
que o SIFT usa sequéncias do genoma humano e a conservacao como base e o Polyphen-
2 se baseia em sequéncias e estrutura de proteinas de vertebrados. Os valores encontrados
in silico para essa mutagdo sugerem sua classificacdo como nao-cldssica, associada a um
fendtipo menos grave que os relacionados as mutagdes nado-cldssicas p.Pro30Leu,
p.Val281Leu e p.Pro483Ser.

A mutacido p.Pro267Leu apresentou pontuagdo de 0.31 para o algoritmo SIFT,
valor considerado tolerdvel para a proteina, possivelmente sem grande impacto sobre sua
func¢do. Na andlise com o algoritmo Polyphen-2, a pontuagdo desta mutacdo foi de 0.017,
equivalente a esperada para uma variacdo normal, benigna, sem influéncia sobre a
atividade enzimdtica. Os valores encontrados nas predi¢des in silico, mesmo quando
comparados as mutagdes proveniente do pseudogene, ndo permitem inferir se essa

alteracdo seria uma variante normal ou uma mutagdo ndo-cldssica menos grave.
ANALISE BIOQUIMICA DAS MUTACOES

Preparo dos plasmidios e subclonagens

Para realizacdo dos testes de atividade enzimatica residual das enzimas mutantes
foi necessdrio o uso de controles para delimitacdo da faixa de variagcao entre 0% e 100%,
para se estabelecer a comparacdo percentual da conversdo substratos/produtos. Sendo
assim, foram usadas as amostras de pCMV4-cDNA CYP21A2 normal e pCMV4-vazio.
Estes foram utilizados para a transformacgao em bactérias E. coli e preparados em larga
escala para posterior transfec¢ao em células COS.

Duas mutacdes, cujas atividades ja eram conhecidas, foram usadas como
controles da atividade enzimética para as faixas relativas as formas virilizante simples e
ndo-classica. Assim, foram utilizados vetores contendo os cDNAs da 21-hidroxilase

portadores das mutacdes derivadas do pseudogene p.Val281Leu, que € referéncia para a
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forma nao cldssica, p.Ile172Asn, que é referéncia para a forma virilizante simples. Como
no caso do vetor contendo o cDNA normal e no mock, os vetores com as mutagdes
p-Val281Leu e p.lle172Asn também foram preparados previamente a este trabalho. Para
obter maior quantidade dos plasmidios para posterior utilizacio nos experimentos de
transfeccdo, estes clones foram expandidos e isolados por prepara¢do em larga escala
(Soardi et al., 2008).

ApO6s a preparacdo em larga escala dos plasmidios pCMV4, a fim de se confirmar
a presenga dos fragmentos correspondentes ao cDNA sem e com as mutacgdes, foi
realizada uma reacdo de PCR para amplificacdo de um fragmento especifico do gene com
dois primers que anelam em exons do gene CYP21A2 (Fig. 18). Todos os controles com
o0 cDNA de CYP21A2 apresentaram a amplificacdo do fragmento, confirmando a insercao
do gene no vetor. Em seguida, as constru¢des foram sequenciadas para verificacdo da

integridade e presenca da alteracio de interesse no cDNA.

Ladder Ladder Ladder
1Kb Plus 1Kb Plus 1Kb Plus

a b

Figura 18 - Gel de agarose 1% com resultado da amplificagcdo, com os primers do exon 3 normal sense e o
exon 6 normal antisense, onde a seta esta indicado o produto da amplificagc@o. Na primeira coluna o ladder
1 Kb Plus. a) amostra do cDNA com a mutagdo p.Val281Leu; b) amostra de cDNA sem mutagio (normal);
¢) amostra do cDNA com a mutacdo p.lle172Asn.

As mutagdes p.Serl13Phe, p.Pro267Leu, p.Val358Ile, p.Argd26Cys e as
combinacdes de mutagdes p.llel172Asn+p.Val358lle e p.Val281Leu+p.Argd26Cys foram
inseridas no cDNA de CYP21A2 incluso no vetor pALTER por mutagénese sitio-dirigida.

A correta inser¢cdo das mutacgdes foi confirmada por seqiienciamento (Fig. 19).
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GG AA GOGCACTTGC ACA TGGC

HGGH Gene CYP21A2 com mutagio p. Val281Ley|
GGABGGGEABGTCRABATGGE Gene CYP21A2 normal
GGAAGGGCACNTGCACATGGC

LT TR

A)

!

CTRCGGTECCTGCGTATECCT

BFcBccicBETCEGTGTGEET Gene CYP21A2 com mutagio p. Argd26Cis|
BTcEceTcEBEGEGTGTGRET Gene CYP21A2 normal
iICTGCGGTGCCNGCGTGTGCCT

B) ) LTy TP

!

CCTOCGECCCATTOATGCCCTT

BT TcTFGEEETT Gene CYP21A2 com mutagio p. Val358lle
l.lG.GG..lG.IGlG.l BT Gene CYP21A2 normal
CCTGCGGCCCNTTGTGCCCTT

TR

GO AG ACTACTICCTGCTCTG G
GGAGABTABTTEETGETETGG| Gene CYP21A2 com mutagio p. Serl13Fen|
GGAGHETABTEBETGETETGG| Gene CYP21A2 normal
GGAGACTACTNCCTGCTCTGG,
D)
GTEECEC AGC TG AGC ATGG AL
GIGG.G..G.IG.G...GG.I Gene CYP21A2 com mutagdo p. Pro267Leu|
GTGGHGEAGEEGAGHATGGHAHR Gene CYP21A2 normal
GTGGCGCAGCNGAGCATGGAA
allll
E)

Figura 19 - Parte dos cromatrogramas dos cDNAs que foram alterados por mutagénese sitio-dirigida, a
direita o alinhamento das sequéncias mutante e normal do gene CYP2IA2. (A) sequéncia do cDNA com a
mutacdo p.Val281Leu; (B) sequéncia do cDNA com a mutagdo p.Arg426Cis; (C) sequéncia do cDNA com
a mutagdo p.Val358Ile; (D) sequéncia do cDNA com a mutagdo p.Ser113Phe e (E) sequéncia do cDNA
com a mutagdo p.Pro267Leu.
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Ap6s a confirmagdo das mutagdes, os plasmidios (Fig.20a) foram clivados com

as enzimas de restricao Bgl Il e Kpn I, que liberam o inserto do vetor (Fig. 20b).

Ladder Ladder
1Kb Plus 1Kb Plus
. [ v oy
- i
e PALTER+ LRy s |
. F267L PALTER —» i
G %
Gene com_, N
2 P267L »
.
‘ .I
a

=

Figura 20 - Teste em gel de agarose 1% do plasmidio pALTER-cDNA apés a realizagdo da mutagénese
sitio-dirigida com p.Pro267Leu (a), em( b) a digestdo com Kpn I e Bgl II do vetor pALTER-CYP21A2
p-Pro267Leu.

Os insertos foram subclonados no vetor de expressdao pCMV4. A correta inser¢ao

do ¢cDNA no vetor de expressdo foi confirmada por sequenciamento. Conferidas as

sequéncias, os plasmidios foram produzidos e extraidos em larga escala.

Atividade enzimdtica

Os dados do genétipo dos pacientes € a conservacdo dos aminodcidos foram
usados para iniciar estudos de alteragdes significativas causadas pelas mutagdes. A partir
dai, foi quantificada a atividade enzimdtica das proteinas nas quais cada mutacdo foi
inserida.

Os cinco melhores experimentos com o substrato 17-OH progesterona foram
utilizados para calcular a média das atividades especificas e relativas de cada variante e
dos controles.

Os testes foram dosados através do cintildmetro e feitos calculos de atividade,
porém esses dados foram calculados em relacdo a quantidade de proteina total (Bradford)
e atividade da -galactosidase. As médias dos valores das amostras dos cinco testes foram

colocadas em um grafico (Grafico 1).
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Griéfico 1: Porcentagem relativa de atividade enzimdtica residual das proteinas mutantes frente ao substrato
17-OH Progesterona.

A proteina com a mutagdo p.Pro267Leu apresentou alta atividade, com valor de
conversao muito préximo ao da proteina nativa. Para saber se esta mutacdo € de fato uma
mutacdo que causa a forma nado cldssica da doenga ou se € uma mutacdo neutra, dois

ensaios de cinética enzimatica foram realizados com o substrato 17-OHP (Tabela 6).

Tabela 6: Constante cinética para proteina nativa (P450c21) e a mutante p.Pro267Leu.

17 OHP
Km Vmax Vmax/ Km
(mg) (pmol/mg.min’l)
WT 11,7 0.1(n=3) 11114493 (n=3) 95
Pro267Leu 9.2+ 0.1(n=3) 8334277 (n=3) 91

Na determinagdo da constante cinética, a capacidade de ligacdo ao substrato foi de
mesma grandeza entre a protefna mutante e a nativa, com Vyax menor para a mutante,
caracteristica da forma ndo clédssica da doenca.

Ensaios de atividade enzimdtica também foram feitos com a progesterona como

substrato, porém inicialmente os testes com esse substrato nao foram conclusivos. Para se
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elevar a confiabilidade dos resultados, foram necessarios varios testes, como a alteracao
da relacdo progesterona marcada e ndo marcada com tricio presentes na reacao, além da
variagdo da propor¢do de substrato e NADPH em relagdo a quantidade de células.

Apo6s diversas modificagcdes na concentracdo da progesterona ndo marcada e na
modificac¢do do solvente da cromatografia, de cloroférmio para ciclohexano, encontramos
medidas com melhores valores para atividade enzimadtica, onde a proteina nativa
apresentou cerca de 10% de conversdo frente ao substrato. As medidas do cintildmetro,
para quantificagdo do produto em relagdao ao substrato, foram padronizadas em relacdo a
quantidade de proteina, medida por Bradford, e os testes de B-galactosidase. A média dos

valores dos cinco melhores experimentos foi plotada em gréfico (Gréfico 2).
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Grifico 2: Porcentagem relativa de atividade enzimética residual das proteinas mutantes frente ao substrato
Progesterona.

As proteinas mutantes apresentaram diferentes atividades relativas para o
substrato progesterona e 17-OH progesterona. Os controles desse experimento foram a
mutacdo p. llel72Asn, que jid vem sendo estudada como virilizante simples e que
apresentou atividade de 1,79 e 4,67% em relagdo a proteina nativa e com a 17-OHP e
progesterona como substrato, respectivamente, € a mutacdo p.Val281Leu, também ja

estudada como nao classica, com atividade de 17,23% em testes com a 17-OHP e
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13,98% com a progesterona. Nesse trabalho, as mutacdes p.Serl13Phe e p.Argd26Cys
apresentaram valores de atividade compativeis aqueles esperados para mutagdes cldssicas
da forma virilizante simples. A mutacdo p.Val358lle, e as combinacdes p.lle172Asn +
p-Val358Ile e p. Val281Leu + p.Argd26Cys, apresentaram valores para classificacdao
como associadas ao fenétipo de mutagdes classicas da forma perdedora de sal. A mutagao
p.Pro267Leu apresentou valores de atividade préximo a da proteina normal, frente aos
dois substratos, valores maiores que os observados para a mutacdo p.Val281Leu. Devido
aos dados encontrados para atividade enzimatica e aqueles obtidos no estudo de cinética
enzimadtica, essa mutacdo estd associada ao fenétipo nao-classico da deficiéncia de 21-

OH.

Western blotting

A analise em Western blot foi feita para verificar se a proteina 21-hydroxilase
estava sendo expressa em quantidades suficientes através do procedimento adotado. Para
isso, foram usados anticorpos primdrios que reconhecem a regido entre os aminodcidos
21-320 mapeados proximos ao N-terminal da CYP21A2 humana. As amostras controles e
mutantes apresentaram expressao de proteina 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 primario e secundario.

63



melo 4 2 3 4 6 6 7 8 9

. (a) (b)

Figura 21 - (a) Andlise em SDS-PAGE da expressao de 21-Hidroxilase em células COS-7. Sendo: Padrao,
o padrao de peso molecular; linha 1, produto obtido do plasmidio pCMV4 sem o gene CYP2/A2; linha 2,
produto obtido do plasmidio pCMV4 com o gene CYP21A2 nativo; linha 3, produto obtido do gene com a
mutacdo p.S113L; linha 4, produto obtido do gene com a mutagdo p.Ile172Asn; linha 5, produto obtido do
gene com a mutag@o p.Pro267Leu; linha 6, produto obtido do gene com a mutacdo p.Val281Leu; linha 7,
produto obtido do gene com a mutacido p.Val358lle; linha 8, produto obtido do gene com a mutacdo
p-Arg426Cys e a linha 9, produto obtido do gene com a mutacdo combinada p.Ile172Asn+P.Val358Ile. (b)
Resultado do reconhecimento da proteina CYP21A2 pelos anticorpos especificos na membrana de
nitrocelulose obtida pela transferéncia do SDS-PAGE mostrado em (a).

MODELAGEM DA 21-HIDROXILASE

Analisando o modelo com base na estrutura da 21-hidroxilase bovina (Fig.22), foi
feita a comparagao da estrutura da 21-hidroxilase nativa com a que possui uma dele¢ao
de 9 pares de bases, que suprimem os aminoédcidos Q389, G390 e A391. O paciente que

possui essa dele¢do apresentou um quadro clinico de HCA cléssica.

Figura 22 - Modelo estrutural da CYP21A2 com base na estrutura da 21-hidroxilase bovina.
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A delecdo de 9 pares de bases causou modificacdes estruturais locais e globais na
proteina. O aminoécido leucina 388, anterior a delecdo, na proteina alterada perdeu a
maioria de suas interagdes (Fig.23a), principalmente entre os aminodcidos excluidos e
regido proximal a dele¢do, porém fez novos contatos com os aminodcidos A418 e P358

(Fig.23b).
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Figura 23 - Graficos de contatos do aminodcido L388, aminoacido vizinho a delecdo, onde (a) é a proteina
normal e (b) proteina com a delecdo. Na proteina normal o aminodcido L.388 faz ligagdes de hidrogénio de
cadeia principal-cadeia principal com os aminoacidos H393, A392, G391, P387, P361, além de interagir
hidrofobicamente com os aminoacidos L.420, I78. Na proteina contendo a delecdo este aminoacido perde as
ligacdes de hidrogénio com os aminodcidos da delecdo e regido, mas mantém os contatos com o P387 e
P361. Interage hidrofobicamente com o aminodcido A418 e P358, além de manter a interacdo hidrofébica
com o L417. Onde as ligagdes de hidrogé€nio estdo representadas pela cor preta (cadeia principal — cadeia
principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral) e em verde as interacdes hidrofébicas.

O aminoécido histidina 392, posterior a delecdo, sofreu perda de todas suas
interagdes (Fig.24a e Fig.24b). Na proteina mutante, esta histidina estabelece novas
interagdes com os aminodcidos prolina 46, isoleucina 47, arginina 357 e asparagina 387

(Fig.24b).
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Figura 24 - Gréficos de contatos do aminodcido H392, aminodcido vizinho a dele¢do, onde (a) proteina
nativa e (b) proteina com delecdo. Na proteina nativa o aminodcido H392 interage hidrofobicamente com
os aminodcidos L420, A419, R355. Ainda, na proteina nativa este aminoicido apresenta ligacdo de
hidrogénio (cadeia principal-cadeia principal) com G391, Q390, L389 e intera¢do por carga positiva com
W399. Na proteina contendo a dele¢do este aminodcido perde todas suas interagdes inicias e estabelece
novas interacdes hidrofébicas com 147 e P46 e uma por ligacdo de hidrogénio de cadeia principal-cadeia
principal com N387. Onde as ligacdes de hidrogénio estdo representadas pela cor preta (cadeia principal —
cadeia principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro as interacdes de carga
repulsiva e em verde as interacdes hidrofébicas.

A delecao dos aminodcidos Q389, G390 e A391 também altera as interagdes com
as proteinas acessorias, cuja regido de ligacdo é composta pela triade E351, R354 e R356
(Fig.25). O aminodcido E351 ndo apresentou alteracdes em suas interacdes. A arginina
354 perde a interagdes com o aminodcido histidina 393, enquanto que a arginina 356

passa a interagir com este mesmo aminodcido.
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Figura 25 - Gréfico de contatos dos aminodcidos da triade E351, R354, R356, regido de ligacdo as
proteinas acessorias: (A) contatos do aminodcido E351 na proteina nativa, que se liga por hidrogénios com
os aminodcidos L356 e A348, interage hidrofobicamente com o P407 e W406 e por cargas atrativas com o
R409 e R355; (B) contatos do aminodcido E351 na proteina com a dele¢do, mantendo os mesmos contatos;
(C) contatos do aminodcido R354 na proteina nativa, que interage aromaticamente com os aminoacidos
W399, H403, hidrofobicamente com o A419 e H393, liga-se por hidrogénios com o P402 e por cargas
atrativas com o E352; (D) na proteina com a delecdo o R534 s6 ndo mantém a ligacdo com o H393; (E) o
aminodcido R356 da proteina nativa interage aromaticamente com os aminodcidos F307, H403,
hidrofobicamente com o 1471 e W303 e liga-se por hidrogénios ao V353; (F) aminoacido R356 da proteina
com a delecdo tem os mesmos contatos da proteina nativa e interage aromaticamente com a H393. Onde as
ligacdes de hidrogénio estdo representadas pela cor preta (cadeia principal — cadeia principal) e azul escuro
(cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro as interagdes de carga repulsiva, em magenta as intera¢des
de carga atrativa e em verde as interacdes hidrofébicas.

As outras regides importantes para a atividade enzimadtica, como a regido de
ligac@o ao substrato (Q53-R60 e L.342-V358), a regido de ligacdo ao grupamento heme
C428, aligacdo ao O, e H,0 pelo 4cido glutdmico 294 e a treonina 295 ndo apresentaram
diferencas estruturais.

A anélise utilizando a proteina CYP21A2 bovina como molde para se investigar
as consequéncias de mutacdes na proteina humana comecgou a ser usada recentemente
(conforme descrito em métodos). Todas as andlises estruturais de mutagdes em CYP21A2
humana publicadas anteriormente eram realizadas utilizando-se a proteina P450 2C5 de

coelho como molde (Fig. 26). Com a intencdo de validar as andlises estruturais feitas
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previamente por diferentes grupos de pesquisa, o estudo in silico com este molde foi

realizado para as proteinas normal e mutantes.

Figura 26 - Modelo estrutural da 21-hidroxilase com base na estrutura da Mammalian cytochrome P450
2C5 (PDB-ID 1DT6).

Para a delecdo de 9 pares de bases, que suprimem os aminodcidos Q389, G390 e
A391, a andlise com 0 modelo baseado na estrutura de CYP450 2C5 também demonstrou
que a delecdo causou modificacdes estruturais locais e globais na proteina. Nos
aminodcidos vizinhos a delecdo, a L.388 e a H392, ocorrem perda de interacdes da
proteina nativa e ganho de intera¢des na proteina alterada (Fig.27a e 27b). Da mesma
forma que observado na modelagem da 21-OH bovina, os aminodcidos vizinhos a
delecdo sofreram modificacdes em seus contatos internos. O aminodcido leucina 388
interage na proteina nativa, hidrofobicamente, com os aminodcidos H298, A329, S330,
R333 e H392 (Fig. 26a); na proteina alterada essas interagdes sdo perdidas. As ligacdes
por ponte de hidrogénio de cadeia principal com os aminoacidos G390 e A391 também
sdo perdidas na proteina mutante, sendo estabelecidas trés novas interagdes por pontes de
hidrogénio de cadeia principal com os aminodcidos P387, L391 e D392 (Fig. 27b). O
aminoacido H392, devido a delecdo, perde as interagdes observadas na proteina nativa
(Fig. 27¢), e estabelece novas interacoes hidrofobicas com P380 e P387 e uma ligagdo

por pontes de hidrogénio de cadeia principal com H388 (Fig. 27d).
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Figura 27 - Gréfico de contatos dos aminodcidos vizinhos a delecdo. Contatos internos na proteina nativa
(a) e proteina mutante (b) para o aminoicido L88. Contatos internos na proteina nativa (c) e proteina
mutante (d) para o aminodcido H392. Onde as liga¢cdes de hidrogénio estdo representadas pela cor preta
(cadeia principal — cadeia principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro as
interacdes de carga repulsiva, em magenta as interacdes de carga atrativa e em verde as interacdes
hidrofébicas.

Considerando as regides importantes para a atividade enzimdtica (White e
Speiser, 2000) pode-se visualizar que, da mesma forma que observado para o modelo na
andlise baseada na proteina bovina, a regido de ligacdo as proteinas acessOrias sofreu
alteracdo em suas interagdes (Fig. 28). A arginina 354 ganhou duas interagdes (Fig.28a e
28b), enquanto que a R356 perde as suas duas interagdes (Fig. 28c e 28d). O E351 perde
a interacdo com a A362 e faz uma interacdo com outra regido, a K75, na proteina com a

delecao (Fig. 28e e 28f).
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Figura 28 - Gréfico de contatos dos aminodcidos da triade de ligag@o as proteinas acessérias. Em (a) R354
na proteina nativa e (b) na proteina com a dele¢do. Na protefna nativa o aminodcido 354 ndo faz contatos
outros aminodcidos, enquanto que na proteina com a delecdo estabelece interagdes de carga repulsiva com
a histidina 366 e a arginina 76, interacdes hidrofébicas com a prolina 358 e aspartato 68 e interacdes de
carga atrativa com o aspartato 68, além de ligacdes de hidrogénio com a histidina 366. Em (c) os contatos
do aminodcido R356 na proteina nativa e (d) na proteina com a delec@o. Na proteina nativa o aminoacido
356 faz ligacdes de hidrogé€nio com a valina 358 e interagdes de carga atrativa com o aspartato 67,
enquanto que a proteina com a dele¢do ndo apresenta contatos. Em (e) as interagdes de E351 na proteina
nativa e (f) proteina com delec¢do. O glutamato 351 na proteina nativa faz ligacdo de hidrogénio e interagéo
hidrofébica com a alanina 362, na proteina mutante perde esta interacdo e estabelece uma ligacdo de
hidrogénio com a lisina 75. Sendo representadas pela cor verde as intera¢des hidrofébicas, as ligacdes de
hidrogénio pela cor preta (cadeia principal — cadeia principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia
lateral), em azul claro as interacdes de carga repulsiva e em magenta as interagdes de carga atrativa.

Entretanto, diferentemente do observado para o outro modelo, neste modelo,
outras regides importan tes para a atividade enzimdtica, como a regido de ligacdo ao
grupamento heme e a regido de ligacio ao substrato, também sofreram alteragdes em suas
interacoes.

Na regido de ligacdo ao grupamento heme, a arginina 426 mantém apenas duas de
suas interagdes na proteina com a delecdo (Fig. 29a e 29b), ocorrendo a troca de sete
interacdes na proteina mutante em relacdo a normal, incluindo a perda de interagdo com a
regido 125 a 132. A cisteina 428 perde uma ligagdo com a glicina 430, mantendo as

demais ligacdes da CYP21A2 normal em relacdo a mutante (Fig. 29c e 29d).
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Figura 29 - Gréfico de contatos dos aminodcidos da regido de ligagdo ao grupamento heme, com R426 na
proteina normal (a) e na proteina mutada (b) e C428, na proteina nativa (c) e na proteina com a delecdo (d).
Na proteina nativa o aminoécido arginina 426 faz ligacdes de hidrogénio com a glicina 430 e 422,
interagdes hidrofébicas com a glutamina 318, isoleucina 131, leucina 128, leucina 127 e arginina 124, além
de interacdes de carga repulsiva com a arginina 316 e 124. O aminodcido 428 faz ligacdes de hidrogénio
com a glicina 430 e 424, glutamato 431, além de intera¢des hidrofébicas com a prolina 432 e o glutamato
431. Na proteina com a delecdo o aminodcido arginina faz ligacdes de hidrogénio com a histidina 281, as
glicinas 428, 422, 420, interacdes de carga repulsiva com as argininas 406, 340 e 334, interacdes de carga
atrativa aspartato 288 e interacdes hidrofébicas com a valina 335. No caso do aminodcido cisteina na
proteina com a delecdo os contatos sdo os mesmos da proteina nativa, menos a ligacdo de hidrogénio com a
glicina 430. Estdo representadas as ligagdes de hidrogénio pela cor preta (cadeia principal — cadeia
principal) e azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro as intera¢des de carga repulsiva, em
magenta as interacdes de carga atrativa e em verde as intera¢des hidrofébicas.

Na regido de ligacdo ao substrato (Q53-R60) ocorre uma alteragdo estrutural na

proteina contendo a delecdo, onde a reducdo da folha beta e aumento da alca dessa regido

podem ser observadas (Fig. 30).
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Figura 30 - Modelo molecular da CYP21 humana, em destaque a regido de ligacdo ao substrato (em
amarelo a proteina nativa e em vermelho a proteina com a deleco.

As duas andlises in silico para delecdo demonstraram ser concordantes em relacio
a gravidade das conseqiiéncias da perda dos trés aminodcidos para a estrutura protéica.

O outro estudo feito com a 21-hidroxilase, usando como base a 21-hidroxilase
bovina foi feito com as mutagdes missenses que foram estudadas quanto a atividade (Fig.
31). A proteina nativa e as mutantes foram modeladas e comparadas entre si, bem como

comparadas aos modelos baseados em P450 2CS5.
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Figura 31 - Modelo do SwissModel da proteina 21-hidroxilase nativa com base na estrutura CYP21 bovina
(PDB-ID 3QZ1) com os aminoacidos onde foram encontradas as mutacdes evidenciados.

A primeira andlise foi feita com a proteina com a mutacdo p.Serll3Phe,

verificando as liga¢des intra-protéicas. Na proteina nativa o aminodcido 113 faz ligagdes

de hidrogénio (cadeia principal-cadeia principal) com o triptofano 117 e a leucina 116,

enquanto a proteina com a mutacao mantem essas interacdes e estabelece uma interacao

hidrofébica com a leucina 116 (Fig. 32).
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Figura 32 - Comparagdo das intera¢cdes do aminodcido 113 na proteina nativa (a) e na proteina com a
mutagdo p.Ser113Phe (b). Em verde, as interacdes hidrofébicas e em preto as ligacdes de hidrogénio
(cadeia principal- cadeia principal).
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Nao foram observadas alteracdes nas interagdes do aminodcido F113 em relacdo
ao S113 usando como molde a P450 2C5 de coelho (PDB ID: 1DT6).

Tanto na proteina nativa como na mutante o aminodcido 113 faz ligagcdes de
hidrogénio (cadeia principal-cadeia principal) com a lisina 118 e com o acido aspartico
112 (Fig.33). Resultado compativel ao observado na andlise do modelo baseado em
CYP21A2 bovina, onde o aminodcido F113 manteve as interacdoes de S113 com L116 e

W117 (Fig.32).
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Figura 33 - Comparacdo dos contatos do aminodcido 113 da proteina nativa (a) com a protefna com
mutagcdo Serl13Phe (b). Na proteina nativa a serina da posi¢do 113 estabelece ligacdes de hidrogénio
(cadeia principal-cadeia principal) com a lisina 118 e o aspartato 112. Na proteina com a mutacao
p.Ser113Phe sdo mantidos os mesmos contatos. Estdo representadas as ligacdes de hidrogénio pela cor
preta (cadeia principal — cadeia principal).

A outra mutagdo analisada foi a p.Ile172Asn, onde o aminoécido da posi¢ao 172
na proteina nativa faz ligacdo de hidrogénio (cadeia principal-cadeia principal) com a
treonina 169, interagdes hidrofébicas com a tirosina 191, metionina 188, leucina 187,
glicina 179, treonina 169 (Fig. 34a). Na proteina com a mutacdo p.llel72Asn, as
interagdes hidrofébicas com a tirosina 191 e treonina 169 sdo perdidas (Fig. 34b). Ainda,
analisamos as interacdes deste aminodcido para a proteina com a combinacdo das
mutacdes p.lle172Asn +p.Val358lle, onde se verificou que o nodcido 172 ndo apresenta

alteracdo em suas interagdes em relacao a proteina com essa mutagdo isolada (Fig. 34c).
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Figura 34 - Comparagdo das interagdes do aminoacido 172 na proteina nativa (a), na proteina com mutagéo
Ile172Asn (b) e na proteina com a combinagdo de mutagdes p.Ile172Asn + p.Val358Ile (c). Em verde as
interacdes hidrofébicas e em preto as ligagdes de hidrogénio (cadeia principal-cadeia principal).

Na andlise estrutural usando P450 2C5 como molde para a mutagdo p.lle172Asn
(Fig.35), apesar do numero de interacdes na proteina normal e na proteina mutante ser o
mesmo para os dois modelos, os tipos de interacdes divergem em relacdo as observadas
usando como molde a CYP21 bovina. Tanto em relagdo as interacdes do aminodcido
normal (Fig.35a) e do mutante (Fig.35b), quanto em relacdo as interacdes na combinacao
de mutagdes (Fig.35¢). Na andlise estrutural da mutacdo p.lle172Asn combinada com a p.
P.Val358lle, as interagdes observadas sdo com os mesmos aminodcidos que observados
para a proteina nativa, sendo apenas estabelecida uma nova ligacdo de hidrogénio de

cadeia principal com cadeia lateral para o aminoacido 170 (Fig.35c).
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Figura 35 - Comparacdo dos contatos do aminodcido 172 da proteina nativa (a) com a proteina com
mutagdo p.Ile172Asn (b) e com a proteina com a mutacio p.lle172Asn combinada com a p. P.Val358lle
(c). Na proteina nativa o aminodcido 172 faz interagdes hidrofébicas com a leucina 290, treonina 177 e
cisteina 170, além de liga¢gdes de hidrogénio com a leucina 176, tirosina 175, treonina 177 e cisteina 170.
Na proteina com a mutagdo isolada o aminodcido 172 faz apenas as ligacdes de hidrogénio, enquanto que
na proteina com as mutacdes combinadas, o aminodcido faz as ligacdes de hidrogénio e as interacdes
hidrofébicas com a leucina 290 e a cistefna 170 da proteina nativa. Em verde as interagdes hidrofébicas, em
preto as ligacdes de hidrogénio (cadeia principal- cadeia principal) e em azul as ligagdes de hidrogénio
(cadeia principal- cadeia lateral).
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A mutacdo p.Val358Ile ndo teve alteracdes em suas interacdes em relacdo a
proteina nativa (Fig. 36a e 36b). O aminoicido mutante 1358 também foi analisado
combinado a mutacdo p.lle172Asn, sendo que a combinacdo de mutagdes também nao
afetou as interagdes do aminodcido (Fig. 36c). Apesar das interagdes permanecerem
mantidas na proteina mutante, esse aminodcido participa do sitio de liga¢do ao substrato e
a troca de uma valina por uma isoleucina, pode afetar a eficiéncia desta ligacio. Ambos
os aminodcidos apresentam carga neutra, no entanto, possuem massa molecular distinta, o
que pode interferir na velocidade de ligacdo 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 amino4cido isoleucina pode ainda causar um impedimento estérico na regiao.
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Figura 36 - Comparag@o das interagdes feitas pelo aminodcido 358 na proteina nativa (a), proteina com
mutagdo p.Val358Ile (b) e na proteina com a combinag¢do da mutacdo p. llel172Asn + p.Val358lle (¢). Em
verde as interacdes hidrofébicas e em preto as ligacdes de hidrogénio (cadeia principal- cadeia principal).

Diferentemente do observado para o modelo baseado na CYP21 bovina, no
modelo construido usando como molde a P450 2C5 foram observadas alteracdes nas
interagdes da mutagdo p.Val358lle isolada (Fig. 37), resultado da baixa similaridade entre
o molde e o modelo nessa regido. Na proteina nativa, o aminoacido 358 faz ligacdes de
hidrogénio (ligacdo de cadeia principal com a cadeia principal) com a leucina 472 e
interacdes hidrofébicas com a isoleucina 471, prolina 361, arginina 357, asparagina 299
(Fig. 37a). Na proteina com a mutacdo p.Val358Ile, uma nova interacdo hidrofébica é
feita com o triptofano 303 (Fig. 37b), enquanto na proteina com a combinagdo das
mutagoes p.Ille172Asn e a p.Val358lle, o aminoacido 358 ndo faz a ligacdo com o

triptofano 303, mas sim uma interac¢do hidrofobica com a treonina 300 (Fig. 37¢).
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Figura 37 - Comparacdo dos contatos do aminodcido 358 da proteina nativa(a) com a proteina com
mutacdo p.Val358lle (b) e com a proteina com a mutagdo p.Ilel72Asn combinada com a p.Val358Ile(c).
Na proteina nativa o aminodcido 358 faz ligacdes de hidrogénio (cadeia-principal — cadeia principal, em
preto) com a leucina 472 e intera¢des hidrofébicas (em verde) com a isoleucina 471, prolina 361, arginina
357 e asparagina 299. Na proteina com a mutacdo isolada, o aminodcido mutado faz os mesmos contatos
que a proteina nativa, exceto pela nova interacdo hidrofébica com o triptofano 303. Na proteina com as
mutacdes combinadas p.lle172Asn+p.Val358lle, o aminodcido 358 faz os mesmos contatos da proteina
nativa e mais uma intera¢ao hidrofébica com a treonina 300.

Na anélise da mutacdo p.Pro267Leu, o aminodcido P267 na proteina nativa faz
interacdes hidrofébicas com o aminodcido alanina da posicdo 266 e valina 265 (Fig. 38a).
A proteina com a mutacdo p.Pro267Leu perde as interacdes e faz uma nova interagdo

hidrofébica com a leucina 277 (Fig. 38b).
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Figura 38 - Esquema das interacdes que o aminodcido 267 faz na proteina nativa (a) e na proteina com
mutagdo Pro267Leu (b). Em verde estdo indicadas as interagdes hidrofébicas.

Na analise da mutagdo p.Pro267Leu (Fig. 39) usando como molde P450 2C5 os
resultados foram distintos, o aminodcido prolina na proteina nativa faz interagcao

hidrofébica com o aminoécido acido glutamico da posicdo 272, entreranto, na proteina
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com a mutacdo p.Pro267Leu, o tipo de interacdo com o acido glutdmico 272 muda para
ligacdo de hidrogénio (cadeia principal com a cadeia principal) e duas novas interagdes
sdo feitas com a glicina 264, por ligacdo de hidrogénio, e com o 4cido glutamico 271, por
interagdo hidrofébica. A regido contendo o aminodcido 267 ndo é preservada entre o
molde e o modelo, o que pode justificar tamanha divergéncia entre os modelos baseados

na P450 2C5 e a CYP21 bovina.
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Figura 39 - Contatos do aminodcido 267 da proteina nativa(a) com a proteina com mutagdo Pro267Leu (b).
Na proteina nativa o aminodcido 267 estabelece interagdo hidrofébica somente com o glutamato 272. Na
proteina com a mutagdo p.Pro267Leu a interacdo hidrofébica com o glutamato 272 ¢ substituido por uma
ligacdo de hidrogénio e estabelece novas ligagdes de hidrogénio com a glicina 264 e interagdes
hidrofébicas com o glutamato 271. Em verde estdo indicadas as interagdes hidrofébicas e em preto as
ligagdes de hidrogénio de cadeia principal com cadeia principal.

Ainda foi feita a andlise in silico da mutacdo p.Val281Leu, onde a proteina nativa
tinha, na posicdo 281, uma valina que faz ligacdo de hidrogénio (cadeia principal-cadeia
principal) com a alanina da posi¢ao 286, a glicina 280 e o acido glutdmico 279, além de
interagdes hidrofébicas com a valina da posi¢ao 265 e a leucina 262 (Fig. 40a). Na
proteina com a mutacdo, a leucina 281 também faz ligacdes de hidrogénio (cadeia
principal-cadeia principal) com a alanina 286 e glicina 280, e interagdes hidrofébicas
com a leucina 262, porém faz ligagdes de hidrogénio com a alanina 285 e com a
metionina 284 e interacOes hidrofobicas com a metionina 261 e a leucina 242, ndo
encontradas na proteina nativa (Fig.40b). Na proteina com a combina¢do de mutagdes
p-Val281Leu + p.Argd26Cys, as interacdes nao foram alteradas em relacdo a proteina s6

com a mutacdo p.Val281Leu (Fig. 40c).
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Figura 40 - Griéficos das interagdes feitas pelo aminodcido 281 na proteina nativa (a), na proteina com
mutacdo p.Val281Leu (b) e na proteina com a combinacido de mutagdes p.Val281Leu + p.Arg426Cys (c).
Em verde as intera¢des hidrofébicas e em preto as ligacdes de hidrogénio (ligagdo entre as cadeias
principais).

Da mesma forma que observado para a mutacdo p.Pro267Leu, a mutacdo p.Val281Leu
(Fig. 41) estd em uma regido ndo preservada entre o modelo e o molde 1DT6, sendo as
interacoes observadas para esse modelo divergentes das interacdes observadas para o
modelo baseado em CYP21 bovina. Na proteina nativa, a valina faz ligacdes de
hidrogénio (cadeia principal com cadeia principal) com a alanina 286 e a leucina 278,
além de interacdo hidrofébica com a leucina 242 (Fig. 41a). Na proteina com a mutagao,
a leucina 281 faz as mesmas interacdes que a proteina nativa, porém, faz em adi¢do, uma
interacdo hidrofébica com a metionina 261 (Fig. 41b). Na proteina com a combinacao
p-Val281Leu +p.Argd26Cys, o aminoécido leucina 281 faz as mesmas interagdes que a

proteina mutante isolada (Fig. 41c¢)

278 278 261 278 261
L ’ L s L M
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Figura 41 - Grifico de contatos do aminodcido 281 da protefna nativa (a) com a protefna com mutagdo
Val281Leu (b) e com a proteina com a muta¢io p.Val281leu combinada com a mutagdo p.Arg426Cis(c). A
proteina nativa faz ligacdes de hidrogénio com a alanina 286 e a leucina 278 e intera¢des hidrofébicas com
a leucina 242. Na proteina com a mutagdo, os contatos desse aminodcido sdo os mesmos e ainda adiciona-
se uma interacdo hidrofébica com a metionina 261. Na proteina com as duas mutagdes combinadas o
aminodcido 281 faz os mesmos contatos da proteina com a mutacdo isolada. Em verde as interagdes
hidrofébicas e em preto as ligacdes de hidrogénio (ligacdo entre as cadeias principais).
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Por ultimo, foi feita a andlise na proteina com a mutacdo p.Arg426Cys. Na
proteina nativa, o aminodcido arginina faz ligacdo de hidrogénio de cadeia lateral com
cadeia principal com a serina 109 e a lisina 121, e ligacdo de hidrogénio entre cadeias
principais com a cisteina 429 e a glicina 425. Além disso, R426 faz uma ligacdo
aromadtica com a tirosina 113, interac@o hidrofébica com o triptofano 117 e uma interagao
de carga repulsiva com a arginina 92 (Fig.42a). Na proteina mutante o aminodcido C426
mantem somente as interagdes com K121, G425 e C429 (Fig.42b). Na proteina com a
mutacio p.Arg426Cys combinada com a p.Val281Leu, o aminodcido cisteina 426 faz as

mesmas interagdoes que o aminodcido da proteina com a mutagdo isolada (Fig. 42c).
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Figura 42 - Esquema de intera¢des do aminodcido 426 na proteina nativa (a), na proteina com mutagdo
p-Argd26Cys (b) e na proteina com a combinagdo entre a mutacdo p.Val281Leu e p.Argd26Cys (c). As
interacdes hidrofébicas estdo representadas pela cor verde. Em azul as ligagdes de hidrogénio (cadeia
lateral-cadeia principal), em cinza, interagdes aromaticas e em preto as ligacdes de hidrogénio (cadeia
principal-cadeia principal).

A andlise da proteina com a mutacido p.Arg426Cys também foi realizada usando
como molde a proteina P450 2C5 (Fig.43). Na proteina nativa, a arginina faz ligacio de
hidrogénio com a glicina 111 e a alanina 90, interacoes hidrofobicas com a histidina 366,
arginina 92, triptofano 86, interagdes aromadticas com o triptofano 117, tirosina 105,
tirosina 113, triptofano 86, interacdes de carga atrativa com o dcido aspartico 112 e
interagdes de carga repulsiva com a arginina 92 (Fig.43a). Na proteina mutante, o
aminodcido da posicdo 426 faz interagcdo hidrofébica com o triptofano 86 (Fig.43b). Na

proteina com a mutagcdo p.Arg426Cys combinada com a p.Val281Leu, o aminoacido
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cisteina 426 faz interagdes hidrofébicas com a histidina 366 e também com o triptofano

86 (Fig.43c).
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Figura 43 - Comparacdo dos contatos do aminodcido 426 na proteina nativa(a) com a proteina com
mutacdo Arg426Cis (b) e com a proteina com a combinacdo das mutacdes p.Val281Leu com a
p-Argd26Cis(c). Na proteina nativa o aminodcido 426 faz interacdes aromaticas com o triptofano 117 e 86
e tirosina 113 e 105; ligacdes de hidrogénio com a glicina 111 e alanina 90; interagdes de carga atrativa
com o aspartato 112; interagdes hidrofébicas com a histidina 366 e triptofano 86 além das interagdes de
carga repulsiva com arginina 92. Na proteina com a mutagdo isolada o aminodcido 426 s6 faz as interacdes
hidrofébicas com o triptofano 86, as demais ndo ocorrem nessa proteina. Na proteina com a combinagdo de
mutagdes este aminodcido faz interacdes hidrofébicas com o triptofano 86 e a histidina 366. Estao
representadas as ligacdes de hidrogénio pela cor azul escuro (cadeia principal-cadeia lateral), em azul claro
as interacdes de carga repulsiva, em magenta as interacdes de carga atrativa, em verde as interagdes
hidrofébicas e em cinza as interagdes aromaticas.

ESTUDO IN SILICO COM 3-BETA-HIDROXISTEROIDE

DESIDROGENASE

A proteina HSD3B2 foi analisada in silico para as mutagdes p.Pro222GIn (Moisan
et al., 1999) e p.Pro222Thr, mutagdo ji descrita no mesmo aminoédcido. A conservagdo do
aminodcido foi confirmada por comparacio das seqiiéncias das isoenzimas da 33-HSD de

mamiferos (Fig. 44).
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Hemo sapiens HSD3B2 S ASI NE N NN SSVG Vv G 237
Pan troglodytes HSD3B2 S ASI NE N NN SSVG ) G 219
Mus musculus HSD3B2 SNIT I M K HK RS F G A G 238
Homo sapiens HSD3B1 S ASIT NE N NN SSVG " G 238
Pan troglodytes HSD3B1 S ASVNE N NN SSVG " G 220
Macaca mulatta HSD3B1 S A G I NE N NN SSI G " G 238
Bos taurus HSD3B1 S AY MHG N NN TNHC Vv G 238
Rattus norvegicus HSD3B1 S V M1 L A K S K NVTG A G 238
Mus musculus HSD3B1 FNAI IR K N K CVTG A E 238
. . -k ok ok R * k¥ ¥ % % ¥ ¥k ¥ ¥ ¥k %k ¥ % % *
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Figura 44 - Comparagdo parcial das seqiiéncias de aminodcidos das isoenzimas 33-HSD de mamiferos. O
aminodcido P222 encontra-se evidenciado em vermelho. Em azul estio os aminodcidos conservados na
regiao.

A modelagem da HSD3B2 foi feita usando como molde a proteina vestitona
redutase da Alfalfa (Medicago sativa L.) (PDB-ID 2P4H, cadeia X) com 31% de
identidade (Fig. 45A). Na proteina nativa o aminodcido P222 interage hidrofobicamente
com os aminodcidos V220, Y224 e Y254, sendo que com este Ultimo interage também
por ligacdao de hidrogénio (Fig. 45D). Em ambas as proteinas mutantes, a interacdo
hidrofébica com a tirosina 224 é mantida, enquanto a interacdo com o aminodcido valina
220 € perdida (Fig.45E e 45F). O aminodcido Q222 interage por ligacdo de hidrogénio
entre cadeias principais com a tirosina 254, ao passo que o aminoacido 222 mutado para
treonina possui ligagdo de hidrogé€nio 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 33-HSD2 nativa com o aminoidcido P222 em vermelho. (B)
Sobreposi¢do da estrutura da proteina nativa e das mutantes de 3-HSD2, demonstrando a cadeia lateral
proeminente da glutamina (verde) em comparacdo com a prolina (azul). (C) Sobreposi¢do da P222 na
proteina 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 intera¢des hidrofébicas sdo identificadas
pela cor magenta, as ligacdes de hidrogénio entre cadeias principais pela cor rosa e as ligacdes de
hidrogénio cadeia lateral- cadeia principal pela cor laranja.

Ap6s a andlise da regido da mutagdo foi feita a andlise das regides funcionais da
proteina em relacdo as mutacdes. O dominio de ligacdo a membrana corresponde a regiao
dos residuos 176-186 and 251-274 (Thomas et al., 1993). Na sobreposi¢do dos modelos
referentes a proteina nativa, a protefna com a mutacdo p.Pro222Gln e com a mutacio
p.Pro222Thr (Fig.46), ocorre modificacdo estrutural especificamente na regido entre os
aminodcidos 251 a 274. A proteina nativa apresenta, nesta regido de ligacdo, uma alga,

enquanto as proteinas mutadas apresentam uma folha-p.
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Figura 46 - Sobreposi¢cdo dos modelos de 33-HSD2. Em azul encontra-se o modelo da proteina nativa, em
rosa, o modelo da proteina com o aminodcido mutante Q222 e em verde o modelo da proteina com o
aminodcido mutante T222 (verde). A regido correspondente ao dominio de liga¢do ao substrato encontra-se
identificada por diferentes cores: nativa (azul), Q222 (vermelha) e T222 (verde). Em detalhe, a regido de

ligagd@o ao substrato, referente a regido dos residuos 251 ao 274.
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DISCUSSAO

A 21-hidroxilase adrenocortical € uma das enzimas chaves na biossintese dos
mineralocorticéides e dos glicocorticides. Mutagdes no gene CYP2IA2 tem sido
relatadas em individuos afetados com Hiperplasia Congénita da Adrenal com deficiéncia
da 21-hidroxilase. Até o momento, um grande nimero de mutagdes diferentes no gene
CYP2]A2 tem sido descritas. Muitos pacientes sdo heterozigotos e seus fendtipos
dependem da combinacdo das mutacdes (White e Speiser, 2000). Muitos dos resultados
da substitui¢do de aminoécidos causam distirbios da fungdo essencial e /ou modificam a
estrutura da proteina.

Nos ultimos anos, estudos t€m sido feitos para predizer atividades das proteinas
mutantes. Devido a impossibilidade pratica para resolver toda estrutura mutante, pelo
preco elevado e tempo consumido nos experimentos de atividade in vitro, a modelagem
por homologia pode ser uma possivel ferramenta para avaliar, como método baseado em
estrutura, a atividade da proteina e os danos para a estabilidade. A qualidade e a precisao
usados pelo SWISSMODEL e pelo MODWEB depende da alta resolucdo e da identidade
da estrutura modelo, usualmente determinada pela cristalografia de raio-X. No caso da
21-hidroxilase (P450 CYP21A2) humana, a precisdo pode ser considerada alta, visto que
a 21-hidroxilase bovina com 80% de identidade tem sua estrutura resolvida por forma
experimentais de difracdo de raio-X. Os estudos prévios, porém, tinham sido feitos com a
proteina com 30% de identidade, mesma proteina usada em trabalhos ja publicados
(Robins et al., 2006).

No presente estudo, foram investigadas trés mutacdes novas e pouco frequentes e
duas combinacdes encontradas em pacientes com deficiéncia de 21-hidroxilase (Tabela
7). Considerando que nenhuma das mutagdes foi encontrada individualmente e que todas,
menos a p.Pro267Leu, afetam residuos da 21-hidroxilase conservados em espécies de

mamiferos, o prejuizo da atividade enzimdtica deve ser considerado.
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Tabela 7. Apresentacdo dos resultados refentes a cada paciente, relacionando os estudos in vitro e in silico

com o fendtipo.

Pacientes Mutacdes

Estudo in vitro

Estudo in silico

Fenétipo

1 p.Serl13Phe e
p-Val281Leu

2 pJlel72Asn+p.
Val358Ile e
IVS2-13A/C>G

3 p.Pro267Leu e
IVS2-80G>A

4 p.Val281Leu+p
Argd26Cys e
conversao em
larga escala

5 Delecdo do
Q389, G390 e
A391 e delecao

6 p.P222Q na 3-
beta HSD

Baixa atividade
Padrio de

classica

Baixissima

atividade
Atividade
préxima a normal

Baixissima

atividade

nao

Altera ligacdo ao grupamento
heme

Altera ligacdo a 4agua e ao
oxigénio
Altera a ligacdo com o
substrato e a 4gua e o
oxigénio
Altera alca externa da
proteina

Altera regido de ligacdo a
dgua e ao oxigénio e das
proteinas acessorias

dos

Altera ligacdes

aminoacidos vizinhos e a

ligacdo as proteinas
acessorias
Altera regido da mutacdo e

ligacdo a membrana

nao classico

perdedor de sal.

Hiperandrogenismo-

nao classica

perdedor de sal

perdedor de sal

Perdedor de sal

No paciente com fenétipo da forma nao classica da HCA, a mutacdo encontrada

em um dos alelos foi a p.Serl13Phe. A andlise de expressdo in vitro da proteina

modificada pela mutacio revelou uma baixa atividade da 21-hidroxilase (6,1% e 5,6% da

atividade da proteina nativa para 17 OHP e progesterona, respectivamente). Essa

atividade foi comparada aos niveis de atividade da enzima com a mutacdo p.lle172Asn,

controle de virilizante simples no limite de perdedora de sal (Tusie-Luna et al., 1990,

Chiou et al., 1990) e a mutacdo p.Val281Leu, controle de mutagdao nao cléssica (Tusie-

Luna et al. 1990, Wu e Chung, 1991). Sendo assim, o paciente com a mutacio p.

Ser113Phe apresentou atividade mais proxima ao controle virilizante simples, porém o
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fendtipo do paciente foi devido & mutacdo p.Val281Leu que estava presente no outro
alelo.

Na anélise in silico, foi verificada cada mutacdo de forma separada, considerando
as interacdes que o aminodcido alterado fazia na proteina nativa e na mutante, tanto no
modelo com maior identidade como no de menor identidade. Usando o modelo com
maior identidade, na proteina mutante p.Serl13Phe, a fenialanina da posicdo 113 faz
ligacGes de hidrogénio com o aminodcido leucina 116, aminodcido localizado proximo a
regido de ligagdo ao grupamento heme (Wu e Chung, 1991) e das proteinas acessorias
(Geller et al., 1999). A regido de ligacdo a proteinas acessorias € descrita em outros
estudos, como essencial para a funcdo da proteina, a maioria das mutacdes que
modificam essa regido causam danos gravissimos a atividade da proteina. Essa regido
apresentam mecanismos eletrostaticos que sdo considerados significativos para a
orienta¢do positiva da superficie da proteina acessdria negativa, sendo a regido que causa
trocas de elétrons entre as duas (Robins et al., 2006).

No modelo de menor identidade, o aminodcido 113 na proteina mutante e na
nativa ndo alteram seus contatos, porém, por serem aminodcidos de caracteristicas
diferentes, serina € polar neutra e a fenialanina € apolar, podem ocorrer alteracdes
estruturais que flanqueiam esse aminoécido. Nesse modelo, a mutagdo estd presente na
hélice G’, que esta bem proxima a regidao de ligacdo com o grupamento heme. A regido
de ligacdo ao grupamento heme € importante para a proteina, visto que sua modificacao
causa danos severos a sua atividade. Essa regido formada por uma cavidade cys altera o
enovelamento estrutural da proteina. Geralmente, modificacdes nessa regido estdo
associadas a forma virilizante simples da doenca (Robins et al., 2006).

A Val281Leu ¢ uma mutacdo muito frequente nos pacientes com a forma ndo
classico da HCA, que transporta o haplotipo HLA B14; DRI, uma associacdo que €
presumivelmente devido a um efeito fundador de algumas populagdes (Speiser et al.
1988). Em algumas populagdes, como os judeus do Leste Europeu, este € um
polimorfismo genético muito comum, com frequéncia de mais de 10% (Speiser et al.,
1985, Sherman et al., 1988); em contraste, na triagem molecular de recém-nascidos
normais na Nova Zelandia, a frequéncia de portadores foi de 2% (Fitness et al.,

1999). Em geral, aproximadamente 70% de todos os alelos ndo cléssicos sdo portadores
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da mutacdo Val281Leu (Blanche et al., 1997, Barbat et al. 1995). Esta mutacdo 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 proteina com a mutacdo p.Val281Leu, usando o modelo de maior
identidade, a L281 faz interacdes com os aminodcidos 285, 284, 261 e 242, mas perde
contatos com o0 279 e 265, sendo que os novos contatos estdo na mesma hélice da regido
de ligacdo ao oxigénio e a dgua (Raag et al., 1991, Curnow et al., 1993). A regido de
ligacdo ao oxigénio e a dgua é uma cavidade, que apresenta uma polaridade caracteristica
para que ocorram a doagdo e o recebimento dos prétons pelas partes envolvidas. Uma
modificagdo nessa regido geralmente apresenta severos danos a atividade da proteina
(Robins et al., 2006).

Ja no modelo com menor identidade, o aminoacido mutado faz contato com a
M?261, proxima a regido de ligacdo ao grupamento heme. Estudos com esse modelo
sugeriram que a enzima mutante ndo € normalmente localizada no reticulo
endoplasmaético (Tusie-Lunaet al. 1990) e pode afetar a ligacdo com o grupamento heme
(Wu e Chung, 1991). Uma outra possibilidade é que esta mutagdo esteja localizada na
hélice I conservada, que contém os residuos envolvidos na transferéncia de protons
(White eSpeiser, 2000)

O paciente com o fenétipo da forma perdedora de sal apresentou a combinacio
das mutacdes p.llel172Asn e p.Val358lle. A proteina mutante com essa combinacao
apresentou uma atividade residual (1,1% e 2,2% de atividade da proteina nativa de 17-
OH progesterona e progesterona). Apds a compara¢do com a atividade dos controles, a
atividade ficou abaixo do limite de perdedora de sal. Nesse mesmo estudo, foi feita uma
andlise in vitro com a proteina com a mutacdo p.Val358lle, que também apresentou uma
atividade muito baixa (0,9% e 3,5% de atividade da proteina nativa da 17 OHP e
progesterona), que pode ser considerada como perdedora de sal.

Na analise in silico da proteina mutante p.llel72Asn, com o modelo de maior
identidade, a asparagina 172 perde os contatos com a tirosina 191 e treonina 169. Esses
dois aminodacidos estdo perto da regido de ligacdo ao oxigénio e dgua (Raag et al., 1991,
Curnow et al., 1993), regido importante para a atividade, e a perda desses contatos pode

influenciar diretamente esse dominio. Essa mesma regido € alterada na proteina nativa
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usando o modelo de menor identidade, visto que o aminoacido 172 faz interacdes com a
leucina 290.

No modelo com menor identidade, o residuo isoleucina normalmente nesta
posicdo na hélice E, é fortemente conservada em muitas enzimas P450, pois € essa regidao
que interage com a membrana do reticulo endoplasmético (Monier et al., 1988). A
mutacao deste residuo hidrofébico para um polar pode perturbar este tipo de interagcao e
enfraquecer a associacdo da enzima com o reticulo endoplasmaético, o que pode levar a
uma localizacdo errada em relacdo ao reticulo (Tusie-Luna et al, 1990, Hsu et al,
1996). Alternativamente, a mutacdo pode interromper uma interacdo hidrofébica
intramolecular de estabilizacdo da estrutura secunddria da enzima, a enzima mutante nao
¢ sensivel a digestdo pela protease e ndo se incorpora corretamente ao grupamento heme
(Hsu et al., 1996). Devido a 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 niveis
muito baixos para se tornar limitante da velocidade da biossintese da aldosterona.
Aparentemente, tdo pouco como 1% da atividade normal permite sintese de aldosterona
suficiente para evitar a perda significativa do sal na maioria dos casos.

Ja na proteina com a mutacao p.Val358lle, seguindo o modelo de 21-hidroxilase
bovina, a isoleucina da posi¢ao 358 ndo altera os contatos com relacdo a valina dessa
posic@o na proteina nativa, porém este aminodcido estd diretamente envolvido na ligagcao
com o substrato (White, 1987; Picado-Leonard e Miller, 1988), de forma que a alteracdo
desse aminodcido, quanto a seu peso molecular, altera a estrutura dessa importante regiao
da proteina, o que pode dificultar a ligacido do substrato a essa regido e alterar bastante a
atividade da 21-hidroxilase. A regido de ligacdo ao substrato € a regido mais dificilmente
predita em modelos de CYPs, porque ela varia quanto ao substrato da enzima. No caso
dos modelos usados. o substrato ¢ o mesmo da 21-hidroxilase. Essa regido causa danos
gravissimos a atividade visto que a sua estrutura é especifica para o seu substrato,
qualquer modificacdo pode causar a perda de atividade. Normalmente, mutacdes que
causam danos nessa regido estao relacionados a forma perdedora de sal da deficiéncia da
21-hidroxilase.

Quando usamos como modelo o citocromo P450 de mamiferos, ocorre alteracdo

em interacdes do aminodcido 358 com o triptofano 303 ou com a treonina 300, que estao
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na al¢a da hélice K, proximos a regido de ligacdo ao oxigénio e a dgua e ligacdo as
proteinas acessorias. A alteracdo na regido de ligacdo a dgua e ao oxigénio pode causar
ineficiéncia na troca de prétons, acdo importante para a atividade da proteina. Essa regido
precisa de um equilibrio para que ocorra a ligacdo desses compostos. Assim, como a
regido de ligacdo as protefnas acessdrias atividade essencial para a proteina, pois € essa
proteina acessoria que transfere apenas um elétron para a 21-hidroxilase funcionar.

Outro paciente apresentava a forma cldssica perdedora de sal na qual foram
identificadas as mutacdes p.Val281Leu e p.Argd26Cis no alelo paterno e um gene hibrido
com as sequéncias do pseudogene numa regido se estendendo do terminal 5’ até o intron
6. A atividade da proteina com a mutacdo p.Val281Leu, combinada com a p.Arg426Cis,
foi medida como sendo muito baixa (0,9% e 3,94% de atividade da proteina nativa com o
substrato 17-OH progesterona e progesterona), considerada perdedora de sal
comparando-se com os valores mais altos da mutagdo p.llel72Asn. Outro estudo feito,
para esse paciente, foi a andlise in vitro da proteina com a mutagdo p. Arg426Cis (4.2% e
9,.9% de atividade da proteina nativa frente ao substrato 17-OH progesterona e
progesterona), cuja teve atividade caracteristica de virilizante simples, j4 havia sido
mostrada em outro estudo (Grischuk et al., 2006).

No estudo in silico, a proteina com mutacido p.Arg426Cis apresenta no modelo
com maior identidade, o amino4cido cisteina da posi¢do 426 faz interagdes novas com os
aminoécidos da posicao 113, 109, 117, 92, aminoécidos préximos a regido de ligacdo
com o oxigénio, a dgua (Raag et al., 1991, Curnow et al., 1993) e com as proteinas
acessorias (Geller et al., 1999). No modelo com menor identidade, a cisteina da posi¢ao
426 perde contatos com triptofanol17, tirosina 105, tirosina 113, glicina 111, alanina 90,
acido aspartico 112, histidina 366 e arginina 92 existentes na proteina nativa. Esses
contatos sdo feitos com aminodcidos proximos a regido de ligacdo ao grupamento heme
(Wu e Chung, 1991) e ao substrato (White, 1987; Picado-Leonard e Miller, 1988). A
arginina da posi¢do 426 estd localizada numa cavidade cys altamente conservada. Essa
arginina também € encontrada na CYP450 de mamiferos, sendo um dos quatro residuos
que coordenam a regido de ligacido do grupamento heme (Hasemann et al., 1995, Mornet,
2000). Portanto, a substituicdo pela cisteina nessa posicdo leva a perdas na fungdo da
enzima. Como j4 foi discutido, a regido de ligacdo a 4gua, ao oxigénio e ao grupamento
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heme sdo importantes e a regido de ligagcdo as proteinas acessOrias sdo importantes para a
funcdo da 21-hidroxilase, as alteracdo dessas regides causam um desequilibrio na
atividade.

A mutacdo p.Pro267Leu foi identificada em heterozigose em paciente com
puberdade precoce, o que foi associada a forma ndo classica da deficiéncia de 21-
hidroxilase. A mutante Pro267Leu é parcialmente ativo (59% e 43,3 % em relacdo a
nativa para 17-OH progesterona e progesterona) e a determinacdo da constante cinética
aparente revela que a afinidade ao substrato (Ky) tem a mesma grandeza para as enzimas
nomal e a mutante. Esses dados podem confirmar o diagndstico da forma ndo cldssica. A
expressdo de todas as construgdes foi eficiente, segundo indicou a avaliagdo por Western
blot (Tardy et al., 2010).

Na estudo in silico com a proteina mutante p.Pro267Leu, no modelo com maior
identidade, a leucina da posi¢do 267 faz interagdes com o aminodcido 277, em vez de
interacdes com o 266 e 265, o que nao deve afetar tanto a estrutura visto que a posi¢cao
estd em uma alca externa da proteina, longe das regides mais importantes. Na proteina
mutante, no modelo de menor identidade, ocorre uma ligagdo com o dcido glutamico 272
e com a glicina 264, que ndo esta presente na proteina nativa, residuos estes que estdo
presentes na alga entre a hélice G”e a C, que ndo fazem parte das regides preservadas da
proteina.

Outra analise feita somente no estudo in silico foi de uma delecio na 21-
hidroxilase. Na proteina com a dele¢do leucina 388 a histidina 392, usando como modelo
a proteina 21-hidroxilase bovina, ocorrem alteracOes na regido de ligacdo as proteinas
acessorias, onde o aminodcido 393 troca o contato com a arginina 354 pela arginina 356,
oque leva a perda dréstica de atividade enzimética (Chiou et al., 1990; Lajic, et al., 1997,
Lobato et al., 1999). Na proteina com a mesma dele¢do, porém, usando como modelo a
citocromo P450 de mamiferos, ocorre com alteracOes nas interagcdes dos aminodcidos
vizinhos a delecdo, na regido de ligacdo as proteinas acessorias (Geller et al., 1999), na
regido de ligacdo ao grupamento heme (Wu e Chung, 1991) e na regido de ligagdo ao
substrato (Q53-R60) ( White, 1987; Picado-Leonard e Miller, 1988) onde ocorre uma
alteracdo estrutural na proteina mutante, a reduc@o da folha beta e aumento da al¢a dessa
regio.
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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
mamiferos. A estrutura de 21-hidroxilase bovina s6 foi resolvida h4 alguns meses, por
isso, a maioria dos estudos foram feitos com a de menor identidade. O modelo de menor
identidade possui muitas informagdes quanto a localizagdo das mutagdes ja estudadas e as
areas afetadas por elas. Porém, o modelo de maior identidade explica melhor a relagdo
entre o fenétipo do paciente e as alteragdes estruturais que as mutagdes 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 mutacdes causam as mesmas
modificagdes nos dois modelos. Analisamos se os dados da literatura corroboravam com
os dados do novo modelo.

O estudo in silico da 3B-HSD foi feito, usando como modelo, uma proteina com
baixa identidade, porém, nesse caso, ndo encontramos outra proteina com maior
identidade. As duas mutacdes encontradas no mesmo aminodcido dessa proteina
apresentaram modificagdes significativas. Apesar de s6 a mutacdo p. Pro222Thr ter
apresentado uma ligacdo mais estdvel com a tirosina 254, as duas mutacdes levaram a
diferencas estruturais na regido transmembranica.

Analisando a regidao de ligacio a membrana, vimos que a modificagdo de um
aminodcido interno (posi¢do 222) pode provocar modificacdes na parte externa e até
mesmo na regido funcional da proteina. Essa regido modificada pode estar causando a
perda de atividade e a modifica¢do da localizagdo dessa proteina, o que pode explicar o
quadro clinico da forma perdedora de sal do paciente. A importancia desse aminodcido é
vista na conservacdo deste em vdrias espécies de mamiferos.

A combinacdo de técnicas é fundamental para definir o efeito da mutagdo e
auxiliar no correto diagndstico do paciente, o que pode auxiliar em um tratamento mais

eficiente e rapido.
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CONCLUSOES

As mutacOes missense que causam a defici€éncia da 21-hidroxilase em alguns
pacientes vém sendo amplamente estudada, como visto na literatura, por métodos in
silico e in vitro. Essas muta¢des causam alteragdes na atividade e na estrutura da proteina.
As melhores andlises para os danos na atividade das proteinas mutadas sdo, de fato,
aquela feita nos modelos com o molde de maior identidade, porém, a maior parte dos
estudos ja tinham sido feitos com o outro modelo.

Nesse estudo, as proteinas com mutacgdes p.Serl13Phe, p.Val3581le, p.Arg426Cis
e as combinagdes p.lle172Asn com a p.Val358lle e p.Val281Leu com a p.Arg426Cis
tiveram uma perda de atividade considerdvel em relagc@o a proteina nativa.

A proteina com a mutacdo p.Val358Ile e a com a combinacao p. Ile172Asn com a
p-Val358lle tiveram atividade muito baixa, o que foi explicado estruturalmente pela
localizagdo desse aminodcido no sitio de liga¢do ao substrato, o que estaria relacionada a
forma perdedora de sal da HCA. A combinacdo das mutacdes p.Val281Leu e
p-Arg426Cis também apresentou atividade muito baixa, porém, as mutagdes isoladas nio
causaram modificacdes estruturais significativas. Isso pode ser explicado pela baixa
identidade da regido de ligacdo desses aminodcidos com a proteina modelo. Essa
combinacdo estd presente em um paciente com fenétipo perdedor de sal, o que corrobora
com os resultados da atividade dessa combinacdo de mutacdes.

As proteinas com as demais mutagdes tiveram atividade baixa, relacionadas a
forma virilizante simples da HCA. Nos estudos in silico, observou-se a relacdo dessas
com alteracdes nas outras regides importantes da proteina, como a regido de ligacdo ao
grupamento heme, ao oxigénio e a dgua.

A proteina com a mutagdo p.Pro267Leu teve atividade semelhante a da nativa,
apresentando padrdo de HCA ndo classico ou mutagdo neutra. Estruturalmente, essa
mutacdo altera uma alca externa da proteina, longe das regides funcionalmente
importantes. Os estudos de cinética enzimatica confirmaram que esta € uma mutacdo da

forma ndo cléssica.
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A deficiéncia de 3B-HSD também vem sendo amplamente estudada, como foi
visto na literatura. Os estudos in silico vém para ajudar a aumentar o conhecimento das
alteracdes que as mutacdes missense causam na estrutura dessa proteina. Nesse estudo,
duas mutagdes presentes no mesmo aminodcido, p.Pro222Thr e p.Pro222Gln, causaram
modificacdes na regido de ligacdo da proteina a membrana, o que pode explicar o
fendtipo da forma perdedora de sal do portador dessas mutagdes.

Esse trabalho mostrou dados das enzimas 21-hidroxilase e 33-HSD que poderao
ser usados em pesquisas com mutacdes novas ou ja descritas nas regides daquelas que
estudamos. Isso € um grande avanco, visto que a parte estrutural dessas enzimas é pouco

conhecida e vem sendo essencial para novas descobertas.
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genial adrenal byperplaga (CAH ) thar inpairs seerosda
geness m both the adremals and ponads (8-11)0 The
cinicz]l emfonanon of dasacl 3f-HED2 dodicicnoy
ringos from aii-lienyg m mon sak-loang forms i boch
scaes. In nowborne, 383- HSDY doficency resolos in am-
bigmiry of the coemal grrosia o gemeoc males, whilc
affioried femalos exhabic normal sovml differemiason or
parnal virilizasion  Drameng sdolescenoe, 33-HSDD de
ficicmoy resales in varable dogrees of vpopomadiem m
boes and hyporandrogeman (promamse pobanche and
hirayism} in girls. The nondacgeal foom of 3f-HSTH2
deficeney has been dowonbed in females wak hypean-
drogomiem, bor no HADES R moaions wo found in
thus: paicnes {12- 181

In the preson smdy we doscobe che dinicl and
malccular chamocmapon of 2 pancon dagposcd as
hanvang the classical form of congom] udnomal hyper-
ple=i (CAH) doe o SE-HSDR deficimcy. Mokecalar
amabysx of the FIEDSEY gone rovegied rhe bomonygons
CABRC A mismar mmEnon in codon 221 changmy
the profme o ginamne. Molocsbr kmmalogy modd-
ing of 3f-HSDE was perfisrmed. 'We nsed seqeenices of
throe-dimmsaral sTucmre derermaned by X-@y oy
allogrmphby thar sevwed 2% idonony with the pronzn
seqoence of 3f-HSDE. The propascd made] cmpha

oy Bron Enedoe el Mol 09 TEE4NE

Bructurl capech: of HEDET gees mudchors

mxes the omical impor@nce of the P22 resdoc on the
overadl 3f-HS2 onoymic micgricy and scoary.

CASE REPORT

The paoont is a Cancasian male child borm ar rerm af-
icr an nncvonifol pregrancy from 3 oonsangoinoeos
marmape. Ar birth he weighed 3.2 kg and his heighr
wa M cm. He was reformed o os for ineesigarion
of ambigooes gommbiz. In the fime cvalnagon, ar 22
days of &, kis height was 50 am, weighn was 185
kg he lad 2 3 om-long phalles and complox: fosion
af th labioscroes] flds with caly ooc palpabls gorad .
He baryoope was 46 XY, He had high somm lomels
of 170H PFregosrerane (W42 ng/ml — 285 nmod /1)
with ninrmal dosages of sedinm | 137 mEPg/L) and po
mimm (Gl mEg/L). Thos, disgnods of CAH was
senied poor weighe gain with a hypomarromic (139
mFny/L) debivdmnnon cpsode amocianod with. hyper-
kalomia 7.6 mEq/1.) ar 2 manths of 2ge. Laboramry
mnesogznan showed 3 DHEA /A DIONE moo of
175, [Hagnosis of CAH doc o 3f-HED deficcncy
wa considored. Thoreaficr, terapy wach glooocor-
coid Thydmeormeanc] and mincriocorocoid | fadm
comisonc) rplicement was cshlished bading oo g@in
af weighs and mormal growah @ee.

This s=dy was apprivecd by che appropoaec Echics
Communoes from che Suane Universsy of Campings { S3o0
Panlo, Baml) and infommed conscms were ob@ined
from the pacon: and b parenes.

Genpmic ONA was isolied Fom blood lewkooyres
msing smEndard wohniqpes. Prmers and  condinens
fior PCR amplficarion of the endire coding region of
the HSISRI gene were bascd on 3 pobSshed repor
(b} Munficd PCH prodocs werne sequonced in bods
e i angiscnse orcomoons osieg ARl PRISM
377 Anomamd DXA Scgoencer acconding o the
manufzcrener’s recommendacions | Applicd. Haowoys-
s, LISA L i
The throc- dmensicral soooore of boch momene §
and pamve 3{-HSOZ pmeoms wore modeled nang dhe
crysial arocmee af ¥esmone Fedocms: from Medinggs i
.;:'.-.L.:P:mnmmmmzmmi
a5 & romplare (1%} Modeds wene crmarod and validancd
v msing dofaal senings and panmoiers of the Swics
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Shruchacl cxpects of ASDIE2 gene mutaion

Model web-scrved software. The modded prowcin

strocures were produced and analyzed by weng the
web-based BlucSar STING software (20)

DNA seguencmng of the pagend’s HSD3B2 gene re-
vealed the homorygoes massense muanon p.P222Q
(CCA>CAA). Both parenes and has dszer were found
o be hawerozygous for chis momdon {Fgare 1A). The
nedeoade subsituton was confirmed by ar least three
independent PCR and scquenang analyses, in boch
that the probne ar reddoc 222 is highly consarved
among the mamsnalan 3f-HSD family, as demonsorar-
od in figure IB.

Serucieral sodies were carned our wwth boch
p-P222Q) and p.P222T muadans for comparison par-
poscs. Blast resalis for the naove human 35-hydroxys-
teroad  debydrogenase /AS-M-somerase showed the

vestitone reducase from Medicage sars L (PDB-ID
2P4H) as the most simelar strocrare with 2 score of
31%. Based on this sequence idouity, a three-dimen-
gonal ribbon model of human 3f-hydroxysicruad de
hydrogenase /A" A% momerase was constroced  nsing
the vestitone redoctase sequence as templace (Fagore
2A). The nbbon strocures for both nadgve and for the
wo differont 3p-HSD2 moants in residoc 222 dem-
onstrated a promincns side-chain groop for bath glo
mine and threomine as compared 1o the native proline
({Figere 2B and C). In addsion, the analysis of internal
conacrs (Fagure 21D, K, and F) showed thar the name
residoe Pro'® makes a hydrogen-bond wath Y254 in
mam chan and hydrophobic mueracoons wich Y224,
V220, and ako with Y254. The muated resdocs Gin™?
and Thr3? diminare the hydrophobic micracoon wath
Val®. In complement, T222 crwyme intcraces with
residoe Y254 by csmbishang hydrogen-bonds wath
the main chan and side chams. The domamn foemed

N

CAACCAAS TCT

AC ACTTCEC TTE

'

CAACCCAS TCY||ADACTIBOD TTO

B Mewsmpkmiins 5 A5 LM ssvalisty L] n o
PaetepodpeaMIDI2 S AS I M SSVGERSTY G LR 2
Mamwcda 02 S ML RS TGRENTA C AR 23
v saplees MEORRE S A S L M ssvagbiTy a (S
Pav ORI MIDEST S A S Y M SSVERRsTY L] [

MNococa maktic 5038 5 AG I M 55 1OREsSTY G LR

B arns WSSIR SAYMM TNHCEESRVY ¢ LR o

PO Mg ADRRE S VML NV TS s o Ak 25k

Mo mvceAs MI03S] T MA L CVTORESI A t n s

- . - L L R L .

"’l&ﬂ%im&mdmld:&m;’v e oA s2rmersios (black 2rmows) in Soth seree (o] and artmense
fgvg Uppupldsm;dsﬂsqmduhfnmqgm mdmod.‘ug bbwes pareks show b siders saqueece who is
Setsroypaus. (B) Custiw companiscn of the posfial amine acid sequences soersymes. Reside Poo™ s surked in o frad mow)
Jevico aod ndsqﬂd“ysrgcldunﬂexﬂmvhtdm&gbh 'JH mdr&mdwhmm

sedies in 33-H302 sroders are boesd n blee

m

Ao B Enciocsrol M, 20105473
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Shruchural cxpech of HSDNEZ gene mulchors

by rcsides 251-274, which = 2 region for sobstrate remarkable is thar the wild-oype protein prosents a flex
binding, domonstrates impormam structural modifica ible ram while both momant prowins show 2 f-shea in
vans when P222 is replaced by Q222 or T222. Most thes region (Figure 3)

Figare 2 {A) fitbon sracture of stive 33-HSD? fopn), the P22 resichue is denoied is sad. (B) Abgred ritton snuctsre of both tve and mutsts
3p-HSI2 demcrsating fhe prominent sice-chan group of the mutaat shreonire 0 de-chais g ne (bl (C) f

e rafve eruyre folue) and 0727 matnt srgyme {green). STINE sport STING solwase. The images show ins
contacts of peolire, glutorane, and $reonme on the sespective satve (), Q222 (B) and 1222 (F) amnymes: Lines dancte dlieren! interactions: sydnghobic
riecxchons (magesty); Sydsoges bord main chain-ran chan (rosey; hydrogen boed side chain-men chan (imon). Ss below eadh amice 25d 22
nizezal cnstaets i each amvno 0. By ookor repemarnts the cortadd type and its width sqpesszets the conkct rumber

4 ) A amd
j e he W7 (magesty) anc

dertfiad ix diferest colors wild-fype biued, 0222 [rec), 2nd

st pcless. Ssbarae brdiag domans »

e biading doraas

EELE sl AL EETERRTTT SRTT T

Ao Brax Endocrna Meb, 207 5478 i
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Pl 2220 mooonn kas drcady beon desonbed 2= lead
ing w & complore loss of 3B-HS102 2cwvicy (21). The
sovore form of 38-HSO2 deficioncy in the hamary-
poms pancne here meponed oonfirms 2 good cormclanon
genooype-phonoape for the momton. Thse findnps
sugges thar resdoe poonon 227 s imponam for on
TV 30Ty

Twn differoar waener mmEtions bave hom idemn-
ficd = codor 222, dependsny on the momed modeo
mdc bring locmed in the firm or m the wecond modor
mde of the codon {21-23). The e Tl mmusrersion
n the e nocleedde of coden 222 {CCAACA] lcads
1 the replacrmim of 2 prokne by o chreonane. The s
semer mrmoaninn p P22 T has been idendfied m an Fase
on Enmopean fomale meonace with dessic @b-losng
dizsorder (23], Wherms, the mamesongon ¢ 664058 m
the seennd nockeonde of codon 222 CEACAS oon
weres 3 profnc 1o 8 glommine. The seismwer. mumsnon
. PR220) fux beon provionsly idemfied m v Algenian
siblimgs {22}). In the Brarilian popolagan the p PRIIC)
mmamEmnn W foond in owo sisoos in compoand he
rozygoss with the pGEME mommon (34) and ina
homoeygoms make padene wich the siv-losing foem of
3f-HS12 defidenoy (25). The cise dicscribed hore s a
Brarilizn malc wich rypical clirgcal feamres of clasical
Ap-HEDZ? deficionoy who & 2o homoeygoos for duw
p 2220 momoon.

hioah mnomons on P2171 nesidoc sbolbed the
F-HED2 acoviry as domensaromd by in mine sy
22,23y The smpormnce of this roddoe s oidmeoed
by the facr thar therendoe is predioed oo be within the
mombanc-greEmning damain segpeding 4 pooove roks
uo the olomar folding paoem of the emayme (2). In
addininn, F222 resdoe is docaed adjpeont m che sab
mrsie-bimding, dormain being, highdy comserved m dhas
pandcolar postion (26). Alhoegh both p FI2M) and
p-PREYT muzramans render che 33-HED2 cneymee with
no deroizhlc soiviry from the scroonsmal poine of view,
thoy probably do m doc w dfferon offoos, Mowszn
andd cols [21) ropon thar p PERI0) ooyme did mox
thar the absenor of onaymanc scoiviny was probably dse
o alierzdons @t caadydc acoviny of che conyme,
soch as significan: changos im the avhsmmare -binding, do-
main irroddneed by the presenoc of glommine in codon
1 211 On the oubeer band, p P2EET oneyme shivwed mis
¥ derecable dgml on Wesm bor despice mBNA pro-

b i

PR

docdon, smggesing 3 wally ansmbdc proain (23], [
was cursidored cha che sovore insmbibny of the oneyme
was. the main dernmenm] mochanism thar profoundhy
decremsed 3 HSDZ arhvey (23} In order o obeain
mwedl mitrmanon comocreang, the soocnerc-Mmnccion
rclugionehip af 3f-HS moon onanes we char-
acrorred the fimconeal sgnifimece of p 2220 and
pF222T amino’ add meplacomenr m onEymEe oAy
bw molernlar modcing the p PE22C) and p. FR22T on-
rymos. To prodoce 5 three dimenssonal modcl mefisl
for imerprenng biochemsral dam and for proposineg and
icming mechanisms of scoon for cthe 35-HED2 prowin
a maoidd should be oinained boed opon 3 procdn wah
an already remlved crpsmllographes oo To solecr
mch 3 modd, ore paramencr was thar the fold of the
proucins shoold be embar enoogh so thas miorgy of the
modd wonld be minimal {27-29). To ceablish giom-
tannos among, candidare scgoomees the blas dgnnthm
(hope #/blasr pobionlmomih gov Bhsrogi] wes moed.
‘The three-dimemnsiomi sroomme of boman pe | 28-
HEDyisomenae wes modoed bofre asing, the cryssl
srocmore af U -geboces: 4-cpimeree fom £ ol
empdare, n croeyme with 30 pvorall seqoencr idenming
{30} Horwe ooserd che vwostionne nedioomes. seqoonoe
from Medicgee senivs: | 2s wemplane for a2 modd of -
man rype 2 3f-HSD isomerase m anahvee the effoo of
I in the proocin scgoomoc

The consequence af amino acd rplicoment om
3f-HSD aomicy can be mitred according e che e
chemecal proporzs of cach aming acd. Fro@nc bas 2
non-polar side-chain and & bydrophobic, oonding m
closerr with acher hydmophobac residoes on the madc
of the procom. [n addicon, proline is 2 dgid amene sdd
due m the covalene binding, of i Sde-chain with the
nimogen man-chain As 2 comeegoomere of this anigoc
cyclic side-chain, prod@ine has 3 signsficene offoor opon
ihe gromooy of the backbone chan and als deropes
any regalar rpoanmg sroonere of the chree- denension-
al copformurinn of pofypepode. Indecd, probne can
2t 2 2 urucmmal dempeor for e-helices and 25 3 mm-
g poin in f-shoos. A oherred infigene 2R, rekdoc
Pro222 i the S3f-HST2 oo is locared on the cdge
borwren an m-hdiee and a fsheme 'When changed 1o
gimmamine or chroomne the frsheer & memaincd show
g char boch variztions impose on the prommn a drsoc
condisrmmaninml changr in cthis regron. Bosh gin@mne
hydmiphiic residoes, doseening on e oomde of pro-
rwing. The dimina biechomicl properss of pro@ne,

ey B Encincerd Misio®:, NS0

123



plmmminc, and thyonnine dicmic the poiadve incorac
s af chese amann acids with other sormooniding rod-
doos, 25 summanred @ Ggare 2.

The mmmant residoms (3223 and T2 soppress Ty
drophobic ncommion warth YVE20, nommally obsorved
for P2XE. As dhersc differcnces’ in thr seroomme of ros
doc 222 cgn affec other megsons of dee proocm, analy-
sis of the subarsc-hinding and membmane-spannmg
dommins was pedomed (126} No change m e
membrnc-spanning doman |des nm shown) was
vbscrved. However, mndificarions in one sobstrare
bimling region wore pbecrved. The 251-274 domsin
in 3233 amd T22? mome promon pooscres 2 f-sheer
canformason, whike the wid-oype bas 2 flexsble mm
minx anly reo sobsraee - bmding, regsom, nosidses 176
| Bt and 251-274 (24, thex result segpess char redine
1IN i provom aroviny s mamly doc o an impsirme
off spbarree hinding Femally, the narve residoe F222
appars o be cecndal for the hydrophohic sofaces
on thir paricolr posodon of the croyme. Mooy,
it speme 1o csizblish . specific reddoc moorscrions. thar
st be oridcal for the 3§-155002 ooy o achieve
the appropnar conformamnn for s cnahc aovine

In symmary, this sady bas provided forcher
sight amconing che somone- fisnorien rehonrsbey of
af- H512 mmmanes. Malocolar bomalogy modeling: of
the mumne 3F-HSED? showed ponmn gal roles foc mase
cd resideses. Theee findirgs have emphasized codon 222
1% an mmpormEne resdne for camlfyne soovicy of cthe m
wymc and allerwes o oy corelare with biochemsol dam
provicnsy repareed {230 Moreover, nesn be concloded
thur srocroraf snabyes provides addinanad maghe m dee
nnderranding of ooy somnn and consequeency, i is
am imponant el fior gonoaype-phomooype oorrcamon.
Actrnemiedasmens: The anhon wonkd Bke =0 dank Comssisag
HNahod de Desemolvimenn Cmpfco @ Termakdgion | Bl

and oo de Ampan 3 Pespie do Faaido de- S50 Pamio
Ex zancid weprore. We wooid aba ke o mensdon Empresl

Brllers e Frsquia Apropectin S¥ iEowiny o5 1o o thelr
[T Bicilts
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Abstract: The steroid Se-reductase nype O enmvimes catalvzes the comversion of tesnsterone

(T} to dihvdrodesipsterons (DHT), and its deficiency leads to undemvinbizion o 45 XY

indivaduals, dus to an impairment of this comvesion in geniil dsmes Moleouiar anabvsis

in the sterold So-reductase vpe I pene (SRINAT) was performed in two 2600 femals
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pGlnl MSATE Dussenze mumen which esulzs fom te CEA = CAA moclsobde
mubhstituzon. The molscular result confimmed chinscal diasmesis of 26 XY diserder of s=x
developmen (DAL for the older sister and dizeced the IDvestizacon 1o other fapmly
memifers. Shadies on SEDSAT protem stachurs shawed severs changes at WATDPH bindins
ragion mdicatne that sractural madsline analysis can be mseful o evalaate the delaterios
role of 2 pmfation a5 causing Se-reductass npe I enryme dafickency.

Kevwords: SFD3AT d=ficiency; IRDNNAD ene muomtons; stuchmal analysis

1. Introducton

The comversion af festosterons (1) 0 So-@hyvdneestosterone (DHT) mediated by Se-reductase nype
I emryme is an essential process for the normal semal differentiation|of mals extemal genitalia duning
fefa] hife [i].

The dacrease in the DHT symthasiz due fo mutiions m the So-reductase type I gene (SRDGAT
results in & disarder of sex development (TISCH in individuals with 26,30 karyonpe [2-4]. DHT is the
most potent andregen responsible for vinbizton of the exiemal zendalia 1o embrvesdc Bz as well as
for prostie differennafon and inbzaton af pubermy. At beth, 46 XY afeced indniduals may exhibin
zenifal ambigaity or femals genifaliz bat, genemily, nonms imfernal reproductive smacnaes [3-8] In
some cases, affectad ipdihviduals are reated as females that will present spemiapsous vinlizatboo at
pabery [7]

The SRDGAD zene iz locaied af 2p23 and comprises fve exons separated by four ioens ocomyins
approkimately & kb of zenomic DA The codng sequence i3 tramslated into & pobypeptide of 234
amning acids The protsin presents a testosterans binding domain and alse 3 NWADPH coafactor-hindins
domiain in the N-termnal repon. Muftions thet affect the testosterons bindmz remon are located In
pitber enen 1 or 5, whils mistations affectns the NATPH binding ate nwre mmenos and gensmally
map within exon 3 and 4 [10.11]

In the mresent stady, we have idenbfied the p.(Ginll8Arz homwzyeou: nuhiaton m exon 2 of
ERID54Y zeme motwo 45 50Y affected siblines riced as fapales. The SROT4? malscoiar diapness was
mnpostant in dis famdly io ensume an early idsuffication of the ensymatc deficiency m a younser sib
and o offer further aporopmiare madical and psychological support.

1 Eesahts and Dizcnssion

After studyine and analyring the SEDI42 sene in case 1, the cliniral suspicion of ja-mduckze fpe
[ daSciemcy was confmed. The patient was informed about ber diapmosis and about the possibifioy of
gendar reassizmment. She was asked fo bnng har 10-year-pid sister, wiw had oot been dinprosed vef,
ta be evaioated

All fve IRDIAY exons were amplified by PCE for both patiemas. The molacular analvais revealsd
the CAA = OGA nuclestide substitmion @ the exon 1 (Figae 13 It i comsidered w0 conmletely
macimvate the ensyme cansing 3 dastic decrease io oz half-life when mapsfecied mio mapmalian cells
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i witrg [EG, 12]. This mustation kad been previeshy described in Brazifian, Portapuese French Spamish
(rerman. Belerom and North Amencan patients and, in all cases, 5 was assodated to severe phenotype of
SRDEAT deficiency [1.5-10,15-18] Hackel or 2l [3] desorbed the compoumd heteroryeosity for this
ot atson in four Brasilians patiends.

Figure 1. El=cropherosram of part of exon 1 (A) Homaozygows CAA = OGA nocleohda
change n coden 116 Edenrified n patent 1. (B) Mormal CAA sequence in 2 comrol
mdivadual; (C) Multiple ammo acid aliznments with boman SED3AD, hapan SED3AL
iseenzvine and enrymes of veriebmte animal:s” ortbologs. The slutamine residue (Q124)
is shaded The UniProt accession menbers for So-reductase profsin sequences ars:
Homeg rapiere (SED3AY: P31213 and SRD5AL: PIE405), Marore frcicwiarss {(SEDSAT
Q28302 and SED3AL: G280}, Sus serofty (SRDAAL: O18765), Mus musenhr (SRESAL:
QOeNe0 and SEDIAL: QGEFFY). Rarur menesicus (SEDAAD: PI1214 and SRDSAL:
PMO0E), Bos smewr (SED3AL: ASPISY), Daiie revio {S-F.PSAI: ASPMIT) Oryoias
iazper (SEDZAL: ASHLSL), Temgpus rapecalis (SRD3AL: QADFLS).
! -
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Figare 1{C} shows thar Q126 residue is conserved in mmans for both SEDSAl and SRD5AT
poforms and also for profeins of several ver=brate anine] orthelogs. Therefore it is locatzd in a vary
conserved region of the prodein saggesting that this residus is very important for enrymabic serachare
and activity.

The teologecal mrporance of p.Ginl 264z chanzs upon the sroomre of the enryme was Imvestizasd
by modeling the pmnt ensyme and compenng it o H= nafive form Becanse the crystallosraphic
structurs of SEDAAD &5 not resalved vet we wsed Blast alzonthm to search for a sinmlar stochoe to be
used I modeling anabyvsis [19]. Aromd 307 sumadanty 15 usoally required betwesn sequencas to obian
a reliable smoctural modsl [30], therefors the baman hiver Sf-redoctase (AERIDI) (PDB ID- 3G1R-
chan A} that presented a similarity of 28 9% was chosen. since there was no other aystalographically
resolved protem with bizher somifarty. The ARF1D] 1s 2 buman sterced 35-mductase and belonzs o
the aldoketo redactase fanily [21]. It is imvedved m the bile acid hiosynthesis and also pantscipates in
the 1matial step of steroid bormone metabolism In humars, sterodd So-reductases [(SRD3AL, SEDSAT)
and steroid $f-reducmze (AERIDIL) act to yield the comsspending 5o- or Sp-dibydrosternids,
respectvely [1,27]. The moedsled structure indicated that p.Ginl28Arg &5 located within an infernal
region of the proten near the NATPH-tinding regron (Fimumre 2{A)). The NADPH-byndins domam in
SEDSAD comprises residues R143, RI71, P1E]L. B3, W193, G196 and FI246 [10]. Observing the
stactiral modsl, those amine acids are organized as a pockst to receive MADPH (Figare I(A)
Drifferent interactions werz shown for esther Q124 natve msidoe or B12§ nusfant residues when
comparing meernal coptacks (Fimmes 2(B-E)). Hydrogen bond interactons with Q82 (main cham—
side chain} and with bod 1131 and L130 (main chain-—mamn cham) were mainined m both nagve and
mutant proteins, whereas the aromasc interaction with Y131 was abolished and two different
mteracmons with NI22 [ome bydrophobic and other bydrosen bond main chain-—side chan) wers
establiished in the pnmant In additon the RI26 numfant residoe demonstated three differsnt imfermal
Imferacisons: an aropetc stackme with Y129 and two hydrophobic inderactions with A134 and C133.
Either natve of msfant 124 residue in SEDSAT profein are Hrked throagh 2 Bydrogen bond to (G182
residue which is lecated within the WADPH-bindms site repon. Howsver, the new hydrogen bond
mreraction between Al34 and R126 nmtant residue pught affect the structure of MADPH-bindins
domain by disniping the nathve meeracton berween Al34 and G182 residues (Fimares NF,G)) and
creating navel hydrophobic interaction between (182 and 1180 residues (Fipares 2(H I})
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Fipure 2. (A) Modeled structare for the wild-type human Seseductse fype I enzymes:
126 pative resitue &5 denoted in red and WATPH-Dinding site residues are ilhismated m
prear (B) Part of the modeled SEDSAT smocure showing internal cootacts for (124
native residue; (C) Graphical representation for intemal comtacts of Q124 residue; (D} Pant
of the modsled SEIGAY smaciure showing meemal confacs for B126 mumant ressdus;
(E) Graphical represanfation for fnfemal comtacts of 11§ ressdus; interactons with
different residues (Al34, C133) are created, one interaction is suppressed (Y 131) and two
different interactons are establishad with W122 msidue; (F) Graphical representation for
imterma] comtacts for Al34 residue m the mative protein: inferactons with G184, QL2 and
PlO6 are observed: (G) Graphical representyton of mrermal contacts for Al34 residoe
in the mrant proter the mowel meeradion with Rl is obssrved: (H) Graphscal
representation of mierma] comfacts for Q152 reside m the patve protein; (T) Graphscal
represenfation of ntemnal contacts for CGIED residus in the mustant protein: 4134 mbsracton
15 abalished and a new comtact with [120 i observed Colored Imes represent differsnt types
of meeractions: black = mam chaim-—main chain hvdrogen bond: bloe = side chain—maim chain
hydrozen bond; red = side chain—side chain bvdropen bond. gy = aromatic stacking:
green = bydrophobic mraaction
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Those mesulis mdicate that pGin] M6Ars mustation probably modife or abelish Se-reductase Gpe I
enryms ActvHy by preventing WATDPH bmding.
4. Experimental Section
7.1, Patents

A 17-vear-old patient (case 1), reared as a gZirl, was referred to us fo muestizate vinkization by the
fime of poberty. She was bom 2 term afisr an ureventf] presmancy and neemal delivery. She was the
first child of copsanzaineon: parents (first counsime’; there wers 3 paternal and 2 maremnal half sfbs,
2 sisters and a brother Accordins to the padent, an wimsomd of ber 10-year-ald sister {casa 1) revealsd
absence of uierns. tharefore she was also suspeced wm havs sex ambizuery (Fizure 3.

Figure 3. Famaly pedizres

YT Y [ ¢

008080«

; F 45T
E={p.Oi3MR] E=(panEi6)

(o plysical ewamviraeon, ber weizht was 55 kg and beight 175 cm She exhibited an 8-cm phalius
with chordes; a single penneal openins; mo vaznal imiroifas, lablescorotal folds were fised, pigmented
and enmizated: and 10 o’ tests were both palpable—the nght was m the memnal resfon and the left
in the labéoscrotal fold Addmionally, she kad a mals dismintion of pubic hair, facial hair was absent
and rhere was oo treast development. She demeonsmated a pale gendsr bebanvior and considersd harself
a5 homsosemml

The patient Earyofype was 46 XY, Upon pelvic ubimsmmd. weras was absent and prostaie was also
pot detected. Hormona] exaiuation showed alevated F5H (14 TUL; pormal male manze (WE) 1.5-12.4),
slightly edevated LH (8.7 IUL: NR 1.7-8.6) and normal tofal testosterone (1349 ne/ml; NRB.8-27.00,
and free festostercne (3 peml:; WE 18-21) levels, with low difrrdrotestosterons level (0.3 ngml.
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WE 05219}, and hish restosterons’@hydrotestosterons a0 (435 NE < 10} After 15 momnths of
folkow-up with pavchelogical aupport, the patient requested sex reassisnment i mals.

The patient’s sister {case J) was 11 vears old when first exammed by uz Om physical examination,
Beer weight was 323 kg and height 143.6 cm She exhibited a I.5-cm phalfus with chordee. 2 singls
perineal opening and oo vagnal inreirs. Labioscrotal folds were not eomagated or pizmeented. and her
gpomads were nof palpabls; there were no sizns of puberial development. Her karvonyps was 26.KY,
and barmonal evalmtion revealed prepaberial levels of FSH. LH and fesiosterone.

When she was 125 yvears old ber phalhs measored 4 cm and pubic baar was on Tapner saze 1A
few pwmths later, hormonal evaloation revealsd pabertal tevels of FSH (7,75 TUL), LH (53 TUL),
and total (9.6 ngml) and fee festosterone {385 prml), low dibydrotestosterons lewel {002 ne'ml)),
and high testosterone’dfirpdrotestosterene mio (4200 The zomeds were mof seen upon pehac
lmasoind When she was [ast seen Iy us, af 13.5 vears, her phallus meazired 3 cme and pubic har was
on Tanrer stage 3.

Ag zpon a5 the diaznosis of S-alpha-redaciase fyps 1 defciency was confirmed. a careful appmach
m:m&rmﬂmz:phmtarmmﬁﬁmwﬂchmﬁmmdbyha#wdaﬂgaubmnwﬂmgmﬂg
on with ber older sister, Since then, she has been followed Ty a specialized psychelogist who has
evahuzied ber persodically for her mmdsrstandime and adaptine to male gender. At the beginnimz che
revealed interest m siuations which are secizlly viewsd as male activities. such as playinge soccer with
bovs and satchine action movies, and wsmg clothes which were not oypically famale, althoush at firse
she did not see hersalfas amale At fhe present she exbabits overty male bebavior.

3.2 Methods

Genomsc DA was ohiained from peripheral hiood iy prodeinase Fopheno] exmacton method SROGED
pene moleruiar anabysis was performed by PCE anplificaton of the Sve swons (Table ). PCE products
were directly semuenced usimz Biz Dwwe® Temmmimator Cycle Sequencing EKir V3.1 Eeady Feaction
(AR PRISMPE Biosystems]. Sequences were obmned in an ABL 370 Sequencer (ARI PRISMTPE
Bipsystens) and were coupared o the SRDG4Y pommal sequence (EMNSEMBL—ENSEOM0E031T)
using Chromas (redoced version-free software) and CLC Saquence Viewer v.6.0 (fee softoare).

Table 1. Promers used for PCE. and saquencing of the SRDT4D sene.

x p Ta* Fragmest size
Exon Forward Primer Reverse Primer Q) b
1 GCARCEGOOCACCGEROGAEEAACA  TGERACGOOGERAGCAGEGECAGT 56 il
1 CAGTGAATOCTAACCTITOOTOOE THEATAGCTEEGAAGTAREIEEAE .3 ¥ 5
E AAGCACCACAATCTGEACACAT CTOCAGERAACAGTEAGAGTCTE: LS 203
4 CAATCATTCACCTTICCCATICITE  GITIGEAGAAGAACARNGETACET 43 5k
5 TCAGCCACTGETOCATTATATITA  TTGACAGTTTTCATCOCAGCATTICTS  §4.5 71

* Ii= ammealing temperabies wsed in PCRs.

Theoretoal smacture of ran Sa-reductss type I has been modelad using npnan liver 53 reductse
(AEFIDL} (PCB I 3GIR- chain A4) as tenmlats The model: bave been created and validated by defnii
sarongs and parmmeters of the STWT55 MODEL web-served program. The modeled progsin smocre was
podiced and analyesd by the web-based progam BlusSias TING [13].
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4. Conclosions

The present molecular myvesfizaton collabomted i padine the diapnosis of deficency
Sa-rechaciase rvpe I in & family. The molecuiar analysis provided addifiered support for the peychosndal
male onenfaten for both female affected siblings that m the case of the oider sister, had been defined
even before the diagposiz Therefore, the iepoficamon SRDG4Y pene pmiaboms conmssed o
condmung the diamnosis and proveded an carly dizmnesis of a noo-syopoomatic affecied member in the
fmity. Additienally, the smucraral apalvsss of the nunated protem demonstrated o be a usefl and
mexpensive ool fo evalate the deleferions mole of a oufanon 25 a cause of the deficiency of
Jo-redhctase type I enzyme
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