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RESUMO

xix



Em seres humanos, a determinaciio do sexo masculino di-se pela presenca de um
cromossomo Y que, por meio da expressdo do gene SRY, fard com que os primérdios
gonadais se diferenciem em testiculos. Além do SRY hi outros genes envolvidos na
determinag@io e diferenciaciio masculina, tal como o WTI, que codifica um fator de
transcricdo do tipo “zinc-finger”, essencial para o desenvolvimento gonadal e renal em
mamiferos. Sabe-se que mutagGes germinativas do gene W7 estio relacionadas a formacéo
de tumor de Wilms, disturbios da diferenciagdo gonadal e malformacées geniturinarias,
encontradas nas sindromes WAGR, de Denys-Drash e de Frasier.

No presente estudo avaliou-se a presenga de mutagdes no gene W71 em 11 pacientes
pré-paberes com ambigiliidade genital, caridtipo 46,XY e disgenesia gonadal parcial, dois
dos quais com diagnostico clinico de sindrome de Denys-Drash (SDD). Em todos os casos

foram excluidas alteragGes moleculares no gene SRY.

Os dez éxons que compbem o gene W7/ foram amplificados por PCR, em reacdes
independentes, utilizando “primers” que flanqueiam essas regides, em amostras de DNA
genbmico. Utilizou-se a técnica de SSCP como método de rastreamento de mutacdes nos
produtos de PCR. AlteragGes de padrdes de migragdio foram observadas apenas nos
fragmentos correspondentes ao éxon 4. Devido a baixa sensibilidade (33%) do SSCP no
presente trabalho, realizou-se o seqiienciamento manual dos produtos de PCR de todos os

pacientes, com marcacio radiativa ([a~33P}-ddNTPs).

O seqtienciamento revelou a presenca das variagbes -7ATG T>G, IVS4+85A>G e IVS9-
49T>C e de duas mutagdes silenciosas no éxon 1 nas posigdes 126C>T (P42P) e 163G>A
(P54P). Apenas em um dos pacientes com DDS encontrou-se uma mutaciio “missense” em
heterozigose no €éxon 9, em 1186G>A conduzindo & substituico do 4cido aspértico por
uma asparagina no aminodcido 396 (D396N). Essa mutagfo ja foi descrita na literatura,
sendo compativel com a manifestacio fenotipica da SDD. Verificou-se que as mutagdes —
7ATG T>G, 126C>T e IVS9-49 T>C correspondem aos SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) rs22345802, 151799925 e rs1799937, respectivamente. As substituicdes

IVS4+85A>G e 163G>A ndo foram descritas até o momento.

Resumo
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Os resultados do presente trabalho indicam que ndio ha envolvimento de mutagdes no gene
WTI na etiologia da disgenesia gonadal XY com ambigiiidade genital, na auséncia de
anomalias renais. No entanto, a investiga¢fio molecular do gene W7/ deve ser recomendada
nos individuos com disgenesia gonadal ¢ anomalias renais, uma vez que a identificagfio de

mutacbes do W77 tem importancia progndstica, quando considerados os riscos para tumor
de Wilms ou nefropatia.
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Male sex determination in humans depends on the presence of one Y chromosome, which
by SRY gene expression leads to the differentiation of the gonadal primordia into testes.
Other genes are involved in male sex determination and differentiation, such as the W71,
that codes a “zinc finger” tramscription factor essential to the gonadal and renal
development in mammals. It is known that germinal W7/ mutations are related to Wilms
tumor formation, gonadal differentiation disorders and urogenital malformations, which are

seen in the WAGR, Denys-Drash and Frasier syndromes.

In the present study, we evaluated the presence of W7 gene mutations in eleven
pre-pubertal patients with sex ambiguity, 46,XY karyotype and gonadal dysgenesis, two of
them with clinical diagnosis of Denys-Drash syndrome (DDS). In all cases, molecular
alterations in the SRY gene have been excluded.

The ten exons of the W77 gene were amplified by PCR with primers flanking these regions,
in separated reactions, from genomic DNA samples. The SSCP technique was used as
mutation screening method. Alterations in migration patterns were only observed in the
exon 4 corresponding fragments. Due to the low sensitivity (33%) of SSCP in the present
study, all PCR products from all the patients were manually sequenced with [o->"P]-
ddNTPs.

Sequencing reactions revealed the presence of variations at -7ATG T>G, IVS4+85A>G and
IVS9-49T>C, and two silent mutations in exon 1, at positions 126C>T (P42P) and 163G>A
(P54P). Only one missense mutation (1186G>A) was found in heterozygous condition in
the ninth exon in one of the DDS patients, changing the predicted amino acid in codon 396
from aspartic acid to asparagine (D396N). This mutation has already been reported in the
literature, and is related to the phenotypic manifestations of the DDS.

The -7ATG T>G, 126C>T and IVS9-49 T>C mutations correspond to already described
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) under reference numbers rs22345802 rs1799925
and rs1799937, respectively. The substitutions IVS4+85A>G and 163G>A were not

reported until this moment.
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The results of the present work indicate that W7/ gene mutations are not involved in the
etiology of 46,XY gonadal dysgenesis with sex ambiguity in the absence of renal
abnormalities. However, the molecular investigation of the W7/ gene should be performed
in these patients with gonadal dysgenesis since the identification of W7/ mutations has
prognostic significance, considering the risks for Wilms tumor or nephropathy.

Abstract
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A primeira etapa da diferenciagio sexual humana ¢ a determinacio do sexo
cromossdmico, que se dé pela fertilizag8io de um ovulo, portador de um cromossomo sexual
X, por um espermatozéide, que pode ser portador de um cromossomo sexual X ou Y
(MOORE & PERSAUD, 2000).

Até proximo de sete semanas apds a fecundacfo, o embrifio formado é um
organismo bissexual, ou seja, capaz de se diferenciar em um fendtipo masculino ou
feminino. Nessa fase do desenvolvimento embrionario € impossivel avaliar
microscopicamente se o embriio tem predisposi¢do masculina ou feminina. Verifica-se a
co-existéncia dos primordios dos condutos genitais masculinos e femininos, que sfo
representados por dois sistemas de canais bilaterais, os ductos de Wolff e os de Miiller, e

dos rudimentos da genitalia externa (Figura 1).

O passo seguinte para a diferenciagio do sexo em masculino ou feminino,
depende do sexo genético do embrifio. Na dependéncia do sexo genético, tem-se a
diferenciacio das gdnadas em ovérios ou testiculos, sendo este evento considerado o pivé
da determinacfo sexual, pois a diferenciacfio dos genitais internos, do seio urogenital e da
genitilia externa serdo apenas eventos secundarios, dependentes da producgio de horménios

produzidos pelos testiculos ou nfio produzidos pelos ovarios (JOST et al, 1973).

Até os dias de hoje a designagfio mais usual do sexo no ser humano da-se pela
visualizacio dos genitais externos. Havendo a presenca de genitais externos masculinos, a
conclusio € de que se trate de uma pessoa do sexo masculino, ¢ quando ha a visualizacfo

de genitais externos femininos, a pessoa seria entdo do sexo feminino.

Introducdo
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Génada

Ductos de
Mitler

Ductos de
Wolff

Seio urogenital

Auséncia HAM
Auséneia androgenos HAM
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Figura 1- Diferenciagio sexual em humanos a partir dos primérdios indiferenciados.

Adaptado do site hfim/fwvwsy honkinamedicine. ora/s dintricendocrinclogy/intersen/sd? himl
p
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1.1- DIFERENCIACAO SEXUAL MASCULINA

ApOs a diferenciagio das saliéncias gonadais em testiculos, estes serfo
responsaveis pela regressdo dos primordios do trato genital interno feminino, por meio da
acdo do hormémnio anti-miilleriano (HAM), produzido pelas células de Sertoli a partir da
sétima semana de gestacdo. Além disso, cada testiculo ¢ responsdvel pela destruicio do
ducto de Miiller de seu lado pela agfio paricrina do HAM (MACIEL-GUERRA &
GUERRA JR, 2002a).

As células de Leydig, presentes entre os tibulos seminiferos, produzem
testosterona a partir da oitava semana de gestagfio. A testosterona por sua vez estabilizara
os ductos de Wolff, permitindo posteriormente sua diferenciacio em epididimos, canais
deferentes, vesiculas seminais e ductos ejaculatérios (MACIEL-GUERRA & GUERRA IR,
2002a).

Parte da testosterona produzida ¢ convertida pela enzima Sa-redutase tipo 2
(SRD5A2) em didrotestosterona (DHT), um andrégeno muito mais potente que a
testosterona, que fard com que os rudimentos dos genitais externos se virilizem entre a 9° ¢
a 12° semana de gestacio (MACIEL-GUERRA & GUERRA IR, 2002a).

1.2-DISTURBIOS DA DIFERENCIACAQ SEXUAL

Existem distarbios que afetam a determinacio e (ou) a diferenciagiio sexual, o

que impossibilita a defini¢io do sexo apenas pela visualizagfio dos genitais externos.

Segundo GUERRA JR. & MACIEL-GUERRA (1999) relatos de casos de
intersexualidade na humanidade existem desde a mais remota antigiidade. Foi com o
desenvolvimento da anatomia patologica (séc. XVIII) e da microscopia (séc. XIX) que se
tornou possivel o aprofundamento dos estudos sobre a intersexualidade. Entretanto, foi
somente a partir do século XX que se iniciou a elucidagéio das etapas embrioldgicas e dos
genes envolvidos na diferenciagio sexual, assim como das causas responsaveis pelos

distirbios da mesma.
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A classificacBio mais pratica desses disturbios é baseada nos aspectos clinicos €
laboratoriais, sendo assim constituida (GUERRA JR. & MACIEL-GUERRA, 1999):

a) Distirbios da Diferenciacdo Gonadal — distarbios na diferenciacio das
gbnadas, podendo haver ambigiiidade genital.

b) Pseudohermafroditismo feminino — individuos com caridtipo 46,XX, com

ovérios ¢ virilizago dos genitais externos em graus variados.

¢) Pseudohermafroditismo masculino — individuos com cari6tipo 46,XY, com
testiculos e deficiéncia ou auséneia de virilizagdo dos genitais externos e

internos.

A seguir, serfo abordados mais amplamente, os distirbios da diferenciagio

gonadal que levam a disgenesia gonadal.

1.3- DISGENESIA GONADAL

O termo “disgenesia gonadal”, € geralmente utilizado para descrever uma série
de condicdes clinicas nas quais o desenvolvimento das génadas fetais ¢ anormal (MACIEL-
GUERRA & GUERRA JR., 2002b).

Os individuos que apresentam disgenesia gonadal formam um grupo
heterogéneo, apresentando os mais variados padrdes de morfologia gonadal, diferencas no
desenvolvimento somatico, na constituiciio cromossbmica e na expressdo familiar. O que
estes pacientes tém em comum € o desenvolvimento completo ou parcial dos derivados
miillerianos (vide, por exemplo, MACIEL-GUERRA & GUERRA JR., 2002b, entre

outros).

Os individuos com disgenesia gonadal podem ser divididos em trés grupos, a

saber: pura ou completa, parcial ou incompleta ¢ mista.
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a) Disgenesia Gonadal Pura (DG)

Segundo GUERRA JR & MACIEL-GUERRA (1999) e MARQUES-DE-
FARIA (2002b) os individuos classificados nesse grupo apresentam as seguintes

caracteristicas:
1. ambas as gdnadas sfo disgenéticas,
2. 0s genitais internos e os externos sdo totalmente femininos,
3. hipogonadismo hipergonadotréfico,
4. nd3o se observa baixa estatura, ou outros sinais da sindrome de Turmner;

5. a etiologia pode ser autossOmica recessiva, por mutacdo no gene FSHR
(receptor do hormémio foliculo estimulante) (AITTOMAKI er al, 1993),

recessiva ligada ao X, autossdémica dominante ou alteragdio do gene SRY;
6. e podem apresentar caridtipo 46, XX ou 46,XY.

Todos os individuos pertencentes a este grupo sempre apresentam gonadas “em
fita”, ou seja, nfio ba diferenciacio em testiculos ou ovérios. Nos individuos com cari6tipo
46,XY, que possuem DG, as gbnadas “em fita” geralmente sio constituidas por tecido
fibroso e estroma do tipo ovariano. Segundo BERKOVITZ ef al., (1991) isso ocorre
porque, na auséncia de determinagfo testicular, as gbnadas desenvolvem-se em ovarios,
mas sofrem degeneraco devido a falta de um segundo cromossomo X. Nestes casos de DG
pura com caribtipo 46,XY hid alto risco (20-30%) de malignizacBio gonadal
{gonadoblastoma e (ou) disgerminoma) {VERP & SIMPSON, 1987; LUKUSA e al, 1991;
GOURLAY et ai, 1994).

b) Disgenesia Gonadal Mista

Segundo revisio de MARQUES-DE-FARIA (2002a), este grupo se caracteriza

por:

1. gbnada disgenética de um lado e do outro um testiculo, geralmente

rudimentar;

2. caridtipo usualmente 45,X/46 XY
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3. freqlientemente ocorrem sinais da sindrome de Turner;

4. em geral ha ambigiiidade genital externa e mterna, sendo observada a

presenga de derivados de Miiller;

5.e cerca de 10 a 20% dos casos desenvolvem tumores gonadais,
especialmente gonadoblastoma, disgerminoma e (ou) seminoma (SCULY,
1970; VERP& SIMPSON, 1987; GOURLAY et al, 1994).

¢} Disgenesia Gonadal Parcial (DGP)

A disgenesia gonadal parcial é uma variante da disgenesia gonadal pura XY. As
caracteristicas que este grupo apresenta (BERKOVITZ er al. 1991; GUERRA IR &
MACIEL-GUERRA, 1999; MACIEL-GUERRA & GUERRA JR, 2002c; GUERRA JR,
2003) sfo as seguintes:

1. ambigiiidade genital interna e externa,
2. diferenciagfio gonadal incompleta;
3. e caridtipo 46,XY.

Neste grupo, a gravidade da disgenesia gonadal afetara diretamente a producio

de testosterona ¢ de hormdnio anti-miilleriano.

Segundo SCOLFARQ (2001) e SCOLFAROD ef al (2001), a histologia gonadal
¢ varidvel, sendo constituida freqiientemente por tiibulos seminiferos pouco desenvolvidos,
rodeados por estroma do tipo ovariano. O diagnéstico destes individuos pode ser feito ao
nascimento, pois apresentam genitdlia externa ambigua (Tabela I}, sendo importante

diferencia-los da disgenesia gonadal mista.
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Tabela I- Desenvolvimento normal X Desenvolvimento andmalo na Disgenesia Gonadal

Parcial. (Adaptado do site http://www.hopkinsmedicine org/pediatricendocrinology/intersex/sd2 html).

Desenvolvimento Feminino Disgenesia Gonadal Parcial Desenvolvimento Masculino
Normal Normal
XX XY XY
Ovarios Desenvolvimento parcial dos Testiculo

Nao hd produgiio de androgenos

Ductos de Miiller

Nao ha producio de HAM

Genitdlia interna feminina

Genitalia externa feminina

testiculos

Produgio de andrdgenos varidvel

Ductos de Wolff ¢/ algum

desenvolvimento

Produgio de HAM — variavel

Resquicios dos ductos de Miller

Genitalia externa ambigua

Producfio de andrdgenos
normal

Ductos de Wolff

Producio de HAM
normal
Genitalia interna masculina

Genitalia externa masculina

1.4- GENES ENVOLVIDOS NA DETERMINACAO E DIFERENCIACAO
GONADAL MASCULINAS

Nas dltimas décadas houve grande avanco na elucidagdo dos processos
envolvidos na determinacio ¢ diferenciagBio sexual Foram descobertos muitos genes
envolvidos nesses processos, bem como a forma de interagdo entre seus produtos. A
expresséo de tais genes pode dar-se em uma ou mais etapas dos processos de determinacio

e diferencia¢fo testicular (Figura 2).

Inicialmente tem-se a expressdo de genes que determinam a diferenciacfio do
mesoderma intermediario em génadas bipotentes, tais como o SF-7 (Steroidogenic Factor-
1ye o W11 (*Wilms Tumor 1 supressor locus™).

Introducdo
32



Determinacio WT1 SRY/SOX9

SF1
Mesoderma intermediério Génada bipotencial Testiculos
—
DAX-1/W NT-4\
Ovarios
Diferenciacio ;’gl HAM-R

Células de ) > Regressdo dos
/ Sertoli HAM ductos de Miiller

\ SF1 SRD5SA2 AR

Testiculos

g:;‘glags ®  —P Tesosterona = DHT =P gsecr;:iO
Prostata
AR\
Epididimo
Vasos deferentes
Vesicula seminal

Figura 2- Determinacéo e diferenciagfo testicular (adaptado de PARKER ef al., 1999).

HAM — hormdnio anti-miilleriano

HAM-R - receptor do hormdnio antimiilleriano
SRDSA2 — enzima SaRedutase tipo 2

AR — receptor de androgenos

DHT ~ Didrotestosterona

Introdugdo
33



O SF-1 ¢ considerado o principal regulador das enzimas envolvidas na
esteroidogénese adrenal e gonadal (PARKER & SCHIMMER, 1997). A homozigose para
mutagdes que inativam o gene SF-/ em camundongos resulta na auséncia de
desenvolvimento gonadal e adrenal, auséneia de gonadotrofinas hipofisarias e presenca de
alteragOes estruturais na regifio ventral-mediana do hipotdlamo. Ha expressio do SF-/ para
a formagdo das gdnadas bipotenciais em ambos os sexos (LUO er al., 1994; IKEDA et al.,
1995).

O WTI codifica um fator de transcri¢io do tipo “zinc-finger”, sendo essencial
para o desenvolvimento gonadal e renal em mamiferos (PRITCHARD-JONES er al,
1990). No rim fetal, ele expressa-se no mesénquima, na vesicula renal € nos poddcitos em
desenvolvimento. Experimentos envolvendo o “knockout” desse gene em camundongos
resultam pa auséncia de desenvolvimento renal e gonadal (KREIDBERBG et al, 1993).
Em humanos, o gene WT/ expressa-se nas saliéncias gonadais antes da diferenciaciio do
testiculo. A proteina WT1 € detectada em baixas concentragBes pela primeira vez a partir
de 31 dias pds-ovulago, atingindo niveis significativos a partir de 41 dias pos-ovulagéo,
quando a expressdo do SRY se inicia nas saliéncias gonadais (HOSSAIN & SAUNDERS,
2001).

Em seguida, nos embrifes do sexo genético masculino, hd pelo menos dois
genes que participam diretamente na transformagio das gdnadas bipotenciais em testiculos:
0 SRY (*Sex determining Region Y*) e 0 SOX-9 (um dos genes autossdmicos da familia
“SRY-box homologous™). Ambos sio fatores de transcrigio que se expressam no testiculo,
mas nfo no ovirio, ¢ devem coordenar a diferenciacio das células de Sertoli nas génadas
do embrifo (SINCLAIR ef al., 1990; KENT e al., 1996).

A expressio do gene DA4X-] (Dosage sensitive sex reversal - Adrenal
hypoplasia congenital — critical region on the X chromosome 1) tem inicio na mesma
época que o SRY, mas sua expressio € reprimida conforme o desenvolvimento testicular
prossegue, sendo mantida durante o desenvolvimento ovariano (SWAIN ef al., 1998; YU
et al., 1998). O gene WNT-4 (“Wingless-type MMTV integration site family, member 47)
codifica uma glicoproteina com fun¢do sinalizadora, atuando c¢omo repressora da

determinacdo gonadal masculina e estimuladora do desenvolvimento sexual feminino. A
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deleciio do WNT-4 em camundongos causa a virilizac8o dos fetos XX (VAINIO et al.,
1999).

Apos a diferenciagdo testicular, o W7/ continua sendo transcrito nas células de
Sertoli do testiculo fetal, juntamente com o gene do HAM (NACHTIGAL er al.,, 1998). A
expressio do gene SF-]/ nas células de Sertoli, regula a sintese do HAM, que, por
intermédio do receptor do hormdnio anti-mulleriano (HAM-R), conduz a regresso dos
ductos de Miiller, que sio os rudimentos embrionarios dos condutos genitais internos
femininos. Nas células de Leydig, o produto do gene SF-] regula a expressfio de enzimas
envolvidas na biossintese dos esterdides, indicando que esse receptor nuclear atua como
mediador da expressdo de genes especificos para o sexo masculino (PARKER &
SCHIMMER, 1997). A testosterona, secretada pelas células Levdig, pode ser convertida
em um andrégeno mais potente, a 5 a-di-hidrotestosterona, por meio da enzima 5 o-
redutase tipo 2. Para desempenharem suas funcdes fisiolégicas, ambos os hormdnios ligam-
se aos receptores de androgenos nas cé¢hilas-alvo, conduzindo & diferenciagio dos ductos de
Wollf e dos genitais externos (PARKER et al., 1999)

1.5- O GENE WT1I

O gene WTI esta localizado no brago curto do cromossomo 11 na banda 13
(11p13) e sua clonagem foi possivel a partir do estudo de pacientes com tumor de Wilms,
cujas células tumorais exibiam uma deleco desta regifio cromossémica (CALL ef al,
1990). Esse gene tem aproximadamente 50 Kb contendo 10 éxons (Figura 3). Os éxons 1 a
6 codificam uma regifio reguladora de transcrico, ao passo que os éxons 7 a 10 codificam
0 dominio de ligagio ao DNA (GESSLER er af, 1990; HABER e al, 1991). A
extremidade amino-terminal ¢é rica em prolina e glutamina ¢ a extremidade carboxi-terminal
forma os quatro dedos de zinco (Cys), — (His), que permite sua ligaglo a regides
promotoras de outros genes (CALL er al., 1990; GESSLER er al., 1990; MORRIS et al.,
1991) (Figura 4).
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Splicing aliemnative
ATG / \ TGA

Sitio rico em prolina e ghitamina
Dedos de zinco
Figura 3- Representaciio esquematica do gene W7T1. As setas 1, 2, 3 ¢ 4 indicam os dedos
de zinco. (Adaptado de HABER et al, 1991).

Splicing alternativo 14

17-aa

Splicing alternativo 2

Figura 4- Proteina codificada pelo gene WT'! (Adaptado de DAVIES et al., 1999).

aa — aminoacidos KTS — aa prolina, treonina e serina.

O WT1! apresenta dois sitios de “splicing” alternativos que levam a formagéo de
quatro isoformas (HABER ef al., 1991; DAVIES ef al., 1999; HOSSAIN & SAUNDERS,
2001; Figuras 3, 4 e 5), sendo o primeiro (sitio 1) responsdvel pela inser¢fio ou nfo do €xon
5, que codifica 17 aminoacidos (aa) e o segundo (sitio 2) responsavel pela inser¢do ou nfo
de 3 aa, prolina, treonina e serina (isoformas +KTS/-KTS respectivamente), entre 0 3° e o

4° dedos de zinco (Figuras 5 ¢ 6).

A producdo de quatro tipos diferentes de RNA mensageiro {RNAm) sugere que
o controle da proliferacio celular e da diferenciac@io exercide pelos produtos do gene W77
depende da interacdo desses 4 polipeptidios, com diferentes alvos e fungdes (HABER et al.,
1991).

Introducdo
36



WTI++

KT8+
WT1-/+
WTl+/-

KTS -
WT1-/-

. Sitio ] -éxon 5
. Sitio 2 - KTS

Figura 5- [Isoformas produzidas pelos sitios de “splicing” alternativo.
(Adaptado de HOSSAIN & SAUNDERS, 2001).

As isoformas protéicas +KTS e -KTS exibem diferentes propriedades em
termos de ligacdo ao DNA (Figura 7), interagfo proteina-proteina e distribuicfio nuclear
(BICKMORE ef al., 1992; LARSSON er al., 1995; HEWITT ef al., 1996; NATCHIGAL
et al., 1998, LAITY et al., 2000). Em relacfio & sua localizacfio, as isoformas —KTS estio
associadas com outros fatores de transcrigfio, estando proximas ao DNA, enquanto que as
isoformas +KTS encontram-se associadas a componentes da maquinaria do pré-RNAm
(LAITY et al., 2000). Em relacdo ao éxon 5, ainda nfo sfo conhecidas as fun¢des das
isoformas produzidas pela inser¢do ou ndo deste e se realmente existe alguma diferenca

funcional entre elas (LAITY et al., 2000).
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Figura 6- Dedos de zinco e insercio dos aa KTS (Adaptade de LAITY
et al, 2000).
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Figura 7- [lustragfo da estrutura e dindmica da inser¢do KTS na ligagdo da proteina W7/
ao DNA.

(a) Isoformas da proteina W71 livre,

(b) Isoforma-KTS da proteina W71 associada ao DNA.

(¢) Isoforma +KTS da proteina W7/ associada ao DNA.

As bandas amarelas em b e ¢ indicam possiveis regiSes de contato da proteina ao DNA.

Note que na isoforma +KTS o 4° dedo de zinco nfo estd em contato com o DNA.

(Adaptado de LAITY e al, 2000),

Embora a proteina WT1 atue como um regulador transcricional, hd varios genes
que possuem promotores responsivos 4 mesma, mas que ndo sdo fisiologicamente
regulados por ela. A proteina WT1 pode agir como ativadora ou repressora de promotores
ricos em GC, dependendo das condigdes experimentais (REDDY & LICHT, 1996} e
reprimir regides promotoras que apresentam repeticdes TC (RAUSCHER, 1993).
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Como mencionado anteriormente, quatro isoformas protéicas, com pesos
moleculares entre 47 ¢ 49 kDa, foram inicialmente reconhecidas em humanos. Entretanto,
estudos mais recentes revelaram a existéncia de isoformas maiores € menores, em
comparagdo as até entdo descritas, aumentando dessa forma o total de isoformas conhecidas
para 24 tipos diferentes. Essa heterogeneidade de isoformas deve-se a combinagdo de (1)
sitios de inicio de tradug@o alternativos, (2) a existéncia de um segundo cdédon ATG, (3) a
ocorréncia de “splicing™ alternativos de RNA e (4) edicdo de RNA (MROWEKA &
SCHEDL, 2000; WAGNER et al, 2003).

BRUENING & PELLETIER (1996) comprovaram a expressdo de proteinas
WT1 alternativas (WT1*), com pesos moleculares entre 54-56 kDa, em tecidos gonadais
murinos. Esses autores atribuiram essas formas alternativas a presenga de dois cédons néo
usuais de inicio de tradugfio em eucariotos (CUG) na regido 5° ndo traduzida (5-UTR),
situados aproximadamente 200 bases acima do primeiro codon AUG. Também constataram
que determinadas mutacdes em um dos cédons alternativos de inicio de tradugo (por
exemplo, CUG*™—CUC™) levam a um decréscimo dréstico na produgfio das proteinas
WT1#, tendo pouco efeito sobre as proteinas WT1. E importante mencionar que os codons
CTG acham-se conservados entre os cDNAs de camundongos e humanos, em posicdes

ligeiramente diferentes em relagéio ao primeiro codon ATG.

Isoformas menores da proteina WT1 também foram descritas em linhagens
celulares oriundas de testiculo de camundongo ¢ de tumor de Wilms, com pesos
moleculares entre 36 e 38kDa (SCHARNHORST ef al.,1999). Essas isoformas, com perda
de parte da regido N-terminal, sdio resultantes de um segundo cddon AUG alternativo no
RNAm (Metioninal27), sendo potencialmente ativadoras de transcricdo, mas incapazes de
repressdo. Além disso, constatou-se que a edicdo de transcritos do RNAm de W71 leva a
substituicdo de uma leucina por wma prolina, tanto em testiculos humanos quanto em
tecidos renais de ratos adultos, devido a conversdo de U para C no nucleotideo 839
(SHARMA et al., 1994). Desse modo, esses achados indicam a possibilidade de que as
isoformas adicionais aumentern a complexidade da regulagio mediada pelo W7/ no

desenvolvimento normal e anormal do sistema urogenital,
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1.6- POLIMORFISMOS NO GENE BTI

Nos ultimos anos houve um interesse crescente na caracterizacio de
polimorfismos de umico nucleotideo, usualmente descritos pela sigla SNP (“Single
Nucleotide Polymorphism™), em todo ¢ genoma humano. Os SNPs sfo variagOes
nucleotidicas bastante comuns, ocorrendo a cada 100-300 bases do DNA. Ha cerca de cinco
anos, iniciou-se o estabelecimento de uma base de dados

(http.//’www.ncbi.nlm.nih. gov/SNP/}, cuja finalidade ¢ compilar as informacGes referentes

as variacbes nucleotidicas observadas nos genodtipos, sejam elas individuais ou
populacionais. A cada SNP, € atribuido um registro numérico (rs — reference SNP) que
contém informagdes sobre sua validagdo (nimero de individuos examinados, heterozigose

estimada, freqii€ncias alélicas) e sua localizagio génica.

Em relacdo ao gene W71, acham-se compilados, nessa base de dados, 4 SNPs
em 5°-UTR, 17 SNPs em 3’-UTR, 206 SNPs em introns, 4 SNPs em regides codificantes,
que ndo levam a substituicio de aa (Argd42Arg; Prol30Pro; Gin268Gln e Arg284Arg) e

uma alteragéio, ainda nfo confirmada como SNP, que leva a substituicéio Ser181Pro.

Hé ainda um polimorfismo na regifo 3° nfo traduzida (3’-UTR), que altera um
sitio de restricio reconhecido pela enzima Hinf I, tratando-se provavelmente da primeira
variac@io nucleotidica descrita para o gene WT! (HOBAN & KELSEY, 1991).

1.7- SINDROMES DECORRENTES DE MUTACOES NO GENE W71

Delecbes ou mutacdes de ponto no gene W71 foram descritas em
aproximadamente 30% dos casos hereditarios de tumor de Wilms (SCHUMACHER et al,
1997) e podem ser detectadas em 6% a 15% de pacientes pedidtricos com a forma
esporadica do tumor (VARANASI ef al., 1994; LITTLE & WELLS, 1997). Mutagdes
germinativas nesse gene, em heterozigose, também sdo encontradas na sindrome de Denys-
Drash (SDD), na sindrome de genes contiguos designada WAGR (tumor de Wilms,
aniridia, malformaciio genitourindria e (ou) gonadoblastoma e retardo mental) € na

sindrome de Frasier (pseudohermafroditismo com glomerulopatia progressiva).
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Clinicamente, os pacientes com SDD apresentam genitais externos femininos
ou ambiguos; em cerca de 13% dos casos, porém, os genitais externos podem ser
tipicamente  masculinos (MACIEL-GUERRA & GUERRA JR., 2002a).
Independentemente do aspecto dos genitais externos, observam-se condutos genitais
internos derivados de Wollf ou de Miiller ou de ambos simultancamente. As gbnadas sfo
mais freqiientemente disgenéticas (compostas apenas de tecido fibroso, sem elementos de
linhagem germinativa nem capacidade de produgfo hormonal), ou ainda, apresentam-se
como testiculos imaturos ou rudimentares. Em 4% dos casos ocorre o desenvolvimento de

gonadoblastoma uni - ou bilateral.

A nefropatia costuma estar presente no primeiro ano de vida e € progressiva. Ha
esclerose mesangial, geralmente difusa, espessamento da capsula de Bowman e atrofia
tubular generalizada. A insuficiéncia renal € a principal causa de 6bito, que ocorre, em
média, aos dois anos de idade. O tumor de Wilms estd presente em 74% dos casos, sendo
em geral unilateral (80%). Pode manifestar-se desde o periodo neonatal até por volta dos
treze anos, mas é comum que seja detectado juntamente com a nefropatia. Ha ainda outras
anomalias congénitas associadas, particularmente malformacdes renais, em cerca de 10%
dos casos (MACIEL-GUERRA & GUERRA IR., 2002b).

Em pacientes com a SDD, as mutacSes mais freqlientemente encontradas sio
do tipo “missense”, seja no exon 8 (2°. “zinc-finger”) ou no exon 9 (3°. “zinc-finger”), em
locais que interferem com a interagdio dos produtos do geme W7/ com segiiéncias
“consenso” de DNA (JEANPIERRE er al., 1998). LITTLE & WELLS (1997) constataram
que a maioria dos pacientes 46,XY exibia anomalias gonadais, enquanto que a maioria das
pacientes 46,XX exibia desenvolvimento ovariano normal. Segundo NACHTIGAL et al.
(1998), essas observagdes permitem supor que as diferencas fenotipicas entre pacientes
masculinos e femininos seriam dependentes da expressfio mono-alélica do gene WTI
normal, que seria insuficiente para a maturagdo testicular, mas adequada para o

desenvolvimento ovariano

O diagnéstico diferencial deve ser feito com a sindrome de genes contiguos
WAGR, decorrente de delegfo na regifio 11pl3 e com a sindrome de Frasier, caracterizada

por carittipo 46,XY, genitais externos femininos, gdnadas disgenéticas com alto risco de
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desenvolvimento de gonadoblastoma, e glomerulopatia progressiva. Pacientes com
sindrome de Frasier também apresentam mutacdes no W7/ (Figura 8), porém, ndo se
observa & presenca de tumor de Wilms e a nefropatia € de aparecimento mais tardio.
Discute-se se a SDD e a de Frasier seriam entidades distintas ou se fazem parte do mesmo
espectro de anomalias (MACIEL-GUERRA & GUERRA IR., 2002a).

-KTS
+KTS
CATACAGGTRAAACAAgtgcgtaaactt- . . . gtcaacagGTGARAAGCCC
H T ¢ K T S8 E E K P
{
exon 9 / exon 10
g->t
t-->c c->t g >a t->a
PU PU PU
NS NS NS NS
GD GD GD GD
ESRF ESRF ESRF

Figura 8- Mutacbes associadas com a sindrome de Frasier afetam o segundo splicing
alternativo do sitio doador do éxon 9. (Adaptado de PARKER er al, 1999). PU
— proteiniria; NS — sindrome nefrética; GD — disgenesia gonadal; ESRF ~
estagio final de falha renal

Como evidenciado acima, uma caracteristica comum a essas sindromes € a
incidéncia elevada de malformacdes geniturindrias. Embora os defeitos no desenvolvimento
gonadal e do trato reprodutivo possam variar amplamente nesses pacientes, a maioria das
mutheres 46,XX é fenotipicamente normal, enquanto que a maioria dos individuos 46, XY

exibe ambigiiidade genital ou sexo reverso (NACHTIGAL et al., 1998).
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As razdes para a heterogeneidade de caracteristicas clinicas em pacientes com
mutagdes no W71 ainda s8o pouco compreendidas. Para contribuir para a elucidacfio do
papel dessas mutacbes, sugere-se que o gene W7/ seja analisado em pacientes que
apresentem diferentes combinagdes de sinais e sintomas (JEANPIERRE ef al., 1998).
Dentro dessa linha de investigacdo, além das sindromes acima mencionadas, ja foram
descritas muta¢des em pacientes do sexo masculino com criptorquidia e (ou) hipospadias €
(ou) tumor de Wilms (NORDENSKOLD er al., 1995a, SCHUMACHER er al., 1997;
JEANPIERRE et al., 1998), em pacientes com esclerose mesangial difusa isolada
(JEANPIERRE et al., 1998), estando, porém, ausentes em pacientes com disgenesia
gonadal XY pura (NORDENSKOLD et al., 1995b).

FUQUA et al. (1996) propdem que as mutagdes no gene W71 possam resultar,
apds expressio do SRY, em anomalias na maturagdo das saliéncias gonadais com
conseqiiente retardo na formacdio do testiculo, o que poderia resuitar em disgenesia gonadal

parcial e ambigiiidade genital.
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2- OBJETIVO



Este trabalho teve por objetivo geral avaliar se o gene W7/ poderia estar
envolvido na etiologia da disgenesia gonadal parcial, por meio da anilise de seus éxons e
regides intrdnicas adjacentes em uma amostra de pacientes com ambigiiidade genital,

disgenesia gonadal e caridtipo 46,XY.
Foram obijetivos especificos:

1. identificar mutacdes do gene WTI e relaciona-las ao quadro clinico exibido

pelos pacientes;

2. avaliar a eficiéncia da técnica de SSCP (single strand conformation
polymorphism) no rastreamento de mutag¢des ou polimorfismos no gene W71

4]

3. avaliar a distribuicdo dos SNPs do gene W7/ identificados nessa amostra de
pacientes em relacfio a base de dados “SNP database™.

Qbjetivo
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3.1- CASUISTICA

O estudo do gene WTI! foi realizado em 11 pacientes pré-piberes com
ambigiiidade genital e disgenesia gonadal parcial ou incompleta, sendo que dois receberam
o diagnostico clinico da SDD. Todos os pacientes apresentavam ambigiiidade genital e
derivados dos ductos de Miiller, nfo exibindo sinais de sindrome de Turner. Esses pacientes
sfio acompanhados no Ambulatério do Grupo Interdisciplinar de Estudos da Determinacéo
¢ Diferenciagdio do Sexo (GIEDDS) da FCM/UNICAMP, e fazem parte de um amplo
estudo multidisciplinar de investigacfio das causas de ambigiiidade genital.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FCM/UNICAMP (Parecer 133/2000 Anexo I) e a investigacdio molecular foi realizada ap6s

consentimento livre e esclarecido dos responsaveis.

Os estudos citogenéticos foram realizados no Laboratério de Citogenética
Humana do Departamento de Genética Médica da FCM/UNICAMP e todos os pacientes
apresentaram caridtipo 46,XY. A andlise molecular do gene SRY, realizada em todos 0s
pacientes por meio de seqiienciamento da regifo promotora e de sua ORF (“open reading
frame™) nfio revelou mutacdes ou polimorfismos (ASSUMPCAOQ, 2002). A Tabela II
apresenta os principais achados clinicos desses 11 pacientes. Todos foram examinados
pelos Drs. MARCIA RIBEIRO SCOLFARO e GIL. GUERRA JUNIOR, que também
realizaram as investigacGes hormonais e analises morfométricas e histologicas das gbnadas
(SCOLFARO, 2001; SCOLFARQO et al, 2001; GUERRA JR., 2003) cujos resultados
acham-se resumidos nas Tabelas [Il e I'V.
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Tabela II- Dados clinicos dos 11 pacientes com disgenesia gonadal parcial e ambigiiidade
genital (SCOLFARO, 2001).

Idade Genitalia Posicéio das Ducto de SUG”

Pacientes (meses) Externa’ Gonadas(D/EY’ Ducto de Muller  Wolf
1 0.5 2 1 D+ D/E+ -

2 12 2 A/A DET D/E+
3 92 2 A E+ D+ -
4 13 2 1 E+ D+ -
s 29 3 A/A D/E+ DiE+ +
6 44 3 /A E+ D+ +
7 0.5 3 111 E+ D+ +
8 10 2 91 D+ E+ -
9 78 2 Ve D+ E+ ;
10 20 2 AlA E+ D+ -
11 20 4 VA E+ D+ +

i = de acordoe com a classificagfio de QUIGLEY ef al. (1995) — Anexo 1
2 = D = Direito, E = Esquerdo, A = abdémen, I = canal inguinal, (-) = nfio localizada
3 = SUG = seio urogenital, (-} = ausente, {++) = presente

* = pacientes com diagndstico de SDD

Conforme mencionado, dois pacientes receberam o diagnéstico de SDD. O
paciente 2 foi encaminhado aos 12 meses de idade por apresentar insuficiéncia renal depois
de retirada de tumor Wilms & esquerda. Permaneceu internado no HC-UNICAMP por 20
dias, evoluindo para Obito por faléncia de maltiplos 6rgdos e infeccdo hospitalar. A
avaliacio histologica renal da contra-lateral durante a necropsia demonstrou esclerose
mesangial difusa. O paciente 5 foi diagnosticado aos 38 meses com disgenesia gonadal XY
¢ ambigiiidade genital, apresentando nessa €poca a fun¢fo renal, urina tipo 1 ¢ ulira-

sonografia abdominal normais. Aos 48 meses de idade desenvolveu tumor de Wilms a
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esquerda, sendo tratado em outro servigo e depois re-encaminhado 20 GIEDDS, mantendo
fungio renmal e urina tipo 1 normais, porém com cintilografia renal mostrando lesdes
cicatriciais no rim direito. Estd ha 5 anos em acompanhamento sem desenvolver qualquer

outra doenca.

Tabela III- Dados hormonais dos 11 pacientes com disgenesia gonadal parcial e
ambigiiidade genital (SCOLFARO, 20601).

Paciente ~HAM' TT B-hCG’ LH* FSH® DHEA® A-Ad7
(pmol/L) (agml) (um/ml) (mU/mL) (mU/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 25 <0,1 nr 2.5 6,9 <0,5 0,1
2+ 56 <01 or 34 7.8 <0 <01
3 113 0,3 nr 0.8 5.8 3 0,2
4 107 <0,1 196 0,5 1 2,6 <0,1
5* 116 1 or 03 07 19 03
6 71 <0,1 365 0,9 0,9 <0,5 <0,1
7 98 0,6 nr 0,8 3,9 3.8 0,5
8 114 <0,1 351 1,1 1.4 <0,5 0,1
9 73 <0,1 301 1,0 6.3 <0,5 <0,1
19 91 <0,1 219 1,0 1,4 1.6 <0,1
11 11 <0,1 351 1,1 1,5 0,7 0,2

1- horménio anti-Miilleriano {valores sbaixo de — 2 desvios padrio, de acordo com REY er al, 1999)
2-  testosterona total (valor normal apos 1 hCG>1,4 ng/mL)

3- fragdo beta da gonadotrofina coridnica (valor homem normal <25 mUl/mL)

4. horménio huteinizante {valor normal basal pré-puberal 0,1 a 1,0 mUl/mL)

5-  hormdnio foliculo estimulante (valor normal basal pré-puberal 0,1 a 1,4 mUl/mL}

6- dehidroepiandrosterona (valor normal basal pré-puberal 0,1 — 8,0 ng/ML)

7-  androstenediona {valor normal pré-puberal 4,1 a 0,5 ng/mlL}

* . pacientes com diagndstico de SDD

Todos os pacientes apresentaram baixas concentragdes de HAM ¢ de

testosterona, sem acumulo de precursores (DHEA e A-Ad).
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Tabela IV- Dados morfométricos e histologicos das gdnadas dos 11 pacientes com
disgenesia gonadal parcial e ambigiiidade genital (SCOLFARO, 2001).

Pacientes  Idade’ Tubuios” pT™’ GHT' IFT> GHG® NCS’ HCS®
1 10 D=104 51,2 Marcante 14 Marcante £ +)
= - em fita em fita

2* i3 P=80 479 Marcante 16 Marcante 30 {+)

E=78 49.6 Marcante 17 Marcante 29 )

3 108 D09 39,5 Leve 6 Grave 29 {+)
E=(-) em fita em fita em fita

4 19 P=126 54 Marcante 68 Normal 19 )

E=116 52,4 Marcante 166 Normal 19 (+)

i 37 D=58 49.2 Marcante 9 Grave 37 ]

E=80 43.9 Marcante 10 Grave 32 (6]

6 51 D=66 64,1 Normal 115 Normal 24 +)
E=(-} em fita em fita em fita

7 i6 E=117 49.6 Marcante 10 Grave 29 +)

] i6 D=102 46,8 Marcante 78 Normal 23 {+)

E=101 49,1 Marcante 97 Normal 4 +)

9 o D=84 354 Grave 111 Normal 21 )
10 27 D=98 439 Marcante Grave 18 Normal
E={) em fita em fita em fita

11 26 D=42 383 Grave 50 Grave 26 5
E=(-) em fita em fita em fita

1- idade em meses na época da biopsia gonadal

2- pumero de tibulos examinados: D=gdnada direita, E=gbnada esquerda, (-) = auséncia de titbulos

seminifercs
3- difmetro tubular médio (um)
4- gravidade da hipoplasia tubular de acordo com NISTAL & PANIAGUA (1996)
5- indice de fertilidade tubular {%%)
6- gravidade da hipoplasia germinal de acordo com NISTAL & PANIAGUA (1996)

7- numero de células de Sertoli por corte tubular

8- hiperplasia de células de Sertoli de acordo com NISTAL & PANIAGUA (1996). (+) = presente

* _ pacientes com diagnéstico de SDD

Das 22 gdnadas, 20 foram biopsiadas: 5 se mostraram “em fita” e as demais 15

com alteracdes sugestivas de disgenesia gonadal.
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3.2- COLETA DE AMOSTRAS

A coleta de amostras de sangue dos pacientes foi realizada no ambulatério do
GIEDDS/Pediatria no HC/UNICAMP. Foram coletados entre 5 a 10 ml de sangue
periférico, em tubo estéril contendo EDTA a 10%.

3.3- EXTRACAO DO DNA GENOMICO A PARTIR DE SANGUE PERIFERICO

A extracio do DNA genbémico a partir de sangue periférico foi realizada
segundo protocolo padronizado no Laboratério de Genética Humana do Centro de Biclogia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) UNICAMP, conforme descrito abaixo.

Ao sangue coletado, foram adicionados 35 ml de solugdo A. Apds

homogeneizacdo, a mistura foi colocada no gelo por 30 minutos, para que as hemdcias

fossem lisadas. Centrifugou-se a 2.000 rpm por 10 minutos a 4°C, em centrifuga Beckman
GPR, rotor horizontal GH-3.7. Retirou-se o sobrenadante e o “pellet” foi ressuspendido
novamente em 20 ml da solugdo A, agitou-se por inversio, centrifugou-se novamente por
15 minutos a 2.500 rpm ¢ o sobrenadante foi desprezado. As etapas de lise e centrifugagiio

foram repetidas varias vezes até o “pellet” passar da cor rosa para incolor.

Continuando o procedimento, ressuspendeu-se o “pellet” em 1 ml de solugiio B
¢ adicionou-se 250 mi de solugfio C preparada na hora. Incubou-se em banho-maria a 37°C
durante 2 noite. Apds a incubacio, tratou-se a solugdo com 1,25 ml de fenol saturado com
tamp#o Tris-HCI 10 mM pH 8,0, agitou-se por inversio por 5 minutos e centrifugou-se a
2.500 rpm por 10 minutos. Em seguida, retirou-se a camada aquosa ¢ se repetiu a extragio
com fenol. Retirou-se a fase superior que, apos a segunda extracdio com fenol, foi tratada

com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).

O DNA foi precipitado adicionando-se 0,1 volume de acetato de sédio 3 M, pH
5,5 e 2 volumes de etanol absoluto. O precipitado de DNA foi retirado da solugio com
auxilic de um bastdo e foi lavado com etanol 70% para eliminar o excesso de sal e
recuperar 0 DNA. O DNA foi, entio, dissolvido em quantidade apropriada {200-500 ul) de
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TE1X (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH 8,0) e a concentrago determinada por

leitura de absorgéo dptica a 260 nm em espectrofotdmetro.

Solugio A:

Triton-X 1%
MgClp 5mM
Sacarose 0,32 M (109,5 g sacarose ultrapura/litro)
Tris-HCl 10 mM (pH 8,0)

Soluciio B: (2x concentrada)

Na)EDTA 20 mM
NaCli 20 mM
Tris-HCI 20 mM (pH 8,0)
Solugio C:

Para 1 mi = 0,5 ml de solugio B, 1 mg de Proteinase K e 0,5 ml de SDS 10% (preparada na

hora do uso).

Protemase K (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany).
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3.4- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os dez éxons foram amplificados em reagdes independentes, utilizando-se nove
pares de iniciadores (“primers™) que pareiam com as regibes intrdnicas que flanqueiam os
éxons 2 a 10, obtendo-se fragmentos de 262 a 318 pares de bases (pb). O éxon 1 foi
inicialmente amplificado em toda sua extensdo, sendo o produto de 656 pb submetido a
reagdes de “nested” PCR para a produc8o de fragmentos menores, com tamanhos entre 278
e 397 pb. Na Tabela V estfio descritas as seqiiéncias e posi¢des nucleotidicas dos “primers”
utilizados dentro de cada fragmento. As seqiliéncias dos “primers” basearam-se nas
descritas na literatura por VARANASI et al. (1994). No entanto, com exce¢dio dos €xons 2,
7, 8 ¢ 9, foi necessédrio ajustar ¢ modificar as condigdes de amplificacio, em virtude de
mudangas de algumas bases nas novas seqiiéncias dos éxons do gene W1/ depositadas no
“Genbank” (Tabela V).

As reagdes foram realizadas em volumes de 50 pl contendo 200 a 500 ng de
DNA gendmico, 100 pM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 20 pM de cada “primer”, uma unidade de Tag DNA polimerase em tampéo
Tris-HCI (pH 8.8) 10 mM e MgCh a 1,5 mM. Cada fragmento foi amplificado com

temperaturas e tempos ideais de anelamento e extensgio.
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Tabela V- Seqiiencias nucleotidicas dos “primers™ utilizados para a amplificacio dos éxons
do gene WT1 (S — sense; AS — antisense) e o niimero de acesso das seqiiéncias depositadas
no “Genbank™.

Exon Segiiencias “primers” WTI (5°-3") N° Acesso Tamanhe do
fragmento (pb)

WTIS — AgC CAg AgC AgC Agg gAg T (665-683) 278
WTIAS - ACg ACC CgT AAg CCg AAgC (922-940)

i
WTIBS — ATg geC TCC gAC ¢Tg C {790-805)| X61631 215
WTIBAS - ATg AAg gAg TgA gpC gg {988-1004)
WTICS - TTC ggC TTA Cgg gTC gTT gg (924-943) 397
WTICAS —CAA AAg pog TAg gAg Aggog (1301-1320)

2 | WT2S5-CCg TCT TgC gAg AgC ACC (3-20); MB80218 262
WT2 AS - CTA ATT TgC TeT ggg TTA g2 (245-264)

3 IWT3S-gCTCAggAT CTC gTg TCT CC (5-24)| MB8B0219 318
WT3 AS - gCC TCC AAg ACC CAg CAT {305-322)

4 [{WT4S5-CAgTTg TgT ATT ATT TTg Tgg (235-255)| X61633 285
WT4 AS - AACTAg geg AAg sAp gsAA A (502-520)

5 |WTS5S-CCACTCCCCACCTCTTC (190-206} | Xo61i634 115
WT5 AS - CgCCAT TTg CTT TgC C (290-305)

6 |WT6S-CCTTITTCCCITCIT Tg (159-175)! X61635 179
WT 6 AS - TAA gTA ggA AgA goC AT (320-337)

7 IWT785-gCTTAA AgCCTCCCTTC (157-173)} X61636 231
WTT7TAS-CTTgAACCATeT TTg CCC {370-387)

8§ [ WI8S-gAg ATCCCCTTTTCC Ag {178-194)| X61637 177
WT8 AS - CAC AgC TgC Cag CAA Tg {338-354)

9 |WT9S-CTCACT gTg CCC ACATTg (868-885) X61637 210
WTIAS —CAATTT CATTCC ACAATAg (1059-1077)

i0 | WTH0S- ACT TCA CTC ggg CCT TgA TAg (149-169)| X61638 276
WTI0 AS - AgT ggA gAg TCAgAC TTg AAA g (403-424)
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A eficiéncia da reacdio foi verificada para cada par de “primers”, aplicando-se
aliquotas de 5 pl da mesma, misturadas com azul de bromofenol (0,25% de azul de
bromofenol e 50% glicose) em um gel de Agarose 1,5% e tampéo Tris-Borato-EDTA ou
TBE 1X (Tris Base a 0,089 M, 4cido borico a 0,089 M e EDTA a 0,002 M, em pH 8.,0) ¢
submetendo-as 2 eletroforese. O gel foi corado com brometo de etideo (na concentragio
final de 0,5 pg/ml) e os fragmentos amplificados foram visualizados sob iluminacio
ultravioleta e documentados em filme Polaroid ou no sistema de fotodocumentacdo
KODAK C-240.

3.5- DIGESTAO ENZIMATICA

Para que andlise de Polimorfismo de Conformacgio de Fitas Simples de DNA
(SSCP) tivesse maior eficiéncia, o produto de PCR obtido por meio da utilizaclo dos
“primers” WT1CS ¢ WTI1CAS, com tamanho de 397 pb, foi digerido pela enzima de
restricio Pvu Il

As digestdes foram realizadas segundo o protocolo a seguir: 10 pl. da reagdo de
PCR; 16,75 pL de H>O ultrapura, 3 ul. de tampdo 10X, especifico da enzima, ¢ 5 U da
enzima Pvu II, em um volume final de reagio de 30 ul. A tabela VI apresenta a posigdo do
sitio de restrigdo, tempo e temperatura da digestéo.

Tabela VI- Condicdes da digestio enzimdtica.

Enzima Sitio de Temp Tempe  Tamanho dos Posicio do
Corte ©C) (horas) fragmentos corte
5-»3)
Pou il CAg/CTg 37 2 273/124 273
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3.6- ANALISE DO POLIMORFISMO DE CONFORMACAO DE FITAS SIMPLES
DE DNA (SSCP)

Esse método foi escolhido para realizar o rastreamento das regibes amplificadas
dos éxons do gene W71, tendo em vista tratar-se de um procedimento relativamente simples
e de baixo custo para o rastreamento de alteracdes nucleotidicas, além da disponibilidade

do equipamento Phastsystem (Pharmacia LKB) no laboratério.

A técnica tem como principio que as fitas simples de DNA, obtidas pela
desnaturacfio da dupla-fita de DNA, assumem conformacles secunddrias varidveis de
acordo com sua seqiiéncia nucleotidica. A visualizacfo dessas estruturas pode ser feita apos
eletroforese em gel de poliacrilamida nfio desnaturante, pois em tais condi¢es as fitas
simples migram de acordo com a conformagéo determinada pelas suas seqiiéncias (ORITA
et al., 1989). Mutagdes de ponto, pequenas dele¢des ou SNPs podem modificar essas
estruturas secunddrias e alterar os padrdes de migraciio por comparagdo com seqiiéncias

controles.

As aliquotas, para serem aplicadas no gel de poliacrilamida, foram preparadas
utilizando-se 3 ul dos produtos da reagdo PCR que foram misturadas com 3 a 6 pul de uma
solugdo que continha formamida 95%, 20 mM de EDTA (pH 38,0) ¢ 0,05% de azul de
bromofenol, denominada “stop solution™. As amostras foram desnaturadas a 95°C por sete

minutos ¢ mantidas em gelo até o momento da sua aplicac8o, evitando a renaturagio.

No presente estudo, a aplicagiio foi realizada em géis de poliacrilamida
pré-moldados e nfo-desnaturantes de 12,5 e 20%, ambos da Pharmacia, e as eletroforeses
foram realizadas no equipamento Phastsystem. Diversos protocolos foram testados,
variando, além da concentragio do gel, o tipo de tamp3o, a temperatura e a duracio da
corrida, para atingir as condi¢bes ideais de separac@io das fitas simples de DNA em cada
fragmento. Ao término da eletroforese os géis foram corados com prata no préprio

equipamento, segundo protocolo recomendado pelo fabricante, come mostrado na Tabela
VIIL
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Tabela VH- Protocolo de coloragiio com prata.

Solugdo Tempo (minntos)
Fixador (10% Alcool etilico e 0,5% Acido acético) 1,5
Coloragio (0,2% nitrato de prata, 10% Alcool etilico e 0,5% Acido acético) 8

Agua purificada em sistema MilliQ (Millipore) 2x 0,2
Revelador(3% de Hidroxido de sédio, 100 pL de formaldeido 37% 5
Interruptor(10% Alcool etilico e 0,5% Acido acético) 2
preservacgiio (10% Glicerol) 5

ApoOs a secagem dos géis & temperatura ambiente, realizou-se a andlise visual

do padrio de migraco de bandas.

3.7- SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DA PCR

As reagOes de segiienciamento foram inicialmente realizadas para os produtos
de PCR que apresentaram padriio de migracio an6malo nos géis de SSCP, com o auxilio do
“kit” “Thermosequenase radiolabeled terminator cycle sequencing” da Amersham
Pharmacia, utilizando-se a marcacio radiativa com [a->P]-ddNTPs, segundo as

recomendacfes do fabricante.

Subsegiientemente, para avaliar a eficiéncia da técnica de SSCP no
rastreamento de mutagbes de ponto nesse grupo de pacientes foi necessério proceder-se ao
seqiienciamento de todos os fragmentos amplificados, que nfo exibiram diferencas de

migracio em relagfo ac controle.

As reagles de seqiienciamento foram preparadas para um volume final de 7,5
ul, contendo 0,5uL do tampdo da reacfo, 0,5 pmol do “primer” (descritos na Tabela V),
0,5ul. da enzima DNA polimerase Thermo Sequenase, 2ul. de 4gua ultrapura, 2ul de

“terminator master mix”, 0,5uL de dANTP com marcaglio radioativa [a->P} e 1,75uL do
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produto de PCR. A reacdo de seqiienciamento foi realizada seguindo-se o protocolo do
fabricante: 95°C por 30”7, temperatura de “annealing” ideal de cada “primer” (TabelaVIII)
por 307, 72°C por 1’ (40 ciclos). Ao término da reacfio foi adicionado 4ul de “stop

solution” fornecido pelo fabricante do kit de seqgiienciamento.

As amostras foram desnaturadas a 95°C por 5 mimutos, enquanto se fazia a pré-
corrida do gel, para que a temperatura do gel atingisse 50°C aproximadamente. Foram
aplicados 3pl de cada reacdio no gel, que foi entdio submetido a uma eletroforese nas
seguintes condigdes: 1400V, S50W e 50mA. O tempo de corrida variou entre duas e seis
horas, de acordo com o tamanho do fragmento seqiienciado. Ao final da corrida as placas
foram separadas e o gel foi fixado numa mistura de metanol 10% e acido acético 10% por
15 minutos. Foi entdo lavado em dgua corrente ¢ colocado na estufa a 42°C para secagem.
A seguir o gel fol exposto em um filme sensivel (Kodak Biomax) por aproximadamente 3

dias, sendo subseqiientemente revelado.

3.8- POLIMORFISMO HINF 1 EM 3°-UTR DO GENE WTI

Com a finalidade de avaliar a condicdo de heterozigose para esse polimorfismo,
0 que poderia contribuir para exclur a possibilidade de dele¢Bes na extremidade 3°-UTR,
realizou-se a amplificacio de um segmento de 952 pb utilizando os pares de primers 3°-
UTR (‘sense™) — 5°- gCC Tgg AAg AgT Tgg TCT CT — 3’ ¢ 3°-UTR (“antisense™) ~ 5 ~
ACA CAg TAA TTT CAA gCA ACg g — 3°, descritos por HOBAN & KESLEY (1991),

nas seguintes condi¢Ges:

94°C por 5 minutos — pré-desnaturamento 1 ciclo
94°C por 1 minuto - desnaturacgio

60°C por 1 minuto — “annealing” 30 ciclos
72°C por 1 minuto — extensdo

72°C por 5 minutos — extensdo complementar 1 ciclo

Materiais e Méiodos

38



O produto resultante da amplificagiio foi submetido a digestio com enzima Hinf
I (GYANTC), que permite detectar dois padrdes distintos de restrigho, sendo possivel
visualizar bandas de 382, 292 e 40 pb, que sfo constantes em ambos os padrdes. Em um
dos padrdes, é visualizada também a banda de 238 pb (Alelo 1) e no outro as bandas de 133

e 105 pb (Alelo 2).
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4.1- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A padronizagio de cada par de “primers” foi individualmente testada até que
fosse obtida a methor condi¢do de amplificagiio. As condigdes padronizadas nesse estudo

foram:
94°C - 5 minutos (desnaturagio do DNA)
94°C — 1 minuto (desnaturagiio do DNA)
Temperatura ideal de anelamento para cada par de “primers” 35 ciclos
72°C — 1 minuto (polimeriza¢io da fita de DNA)
72°C — 10 minutos — (finalizacdo da extensdo das fitas de DNA)

Durante a padronizagio da amplificagio dos fragmentos para cada par de
“primers”, constatou-se que néo ocorria a amplificagdo das regibes compreendidas entre os
pares WTIBS/WT1BAS ¢ WTICS/WTICAS. Para solucionar o problema, tentou-se
amplificar a regifio compreendida entre os “primers” WT1S e WTI1CAS, obtendo-se um
fragmento de 656 pb. Utilizando-se o produto dessa reagdo como DNA molde, foi possivel
amplificar especificamente as regides compreendidas entre os pares WTIBS/WTIBAS e
WT1CS/WT1CAS.

Apbs padronizaciio das condi¢es ideais de amplificagio com o DNA controle,
as amostras de DNA dos pacientes foram submetidas a PCR. Na Tabela VIII, sdo
encontradas as temperaturas de anelamento e o tamanho dos produtos esperados para a

amplificaggo de cada ¢xon.
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Tabela VIII- Temperatura de anelamento e tamanho dos produtos de cada par de

“primers”.
Temperatura de Produto (pb)
Exon anelamento ("C)

1A 64 278

1 1B 54 215
1C 62 397

2 58 262

3 64 318

4 56 285

5 56 115

6 32 179

7 54 231

8 56 177

9 58 210

io 62 276

Todos os fragmentos foram corretamente amplificados, para todos os pacientes.

4.2- ANALISE DO POLIMORFISMO DE CONFORMACAO DE FITAS SIMPLES
DE DNA (SSCP)

Depois da verificagio da correta amplificagdo das amostras, estas tiveram seus
produtos submetidos a técnica de SSCP para busca de mutagfio. As condigBes de

eletroforese acham-se descritas na Tabela TX.

Tabela IX- Condigdes de SSCP para os fragmentos analisados

Gel de Poliacrilamida | ] Tampéo Condigbes da eletroforese
12,5% SDS 250 Vh, 2W, 5mA e 5°C
20% SDS 250 Vh, 2W, SmA e 10°C
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Em nenhuma das duas condicdes de eletroforese foram observadas
discrepancias quanto & migragdo dos alelos da amostra controle e os alelos dos pacientes
testados para os fragmentos 1A, 1B e 1C do éxon 1 e para os éxons 2, 5, 6,7,8 e 10. Na

figura 9, alguns dos resultados observados sio apresentados.

a) SSCP éxon 2 (gel de poliacrilamida a 20%)

i1 2 3 € 4 5 6 C 7 8 9 ¢C w11 C

b); SSCP éxon 8 (gel de poliacrilamida 4 20%) c): SSCP éxon 8 (gel de poliacrilamida 3 20%;

1 2 3 C 4 5 6 C 7 8 % C i 11 C

d) SSCP éxon 5 (gel de poliacrilamida a 20%) e} SSCP éxon 5 (gel de poliacrilamida a 20%)

Figura 9- Exemplos de resultados da andlise SSCP. Os algarismos arabicos de 1 a 11

referem-se aos pacientes e a alinea C ao controle.

Em relaciio ao éxon 3, ndio se obteve éxito na separacfio das fitas simples de
DNA, apesar de numerosas tentativas. Assim, o seqlienciamento dessa regido foi realizado

para todos os pacientes, sendo seus resultados apresentados no préximo tépico.
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J4 no éxon 4 foram observados trés padrdes de migragdo: (padrdo 1) quatro
bandas distintas em controle e pacientes 1 e 6 ; (padrdo 2) duas bandas mais altas nos
pacientes 2, 3, 5 ¢ (padrio 3) duas bandas mais baixas no paciente 4 (Figura 10). O
paciente 7 apresentou o padrdo 1, os pacientes 9 e 11 o padrdo 2 e os pacientes 8 ¢ 10

apresentaram o padréio 3 (resultados nfo mostrados).

Figura 10- Resultados de SSCP do éxon 4 em gel de poliacrilamida a 12,5%: visualizagdo
de trés padrdes de migragio dos produtos de amplificagfo. Pacientes de 1 a 6e
C (controle).

Em relaciio ao éxon 9, que concentra 92% das mutagSes observadas no gene
WT1, seus produtos foram diretamente seqiienciados, para todos os pacientes estudados,

sendo os resultados detalhados no préximo topico.
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A Tabela X apresenta resumidamente os resultados da andlise por SSCP dos
fragmentos amplificados, de todos os pacientes. Nossos dados indicaram que a técnica de
SSCP apresentou baixa sensibilidade (33,3%) e pouca especificidade (78,2%).

Tabela X- Resultados observados no SSCP dos pacientes com Disgenesia Gonadal Parcial.

Exons
Pacientes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1A 1B 1IC

1 - - - - X I - - - - NR -
2 - - - - X 3 - - - - NR -
3 - - - - X 3 - - - - NR -
4 - - - . X 2 - - - - NR -
5 - - - - X 3 - - - - NR -
6 - - - - X 1 - - - - NR -
7 - - - - X 1 - - - - NR -
8 - - - - X 3 - - - - NR -
9 - - - - X 2 - - - - NR -
10 - - - - X 3 - - - - NR -
il - - - - X 2 - - - - NR -

+ Presenga de shift - Migraciio normal NR Nio realizado X N#o padronizado

1,2 e 3 diferentes padrdes observados
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4.3- SEQUENCIAMENTO

O seqiienciamento realizado no presente trabalho restringiu-se as regies

codificantes e as intrdnicas adjacentes, com as quais os “primers” se pareavam.

A andlise por seqiienciamento confirmou alguns resultados observados no
SSCP, tais como a auséncia de alteragdes nos éxons 2, 5,6, 7,8 e 10 e o polimorfismo
observado no fntron 4, nas condicbes padronizadas. Outras alteragdes néo detectadas pela

técnica de SSCP foram identificadas.
Exon1

O seqiienciamento da regiio 1A permitiu encontrar uma alteragfio na sétima
base que antecede o codon iniciador (ATG), alterando a base nucleotidica de T para G
(-7T>Q). Esta alteragdo foi observada nos pacientes: 1, 2 e 4, em homozigose. Nos demais
pacientes observou-se a presenca de uma base T em homozigose, em suas seqiiéncias
génicas. Nessa regifio também foi encontrada uma substituicdo nucleotidica na posicdo 126,
(126C>T), que ndo altera o aminoacido codificado (prolina). Os pacientes 2, 4, 7 ¢ 11

apresentaram o genotipo T/T, sendo os demais C/C.

O seqiienciamento da regifio 1B revelou uma substituicio de G por A na
posigio 163 (163G>A), que também ndo conduz a troca de aminodcido codificado

(prolina). Os pacientes 1, 3, 5 e 8 apresentaram o gendtipo A/A, sendo os demais G/G.

O seqiienciamento da regifio 1C nfio revelou nenhuma alteragfio nucleotidica,
confirmando os resultados observados no SSCP.

Exon 4/Intron 4

A anslise por seqilenciamento (Figura 11) permitiu interpretar os trés padrdes
de migragdio observados no SSCP. A origem dessa variacdo foi localizada no intron 4, na
posicio +85 (IVS4+85 A>G). Os pacientes 2, 3, 5, 9 ¢ 11 s@o homozigotos para 0
nucleotideo A, apresentando o padriie 2 quando analisados no SSCP e os pacientes 4, 8e
10 homozigotos para o nucleotideo G (padriio 3) sendo os pacientes 1, 6e7eo0 controle,

heterozigotos A/G (padrio 1).
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Figura 11- Polimorfismo do intron 4 do gene WT1. A esquerda do observador, paciente
homozigoto para A (adenina), e a direita do observador, paciente homozigoto

para G (guanina).

Exon 9

Como ja foi mencionado anteriormente, foi feito o seqiienciamento direto dos
produtos da amplificagiio do éxon 9, para todos os pacientes estudados. Foram feitas duas
eletroforeses distintas para uma melhor separacgio das bases, uma com 3 horas € outra com
2 horas de duragfio nas seguintes condi¢Bes: 1400V, 50W e 50mA. Em apenas um dos
pacientes com SDD (paciente 2}, o seqiienciamento revelou a existéncia de uma mutacgo de
ponto 1186G>A em heterozigose (Figura 12 e Tabela XI), que leva 4 substituicio de acido
aspértico por asparagina (D396N). Apesar de o éxon 9 ser o “hot spot” do gene WT1,

nenhuma mutac¢io foi observada nos demais pacientes.
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Figura 12- Mutagéo de ponto no éxon 9 (1186G>A). Sequenciamento da fita anti-sense. A
esquerda paciente 2 com alteragdo em heterozigose ¢ a direita paciente 4 com

sequéncia normal.

Intron 9/Exon 10

O seqiienciamento do éxon 10 permitiu identificar urna alteragfio no intron 9, na
posigdo ~49, na qual havia uma troca de nucleotideo T para C (IVS9-49T>C). Os pacientes

estudados apresentaram o seguinte gendtipo:
a) homozigotos T/T — pacientes 2, 5, 8,9 10, 11 e controle
b) heterozigotos T/C — paciente 1
¢) homozigotos C/C — pacientes 3,4,6 ¢ 7

O seqilenciamento dos éxons 2, 3, 5, 6, 7 ¢ 8 nfo revelou nenhuma alteragfic. A
tabela XI apresenta resumidamente os resultados obtidos no seqiienciamento dos pacientes

estudados.
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Tabela XI- Resultados observados no seqiienciamento para as regides que apresentaram
alteragdes em relagdo as seqliéncias depositadas no “Genbank™ e gendtipos dos

polimorfismos nucleotidicos (SNPs) observados em regites ndo codificantes.

Paciente Exon 1 INTRON Exon INTRON
4 9 9

-7 126 163 +85 1186 49

1 GIG - GoAo)  AG - TIC

2 G/G C>T (Ho) - AJA G>A (He) T/T

3 T/T - G>A (Ho) AlA - C/C

4 GIG C>T (Ho) - G/G . cre

5 T/T - G>A (Ho) A/A - 7T

6 T/T - - AIG - CiC

7 T C>T (Ho) . AIG ; cic

8 T ; GoA(Ho) GG ] /T

9 /T - - AG - T/T

10 /T - - G/G - T

11 T/T C>T (Ho) - A/A - T
CONTROLE T/T - - A/G T/T

He — Heterczigoto para z alteraciio

Ho — Homozigoto para a alteracio
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4.4- POLIMORFISMO HINFI1EM 3°-UTR DO GENE #TI

Ap6s a visualizagio das regides amplificadas no tamanho esperado, para todos
os pacientes (Figura 13a), os produtos foram submetidos a digestio pela enzima de
restricio Hinf 1 (Figura 13b). Os resultados desse procedimento acham-se descritos na
Tabela X11.

L1 234587891 11C L12 3 4567891011 C

00—
600 pb pb
100 pb 100 —»
pb
Figura 13a Figara 13b

Figura 13a-Visualizacdio da amplificacfio da regiio 3°UTR nos pacientes com Disgenesia
Gonadal Parcial e controle.

Figura 13b-Visualizacdo da digestfio dos produtos de PCR da regifio 3’'UTR, com a enzima
de restricdo Hinf'l.

L — marcador de 100 pb 1 all pacientesde 1 all e C - controle

Tabela XII- Resultados do polimorfismo Hinf'1 em 3°-UTR em pacientes com Disgenesia

Gonadal Parcial e controle.

Pacientes
Alelos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 HU it C
I X X X - X X X X X - X -
p X - - X - X - X - X - X

Alelo 1 — visualizacio das bandas de 382, 292, 238 40 pb.

Alelo 2 — visualizag8o das bandas de 382, 292, 133, 105 2 40 pb.
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No presente estudo, em 11 pacientes nos quais foram pesquisadas alteragoes
nucleotidicas no gene WTI que pudessem estar relacionadas a disgenesia gonadal parcial,
apenas uma mutag¢o de ponto, de efeito sabidamente deletério, fol detectada em um dos
pacientes com SDD. Nos demais pacientes foram detectados polimorfismos que néo
podem, no presente momento, serem considerados causa do quadro clinico apresentado. A
técnica de SSCP empregada no presente trabatho nfio foi satisfatéria para o rastreamento
das alteragbes moleculares identificadas por meio do seqiienciamento direto dos produtos
de PCR.

5.1- MUTACAO 1186G>A (D396N) EM PACIENTE COM SDD

Em pacientes com SDD, as mutacdes encontradas fregiientemente s&o do tipo
“missense” e em heterozigose, ocorrendo nos éxon 8 e 9, que codificam respectivamente o
2° ¢ 3° dedos de zinco, fazendo com que a proteina produzida perca a sua habilidade de se
ligar a seqiiéncias consensos do DNA (JEANPIERRE er al., 1998; AUBER et al., 2003).
LITTLE & WEELS (1997) constataram que & maioria dos pacientes 46,XY exibia
anomalias gonadais, enquanto que a maioria das pacientes 46,XX apresentava
desenvolvimento ovariano normal. Segundo NACHTIGAL et al. (1998), essas observagbes
permitem supor que as diferencas fenotipicas entre pacientes masculinos e femininos
seriam dependentes da expressdo monoalélica do gene W1 normal, que seria insuficiente
para a maturacdo testicular, mas adequada para o desenvolvimento ovariano. BAIRD ef a/
(1992), sugerem que: (1) o gene WTI deve ter maior importincia no desenvolvimento
gonadal que dos rins, pois anormalidades genitais sdo mais freqlientes nos casos de
disgenesia gonadal XY, (2) a presenca de nefropatia € uma caracteristica da SDD e (3) uma
mesma mutacio no gene WTI pode resultar no desenvolvimento ou ndo de tumor de
Wilms, isto porque para a formagdo do tumor, a mutagfio presente deve estar em

homozigose, além da possibilidade de haver a cooperagio de outro gene.

A mutacfio de ponto encontrada no paciente 2 ja foi descrita anteriormente em
pacientes com SDD (PELLETIER er al., 1991; BAIRD ef al., 1992). Na base de dados
“Universal WTI-Mutation Database™ (http;//www umd necker.fr:2003/;), essa substitui¢do
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de aa foi referida 12 vezes entre 184 mutagSes registradas, sendo a terceira mais fregiiente.
Do ponto de vista funcional, essa substituicio de aa afeta o 3° “zinc finger”, diminuindo sua
afinidade pelas seqiiéncias-consenso reconhecidas pela proteina normal (BOREL er al,
1996). Nesse caso, o fendtipo clinico de SDD poderia ser decorrente de reducdo na
afinidade de ligag¢iio ao DNA pela proteina WT1 alterada, levando a uma condigfo similar a

da haploinsuficiéncia.

No entanto, para PELLETIER et al. (1991), a SDD nfio € resultado de uma
haploinsuficiéncia da expressio do W7/ e sim de um efeito dominante negativo da
mutacio. Por outro lado, HOSSAIN & SAUNDERS (2001) contestam essa hipotese,
argumentando que o efeito dominante negativo da proteina mutante levaria a uma condigéo
nula do WT! durante a embriogénese. Essa situacdio é invidvel em camundongos, sendo
sugerido que 0 mesmo possa ocorrer em humanos. Por isso, o modelo proposto por
HOSSAIN & SAUNDERS (2001) para a causa da SDD ¢€ a haploinsuficiéncia do WT1,
causada por perda funcional de um dos alelos. Segundo esses Ultimos autores, essa
diferenca de interpretaco é decorrente de diferentes resultados experimentais: o efeito
dominante negativo é provavelmente um artefato da técnica in vitro, devido a uma grande

quantidade de DNA do vetor de expressdo contendo o gene W71 modificado.

Clinicamente, a SDD caracteriza-se pela associacdo de ambigiiidade genital,
tumor de Wilms e nefropatia congénita que pode levar a insuficiéncia renal (LITTLE &
WELLS, 1997). A lesfio renal € histologicamente definida como esclerose mesangial difusa
(HABIB et al., 1985). Em estudo retrospectivo no qual se avaliou a evolugio clinica de 12
pacientes com doencas relacionadas a mutacdes no gene WTJ, AUBER e al. (2003)
observaram que nos pacientes com SDD: (1) a proteiniria ocorre muito precocemente,
muitas vezes ainda no primeiro ano de vida; (2) a esclerose mesangial difusa era causa da
doenga renal terminal, ¢ (3) mutacBes constitutivas em heterozigose nos “hot spots” dos
éxons 8 & 9 estavam presentes nesses pacientes. Ao que tudo indica, mutagbes nesses €xons
sio extremamente deletérias em relagfio & fungfio da proteina WT1. Com efeito, o paciente
estudado no presente trabalho, no qual a mutagio no éxon 9 foi detectada em heterozigose,
faleceu aos seis meses de idade, com tumor de Wilms unilateral, insuficiéncia renal crfnica

¢ esclerose mesangial difusa contra-lateral.
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No que diz respeito & evolugio clinica de pacientes com mutagdes no gene
WTI, em outras regides que ndo os éxons 8 ¢ 9, AUBER e er ol (2003) observaram que
tanto a proteinfiria, como o estagio terminal de doenga renal podem manifestar-se mais
tardiamente (mutacfio no intron 9 com caracteristicas da sindrome de Frasier), ou mesmo
nfio haver sindrome nefrética (mutaciio no éxon 7). De todo modo, esses autores
recomendam que a andlise do W77 seja realizada quando da detecgio de esclerose
mesangial difusa por ocasifio de biopsia renal, ou quando hid manifestaciio precoce de
sindrome nefrética, especialmente em pacientes com genitalia ambigua, tendo em vista o

risco envolvido para tumor de Wilms.

Em rela¢io ao segundo paciente da presente casuistica com diagnostico clinico
de SDD (paciente 5), j& no seu primeiro ano de vida diagnosticou-se tumor de Wilms no
rim esquerdo e displasia renal mais pielonefrite crénica no direito, com diminuicdo da
funcio glomerular. Como visto, nfio foram detectadas mutagSes de ponto nos €xons e
regides adjacentes analisadas. Situacio semelhante foi descrita por BAIRD er al. (1992),
que ndo identificaram qualquer mutacfio de ponto em um dos pacientes com SDD, apesar
de terem realizado o seqlienciamento completo do gene, & excecdo da regifio promotora na

extremidade 5°. A partir desses dados algumas possibilidades podem ser aventadas:

1) podem existir mutagBes na regiio promotora do gene W7/ gue alteram

significativamente a taxa de transcri¢io;

2) podem existir mutacdes envolvendo os cOdons alternativos de tradugdo

afetando a produgfo de diferentes isoformas;

3) pode haver uma haploinsuficiéncia por delecdo parcial ou total do W71, que
poderia ser identificada por FISH (“Fluorescence in situ hybridization™); e

4) podem existir outro(s) gene(s) igualmente importante(s) que, quando
alterado(s), pode(m) exercer uma forte influéncia no desenvolvimento

gonadal.
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No presente estudo nfio foi possivel excluir nenhuma dessas possibilidades. A
analise molecular do paciente 5 restringiu-se &s regides de éxons € introns adjacentes e,
para todos os polimorfismos investigados (incluindo-se o polimorfismo Hinf I em 3’UTR),

o gendtipo foi homozigoto.

5.2- POLIMORFISMOS E MUTACOES SILENCIOSAS

Como visto, a mutagio 1186G>A foi a unica em relaco 4 qual se pode atribuir
a causa do fenOtipo apresentado pelo paciente. Nos demais casos, as alteragDes
nucleotidicas sdo mutagSes silenciosas que nfo levam a substituicdo do aminoacido

codificado.

Por meio de consultas a base de dados "SNP data base”, foi possivel verificar
quais das variagBes observadas no presente trabalho j& estio confirmadas como SNPs.
Assim, foi constatado que a variagio G>T na posi¢do —7 do primeiro codon ATG € um
SNP, identificado nesse banco pelo cddigo rs22345802. As freqiiéncias dos alelos “G” e
“T” correspondem respectivamente a 0,722 e 0,278, na amostra analisada (90 individuos).
E interessante notar que, no presente estudo, ha uma freqiiéncia mais elevada do alelo “T”
(0,727) na amostra de pacientes, havendo uma inversdio da relagdo entre os alelos “G” e
“1.

Verificou-se que a mutacfo silenciosa 126C>T (aminoécido prolina na posi¢do
42), é um SNP (rs1799925) também ja detectado e avaliado em 90 individuos. Nessa
populagdo as freqiiéncias dos alelos “C” e “T” correspondem respectivamente a 0,711 e
0,289. Na amostra de pacientes, as freqii€ncias encontradas foram de 0,637 e 0,363 para os
alelos “C” e “T”, respectivamente. De modo semelhante, a variacfio detectada no intron 9
(IVS-49T>C) é um SNP (rs1799937) com freqiiéncias alélicas estimadas em 0,55 para “T”
e 0,45 para “C”. Na presente amostra, foram observadas as freqiiéncias de 0,64 e 0,36 para

os alelos “T” e “C”, respectivamente.
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Nio foram encontrados SNPs correspondentes & mutagfo silenciosa 163G>A
(amino4cido prolina na posicdo 34) no éxon 1, ou em relagio A variacdio observada no
intron 4 (IVS+85A>G). Tendo em vista a variabilidade observada dentre os proprios
pacientes, é provavel que se tratem de noves SNPs. Esta questdo podera ser futuramente
esclarecida por meio de estudo de uma populagio controle composta por pelo menos 50
individuos, seja por seqiienciamento direto do DNA, seja por meio de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ou PCR-ASO
(Polymerase Chain Reaction-Alelle Specific Oligonucleotide).

53- EFICIENCIA DA TECNICA DE SSCP NO RASTREAMENTO DE
ALTERACOES NUCLEOTIDICAS NO GENE WT1

Embora PELLETIER ef al. (1991), indicassem a técnica de SSCP como ©
método mais adequado na busca de alteragdes no gene WTJ, no presente estudo, a técnica
de SSCP ndo foi eficiente para detectar todas as alteragdes observadas. Cabe observar que
estes autores obtiveram wma boa eficiéncia no rastreamento de mutagSes para os €xons 8 €
9 em pacientes com SDD, especificamente. Dentre os 10 pacientes estudados, oito
apresentaram alteragdes nos padrdes de migragio no éxon 9 e um, no €xon 8. Em apenas

um dos pacientes, a técnica de SSCP falhou em detectar a mutagdo presente no €xon 9.

No presente estudo, avaliou-se a eficiéncia dessa técnica em pacientes com
DGP considerando-se nove dos dez éxons do geme. A baixa sensibilidade observada
(33,3%) ndo recomenda seu uso para o rastreamento de mutagdes ou polimorfismos do

gene WT1, com os “primers” aqui utilizados.
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Os resultados do presente trabalho indicam gque ndo hd envolvimento de
mutacdes no gene WTI na etiologia da disgenesia gonadal parcial, na auséncia de
anomalias renais. No entanto, pela importincia prognéstica relacionada a identificacfio de
mutacdes do WTI, quando considerados os riscos para tumor de Wilms ou nefropatia, a

investigacio molecular desse gene deve ser recomendada para esses pacientes.

A mutacio 1186G>A (D396N) detectada em um dos pacientes do presente
estudo ja foi descrita na literatura, sendo compativel com a manifestagio fenotipica da

sindrome de Denys-Drash.

Das cinco alteragdes nucleotidicas adicionais, trés (G>T em -7TATG; 126C>T e
1VS9-49T>C) ja foram reconhecidas como SNPs. Quanto s outras duas, € possivel que se

tratem de novos SNPs tendo em vista a variabilidade observada entre os pacientes.

Os resultados observados permitem recomendar o uso de PCR seguida do
seqlienciamento direto no estudo dos éxons do gene WT/, uma vez que a técnica de SSCP
mostrou baixa sensibilidade para o rastreamento de alteragdes nucleotidicas, com os

“primers” utilizados (exce¢o feita aos “primers” usados para amplificar o éxon 4).

Conclusbes
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Johns Hopkins Medicine

http://www.hopkinsmedicine org/pediatricendocrinology/intersex/sd2 html

Acesso em 26 set 2003

Universal WT1-Mutation Database: banco de dados. Disponivel em:

http://www.umd.necker fr: 2003/

Acesso em 25 mai 2003

SNP database: banco de dados. Disponivel em:

htto://www.ncbi.nlm.nih. gov/SNP/index html

Acesso em 20 jan 2004

Informacgdo de banco de dados eletrénico
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Anexo 1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
i -, B2 Caba Postal 6111

13083-970 Carnpinas-S.P.
® 0__ 197888936

A
fax 0 ___ 19 7888925
UNICAMP & cep@head.fem.unicamp.br

PARECER PROJETO N° 23/2000

1 - IDENTIFICACAO

Titulo do projeto: “AVALIACAD MOLECULAR DO GENE WTI EM PACENTES PRE-
PUBERES COM TESTICULOS DISGENETICOS'

Pesquisador responsdvel: Profa. Dra. Christine Hackel

Data de Apresentagdo ao CEP: W4/04/2000

I - OBJETIVOS

O Proeto se propde a estudar a freqiiéncia e o locadlizag@e de mutagdes no gene W1
em pacierrtes pré-plberes com pseudo-hermafroditisme disgenético e verificar se essas
mutagdes podem resuttar em anomolias na moturagdo gonadal, e ter como consequéncia a
formagdo de testiculos disgenéticos.

il - SUMARIO

O estude deverd cer reclizade em 14 pocientes pré-puberes com
pseudchermafroditismo masculino disgenético. Serd extrdido DNA de uma emoestra de songue
periférico para averiguar a presenga da mutagéo.
N - COMENTARIOS DOS RELATORES

A metodologio a ser adotada é sustertada pela lreratura. As instdiagdes da FCr1 sdo

adequadas & execucdo desta pesquisc. O prgjeto Tem o Termo de consentimento e seu
protocolo em cerformidade com a Resdlugho 126/26
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Anexo 1

VvV - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesguisa de Faculdade de Cigncias Médicas da UNICAMP,
apbs acatar os pareceres dos membros-relotores previomente designados para o presente
caso e ctendendo todos os dispositivos dos Resolugdes 196/26 e 25V/97, bem como ter
gprovado os termos do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesaqulsa, resolve cprovar sem resirigdes o Protocolo de Pesquiso supracitado.

VI - DATA DA REUNIAO

A ser homdlegade na VI Reunide Ordinaria do CEP em 11 de julhe de 2000

Profa. Dig,/Carmen Silvid Bertuzzo
VICE PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Anexo 2. Ambiguidade genital segundo 2 classificagio de Quigley ez al (1995).

\,ﬁvf 3y ~ v
SEECERCEROSROER

1. Fenotipo masculino normal.

2. Fenotipo masculino com hipospadia isolada.

3. Fenodtipo masculino com grave defeito na virilizagdo (micropénis, hipospadia
perineoescrotal, escroto bifido e (ou) criptorquidismo.

4. Ambigiiidade genital grave (falo semelhante a chtoris, pregas labio-escrotais, orificio
perineal nico).

5. Fenétipo feminino com posterior fusio labial e clitoromegalia

6/7. Fenbtipo feminino (grau 6 — presenca de pélos pubianos no adulto e grau 7 ~ auséncia

de pélos pubianos no adulto).
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