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ABSTRACT

The relation between RNA splicing and occurrence of disease in humans has been
an important issue in the field of medical research. Nucleotide changes that affect the
splicing mechanism can be the direct cause of disease or modulate the phenotypic severity,
and also they can be linked to an increase of disease susceptibility. Splicing mutations have
been identified in the vast majority of genes responsible for disorders of sex development in
humans. The presence of sequence variations in some of these genes may compromise the
correct biosynthesis of proteins involved in the normal development of gonads and external
genitalia. Using minigene technique, mutations identified in intronic regions of three
essential genes for human sexual differentiation have been studied: SRD5A2, HSD17B3 and
CYP21A2. The purpose was to verify whether such mutations would abolish the normal
mechanism of splicing or would create alternative splice sites. For SRD5A2 gene, two
nucleotide changes have been evaluated: ¢.548-44T>G, located near the acceptor splice site
of intron 3; and c.278delG change within intron 1 donor splice site consensus sequence.
Both control and mutant minigenes produced transcripts corresponding to a normal splicing
and an alternative splicing showing a transcript with the deletion of 112 nucleotides and a
transcript with the exon 4 skipping. However, they differed in the amount of each
transcript, suggesting that this nucleotide substitution may result in an imbalance of
transcripts normally produced. The c¢.278delG mutation, in turn, favored the spliceosome to
recognize a 5' site for an alternative splicing within exon 1 of the SRD5A2 gene yielding a
transcript with the deletion of 38 nucleotides. This transcript has a premature stop codon at
position 121. The ¢.277+2T>G nucleotide change in HSDI7B3 gene is located at the
splicing donor site of intron 3. In this case the only transcript seen as a result of mutant
minigene showed the skipping of exon 3 of the HSDI17B3 gene. For the CYP21A2 gene,
two nucleotide changes were analyzed: the first is the ¢.939+5 G>A, located in the donor
splice site of intron 7, and the second is the ¢.289+127T>G, which is located in intron 2.
Similarly to the observed for c.548-44T>G in SRD5A2 gene, both control and mutant
CYP21A2 minigenes showed transcripts that differed only in the amount produced in each
construction. The results described here indicate that the chosen minigene system was

adequate for the study, although the results have been more conclusive for changes
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localized in the consensus splicing sequences, i.e. for ¢.278delG in SRD5A2 gene and
c.27742T>G in HSDI7B3 gene. Results for the other changes suggest that gene
transcription usually involve the production of different transcripts. Upon changes in the
nucleotide sequence the ratio between each transcript may alter affecting the gene function
in critical stages of the development. These findings contributed to understand the
phenotype of patients bearing the mutations described here, in addition provided a better
understanding of the biological effects on gene transcription caused by infronic mutations.
Therefore, the study of nucleotide changes in splicing sites by analyzing minigenes is
fundamental both to clarify the clinical diagnosis and also for a better comprehension of the
effects of mutations on the molecular mechanisms of splicing, extending our understanding

of the endocrine regulation in sexual differentiation.
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RESUMO

O estudo da relaga@o entre erros no processo de splicing € a ocorréncia de doengas se
tornou uma questdo importante no campo da pesquisa médica. As alteragdes que afetam o
mecanismo de splicing podem ser a causa direta de doenga, podem também modificar a
gravidade fenotipica, assim como podem estar ligadas a uma maior susceptibilidade de
desenvolver doencas. As mutacdes de splicing, que em muitos casos originam transcritos
ndo funcionais, tém sido identificadas na grande maioria dos genes envolvidos nos
distdrbios da diferenciacdo do sexo em humanos. A presenca de alteracdes ou mutacdes em
alguns destes genes, pode comprometer a biossintese correta de proteinas essenciais para o
desenvolvimento adequado das gdnadas ou dos genitais externos. Através da técnica de
minigene, foram estudadas mutagdes presentes em regides intrOnicas, em trés genes
essenciais para a correta diferenciacdo sexual humana: SRD5A2, HSD17B3 e CYP2IA2 . O
objetivo era verificar se alteravam o mecanismo de splicing normal ou criariam sitios
alternativos de splicing. Para o gene SRD5A2, foram estudadas duas alteragdes: c¢.548-
44T>G@G, proxima a regido aceptora de splicing do intron 3; e, a alteragdo ¢.278delG, dentro
da regido doadora de splicing do intron 1. Os minigenes mutante e controle produziram
transcritos com splicing normal, splicing alternativo produzindo um transcrito com 112
nucleotideos deletados e um transcrito com o skipping do exon 4, porém em quantidades
diferentes, o que sugere que esta alteracdo pode causar um desbalanceamento entre os
transcritos normalmente produzidos. A mutacdo c¢.278delG, por sua vez, fez com que o
spliceossomo reconhecesse um sitio 5’ de splicing alternativo dentro do exon 1 do gene
SRD5A2, produzindo um transcrito com a delecio de 38 nucleotideos. Este transcrito
apresenta um cédon de parada de sintese proteica prematuro na posicdo 121. No gene
HSDI17B3 foi estudada a alteracdo c¢.277+2T>G, que se localiza na regido doadora de
splicing no intron 3. Neste caso o Unico transcrito observado como resultado do minigene
mutante apresentava o skipping do exon 3 do gene HSD17B3. No gene CYP2IA2 foram
analisadas duas alteragdes: a primeira alteracdo € a c.939+5G>A, localizada na regido
doadora de splicing do intron 7, e a segunda é a ¢.289+127T>G, no intron 2. De forma
semelhante a observada para a alteracgdo ¢.548-44T>G do gene SRD5A2, tanto 0s minigenes

controles quanto os mutantes produziram 0S mesmos transcritos, mas em propor¢oes
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quantitativamente diferentes. Estes resultados indicam que o sistema de minigene foi
adequado para o estudo, embora os resultados tenham sido mais conclusivos para as
alteracdes localizadas nas sequéncias consenso de splicing, isto € para as c.278delG no
gene SRD5A2 e c.27742T>G no gene HSDI17B3. Os resultados das demais alteragdes
sugerem que a transcricio dos genes em questdo produzam normalmente diferentes
transcritos, mas mediante as trocas nucleotidicas, as propor¢des entres eles se alteram,
podendo assim, afetar a fung¢do génica correta em alguma fase crucial do desenvolvimento.
Estes achados colaboraram para o esclarecimento e compreensao do fendtipo dos pacientes
portadores das mutacdes aqui descritas, além de propiciar um melhor entendimento dos
efeitos bioldgicos na transcricio de genes quando na presenca das mutagdes intrOnicas.
Portanto, o estudo de alteracdes em sitios de splicing através da andlise de minigenes torna-
se fundamental tanto para o esclarecimento do diagndstico clinico, como também para uma
melhor comprenssdo dos efeitos das mutacdes sobre os mecanismos moleculares de

splicing.
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INTRODUCAO

1. O PROCESSO DE SPLICING

Uma vez que a molécula de DNA coordena todas as atividades celulares, o estudo
da estrutura e funcdo dos genes € fundamental para a compreensdo da biologia molecular
das células (COOPER & HAUSMAN, 2009).

A primeira etapa na transferéncia de informacdo do gene para proteina € produzir
um filamento de RNA, cuja sequéncia de bases € complementar a sequéncia de bases de um
segmento de DNA. Embora o DNA e o RNA sejam 4cidos nucleicos, o RNA difere do
DNA, pois geralmente é unifilamentar, seus nucleotideos contém o acticar ribose em vez de
desoxirribose, e possui a base pirimidinica uracil ao invés de timina. Assim, o RNA €
produzido por um processo que copia a sequéncia de nucleotideos do DNA (GRIFFITHS,
2011).

O processo de expressdo dos genes eucaridticos € complexo e apresenta vdrias
etapas, entre elas, a transcricdo do gene, o processo de splicing, a poliadenilacdo do
transcrito primdrio, o transporte do RNA mensageiro (mRNA) para o citoplasma, e
posterior tradu¢do do mRNA em proteina (SINGER & GREEN, 1997).

O splicing do pré-RNA mensageiro (pré-mRNA) foi descoberto em 1977 por
PHILLIP SHARP E RICHARD ROBERTS, quando foi demonstrado que os genes
eucaridticos continham determinadas sequéncias denominadas exons, que codificavam as
proteinas, e introns, que nao se encontravam presentes nos mRNAs maduros (CHOW et al.,
1977).

Em estudos posteriores, foi observado que o mecanismo denominado splicing € o
responsavel por promover a retirada dos infrons do transcrito primério, o que resulta na
juncdo dos exons, formando assim 0 mRNA maduro (ROCA et al., 2005; BROW et al.,
2002), mecanismo que se demonstrou ser uma etapa crucial para a expressao dos genes
(BURATTI et al., 2006; TOSI et al., 2010).

Assim, a remocao dos introns € realizada por uma 4gil maquinaria conhecida como
spliceossomo (BERGET, MOORE e SHARP, 1977; MATERA e WANG, 2014), o qual
utiliza uma grande quantidade de ATP para realizar suas fungdes, e que sofre diferentes

mudangas conformacionais durante o processo de splicing (MATERA e WANG, 2014;



WILL e LUHRMANN, 2011). Os elementos principais do spliceossomo sdo cinco
subunidades diferentes de ribonucleoproteinas (RNP), as U1, U2, U4, U5 e U6 sendo que
cada uma funciona como um complexo RNA-proteina denominado small nuclear
ribonucleoprotein (snRNP) as quais se associam a um grande nimero de outras proteinas
para promover o splicing (MATERA e WANG, 2014; MATLIN et al., 2005). Para garantir
a excisdo precisa dos introns, a maquinaria do spliceossomo atua através de interacdes
especificas RNA-RNA, RNA-proteina e proteina-proteina (BARALLE e BARALLE, 2005;
MADHANI e GUTHRIE, 1994).

O processo de formacdo do pré-mRNA ocorre em duas etapas as quais envolvem
duas reacdes de transesterificacdo. Para que ocorra a reacdo de transesterificacdo, &
necessdria a identificacdo precisa de sequéncias essenciais presentes nas juncoes
intron/exon do DNA, que sdo altamente conservadas entre os mamiferos, definidas como
sequéncias consensos (BLACK, 2003).

A primeira sequéncia consenso é chamada de regido de splice 5’ (ou regido doadora
de splicing), a qual é relativamente curta nos mamiferos com aproximadamente 8
nucleotideos, sendo as duas primeiras bases bastante conservadas - GU. A segunda
sequéncia consenso € definida por trés elementos, normalmente contidos dentro de 40
nucleotideos a partir da juncdo 3’intron/exon: o ponto de ramificacdio — A (adenina), a
sequéncia degenerada rica em pirimidinas (Y), e a regido de splice 3°’- AG (ou também
conhecido como regido aceptora de splicing) (AEBI et al., 1987; BARALLE e BARALLE,
2005; CARTEGNI et al. 2002; HERTEL, 2008; RAPPSILBER et al., 2002; REED, 1996)
(Figura 1).

Intron

Ponto de Trato
5’ss Ramificacdo Polipirimidinico 3’ss

Figura 1: Representacdo de regides intronicas essenciais para que ocorra o processamento
eficiente de qualquer pré-mRNA. Na regido 3’ss ou regido aceptora de splicing, ha os
nucleotideos AG extremamente conservados (YAGGU, onde Y = C ou U) e a regido rica
em pirimidinas (Y)n onde se liga a subunidade U2AF; o sitio de ramificagdo representado

por uma adenina (YNYCRAY, onde N =A, G, Cou U e R = A ou G) onde ha a ligagdo da
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unidade U2; e, a regido 5’ss ou regido doadora de splicing, que contém os nucleotideos GU
conservados (YAGGURAGU) onde se liga a unidade Ul (Adaptado de (HOUSE e
LYNCH, 2008).

O evento-chave durante as primeiras etapas de montagem da maquinaria do
spliceossomo € a ligacdo da subunidade U1 snRNA e na regido de splice 5’ (REED, 2000),
uma vez que esta subunidade possui uma sequéncia complementar a sequéncia terminal 5°,
ocorrendo, assim, o emparelhamento dos pares de base entre a regido 5° ¢ Ul snRNA

(Figura 2) (BURATTI, BARALLE e BARALLE, 2006; ZHUANG e WEINER, 1986).

113
37 C UUCAUVADDDG
nm “’.
5 CAG

Figura 2: Representacdo do emparelhamento da sequéncia de splice 5° com a subunidade
Ul do spliceossomo. Apds o reconhecimento da regido 5’ pela subunidade Ul, ocorre o
recrutamento das subunidades U5 e U6, as quais também se ligam a regido 5°, e assim,

inicia-se a montagem da maquinaria do spliceossomo (LUND e KIEMS, 2002).

Paralelamente, o fator auxiliar heterodimérico U2AF65/35 (U2AF) reconhece a
sequéncia degenerada rica em pirimidinas (Y), e a regido de splice 3’— AG. Neste momento
ocorre a primeira rea¢cdo de transesterificagdo com o ataque nucleofilico da adenina (A) do
sitio de ramificacdo a guanina (G) no sitio de splice 5', e como consequéncia da ligacdo
fosfodiéster, ¢ formada uma estrutura em forma de alga (intron). A interagdo entre as
subunidades snRNP Ul e U2 promove a aproximagdo entre as regides de splice 5’ e 3’.
Posteriormente, um complexo formado pelas subunidades U4, U5 e U6 se associa as

subunidades snRNP j4 presentes (Ul e U2). O recrutamento deste complexo resulta em
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uma série de rearranjos estruturais, incluindo a perda dos snRNPs U4 e Ul e conduz a
formacdo de um novo emparelhamento de pares de bases entre U2 e U6. Por fim, a segunda
reacdo de transesterificacdo se d4 na etapa final do processo de splicing pela ligacdo de um
exon com o outro, liberando assim a al¢a contendo a sequéncia intrOnica, que serd
degradada e reciclada na célula (Figura 3) (CARTEGNI et al., 2002; MATERA e WANG,
2014; SUN e MANLEY, 1995).

uUée

Figura 3: Interagdes que ocorrem durante a primeira etapa catalitica do processo de
splicing. Na primeira fase, as interacdes RNA-RNA sdo organizadas de forma gradual para
criar um centro catalitico para o spliceossomo. Inicialmente, as subunidades de snRNA Ul
e U2 pareiam-se com a regido de splice 5° e com ponto de ramificacdo (Adenina),
respectivamente. Em seguida, as subunidades de snRNP U4, U5 e U6 associam-se a este
complexo ja formado, e se aproximam da regido 5 de splice. Logo apds, a subunidade de
snRNA U4 se dissocia da subunidade U6, e a subunidade U1 se desliga da regido de splice
5’. Ao final, uma extensa rede de interacOes entre pares de bases se forma entre as
subunidades U6 e U2, para promover a unido da extremidade 5’ com o ponto de

ramificacio (MATERA e WANG, 2014).

O reconhecimento impreciso dos limites das jung¢des exon/intron, ou a falha durante
o processo de remog¢ao dos introns, promove a formacdo de um mRNA anormal e instavel o
que deve causar a formacdo de proteinas defeituosas ou deletérias (CARTEGNI et al.,

2002).



1.1. Splicing alternativo
Sabe-se que aproximadamente 95% dos genes presentes nos eucariontes superiores

sofrem processos conhecidos como splicing alternativos (GAZZARA et al., 2014; PAN et
al., 2008), os quais produzem vdrios transcritos ou mesmo multiplas isoformas proteicas
que participam de atividades de regulacdo ou exercem fungdes especificas em diferentes
tecidos, fato que confere a diversidade funcional do genoma, onde um tdnico gene é capaz
de transcrever diversos transcritos e traduzir dezenas a centenas de diferentes proteinas
(CARTEGNI et al., 2002; MATERA e WANG, 2014).

As proporgdes dos diferentes transcritos e proteinas produzidos através dos
processos alternativos podem variar de acordo com o tipo celular, o estado de
desenvolvimento, processos fisioldgicos, diferenciacdo sexual, apoptose e como resposta a
fatores de estresse (PAJARES et al., 2007).

O splicing alternativo é um acontecimento muito comum em células de mamiferos,
o que torna a dificil tarefa de identificar e definir corretamente as regides de splice ainda
mais complexa (HOOPER, 2014; MATLIN, CLARK e SMITH, 2005).

Até o momento, foram descritos basicamente quatro tipos comuns de splicing
alternativos (Figura 4) (XING et al., 2005): 1) Exon skipping — leva a formacdo de
transcritos mais curtos pela exclusdo de exons; 2) Splice alternativo nas regioes 5’ ou 3’ —
onde pode ocorrer o reconhecimento de um sitio doador ou aceptor dentro do exon ou do
intron levando a perda ou ganho de nucleotideos provenientes do exon ou do intron,
respectivamente, resultando num alongamento ou encurtamento do exon; 3) Exons
mutuamente exclusivos: envolve a selecdo de apenas um exon a partir de duas ou mais
variantes exonicas existentes; 4) Retengdo do intron: o intron é mantido no transcrito final,

podendo permanecer no mRNA maduro (CARTEGNI ez al., 2002).



d)

e)

Exon skipping -~ —

Splice alternativo regido 3’ - 7 =

Splice alternativo regido 5’ s -

Exons mutuamente exclusivos

Reteng¢do do intron - -

[] exon constitutivo  [__][__] Exon alternativo

Figura 4: Esquema dos tipos de splicings alternativos. Em cada caso, uma forma de
splicing alternativo € indicada em verde, e a outra em vermelho. Em a) exon skiping:
remog¢do de exons inteiros; b) e c) sitio de splice alternativo doador ou aceptor: onde
regides do exon podem ser excisadas, juntamente com os introns; d) exons mutuamente
exclusivos: preferéncia por exon, a partir de duas ou mais variantes; €) retencdo de intron ou
uso alternativo do intron: regides intronicas sao mantidas no transcrito final (CARTEGNI

et al.,2002).

Tanto o controle do splicing constitutivo quanto do splicing alternativo é
basicamente realizado pelo splicessomo, e a regulacdo de sua montagem € um ponto-chave

no controle destes processos (MATERA e WANG, 2014; SUN e CHASIN, 2000).

1.2. Reconhecimento de regioes de splice
Na sua forma mais bésica, um exon pode ser identificado pela presenca de alguns

elementos cis-acting, parecendo, portanto um processo de definicao simples. Entretanto, as

sequéncias presentes nas regides de splice 5’ e 3° apresentam grande diversidade, e muitas



sequéncias candidatas podem ser encontradas em um unico transcrito tipico de mamifero
(BARALLE e BARALLE, 2005; SUN e CHASIN, 2000).

Como ja mencionado anteriormente, um passo essencial no splicing do pré-mRNA ¢
o reconhecimento das regides 3’ ¢ 5’ de splice. O reconhecimento inicial das jungdes
exonlintron ¢ baseado nas interagdes diretas entre Ul snRNP com a regido 5°, entre o fator
auxiliar U2AF com o trato polipirimidinico e entre a subunidade U2 snRNP com o ponto de
ramificacdo (HERTEL, 2008).

Além disso, a arquitetura da regido exon/intron tem demostrado influenciar
diretamente o reconhecimento do sitio de splicing (BERGET, 1995), como por exemplo, o
aumento da sequéncia exdnica em mamiferos pode resultar em exon skipping. Por outro
lado, quando um intron contendo uma sequéncia curta é adicionado a este mesmo exon
longo, este permanece no transcrito final. Portanto, o reconhecimento do sitio de splicing
torna-se mais eficiente quando as sequéncias dos introns ou exons sao curtas (STERNER et
al., 1996).

Estas observacOes sugerem que os sitios de splice sdo reconhecidos através do
comprimento de uma sequéncia nucleotidica ideal, e que o comprimento do intron
influencia significativamente na eficiéncia da formacdo do pré-mRNA e na escolha de
sitios para a ocorréncia de splicing alternativos (HERTEL, 2008).

Estes achados sdo muito importantes devido a distribuicdo divergente dos
comprimentos dos introns no genoma humano e, assim se sugere a hipdtese de que o
spliceossomo utiliza dois modelos de reconhecimento para definir as regides onde deve
ocorrer o splicing. Um desses modelos ¢ designado “definicdo de intron” que estabelece
que as regides de splice 5’ e 3 dos introns sao diretamente identificadas como uma unica
unidade pela maquinaria do spliceossomo. Alternativamente, um modelo denominado
“definicdo de exon” define que os sitios de splice que flanqueiam o exon sdo inicialmente
reconhecidos e posteriormente, emparelhados com auxilio dos elementos do spliceossomo

(Figura 5) (BERGET, 1995; HERTEL, 2008).



a) Defini¢ao de intron b) Definicao de exon

u2

-

Figura 5: Modelos para reconhecimento do splicing. a) Modelo designado “defini¢do de
intron”, onde os sitios de splicing sao reconhecidos em todos introns. Neste modelo, os
componentes do spliceossomo se ligam ao longo da sequéncia do intron, o qual serd
posteriormente retirado; b) Modelo designado “defini¢do de exon”, mais adequado para
introns que possuem sequéncias longas, nos quais os componentes do spliceossomo ligados
em exons adjacentes combinam-se para se emparelharem com os sitios de splicing e assim a

sequéncia intronica é excisada (Adaptada de HERTEL, 2008).

Apesar destes dois modelos ainda ndo se encontrarem comprovados, algumas
andlises recentes da co-evolugdo dos sitios de splicing 5° e 3’ tém registrado a
predominancia de interagdes do tipo “definicdo de exon” na maioria dos mamiferos, como
em humanos e roedores, sendo as interagdes do tipo “definicdo de intron” encontradas
principalmente em invertebrados, plantas e fungos (XIAO et al., 2007).

Em um estudo realizado por Fox-Walsh er al. (2005) ficou demonstrado que a
selecao do spliceossomo pelo modelo “defini¢do de intron” era significativamente mais
eficiente do que quando selecionado o modelo “definicao de exon”, no qual se verifica uma
elevada inclusdo de exons com sitios de splice mais “fracos”, favorecendo a ocorréncia de
splicing alternativos.

Estas observagdes sugerem que a arquitetura das regides exon/intron define tanto os
mecanismos de reconhecimento dos sitios de splicing, como a frequéncia com que o

splicing alternativo do pré-mRNA ocorre.
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1.3. Elementos cis-acting e trans-acting envolvidos na regulacdo do
splicing

Para propiciar maior fidelidade ao processo de splicing, sequéncias adicionais
reguladoras estdo presentes nos exons e introns, conhecidas como elementos cis-acting.
Essas atuam aumentando ou diminuindo a capacidade de reconhecimento da maquinaria do
spliceossomo e sdo definidas como intensificadoras de splicing exonicas (ESE, do inglés
exonic splicing enhancers) e intrdnicas (ISE, do inglés intronic splicing enhancers) ou
silenciadoras de splicing exonicas (ESS, do inglés exonic splicing silencers) e intronicas
(ISS, do inglés intronic splicing silencers) (BARALLE e BARALLE, 2005; PAGANI et
al., 2003).

De um modo geral, estes elementos reguladores tém como fun¢do recrutar fatores
trans-acting que, por Varios mecanismos, ativam ou reprimem o reconhecimento de regides
de splicing ou a montagem da maquinaria do spliceossomo (CARTEGNI et al., 2002;
MATLIN et al., 2005; WANG e BURGE, 2008). Devido a importancia da conservagdo das

sequéncias cis-acting, vem sendo demonstrado que mutacdes presentes nestas regides

podem acarretar em patogenicidades em humanos (Figura 6) (PAGANI et al., 2005;
PAGANI et al., 2003).

Figura 6: Representacdo dos vérios elementos que regulam o processo de splicing. Além
dos locais de splicing cldssicos e de alguns elementos do spliceossomo, encontram-se
representados os elementos cis-acting auxiliares (Exonic splicing enhancers e silencers —
ESEs e ESSs; Intronic splicing enhancers e silencers — ISEs e ISSs), onde se ligam os
fatores trans-acting - proteinas SR (proteinas ricas em serina e arginina) € hnRNP
(ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas) que interagem respectivamente com oS

elementos cis-acting enhancers e silencers. Adaptado de BARALLE e BARALLE, 2005.
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As ESEs sdo normalmente reconhecidas por fatores trans-acting pertencentes a
familia de proteinas SR, que contém nas suas estruturas um dominio de ligacdo ao RNA,
assim como um dominio carboxiterminal rico em arginina-serina (dominio RS) (BLACK,
2003; CARTEGNI et al., 2002; LONG e CACERES, 2009).

As proteinas SR sdo responsdveis pelo recrutamento de componentes do
spliceossomo, através de interagdes proténa-proteina, por meio de seus dominios ricos em
serina-arginina (LIU et al., 1998). Além das proteinas SR, os elementos cis-acting podem
operar sob regulacdo de outros fatores trans-acting como a proteina YB-1 e a DEAD-box
RNA helicase p72 (AUBOEUF et al., 2002; STICKELER et al., 2001).

As proteinas SR, além de promoverem a ligacdo da subunidade de snRNP U1 com a
regido de splice 5’ (EPERON et al., 1993; ZAHLER e ROTH, 1995), também participam
da ligacdo entre U2AF65 com a regido de splice 3’. Estas observagdes levaram a hipotese
de que as proteinas SR interagem com as ESEs, e recrutam fatores de splicing para realizar
a ligacdo de regides de splice entre introns adjacentes (Figura 7) (LIU et a., 1998;

STAKNIS e REED, 1994; WU e MANIATIS, 1993).

U1

Figura 7: Esquema de ligacdo das proteinas SR. As proteinas SR que se ligam a regides
ESE estabilizam a ligacdo do fator de splicing U2AF65 com o trato polipirimidinico através
de uma interagao mediada por U2AF35. As proteinas SR também participam da interacao

entre a subunidade snRNP U1 e a U2AF35 (BLENCOWE, 2000).

No entanto, a regulacdo do pré-mRNA depende também de outros elementos ja
mencionados, as sequéncias ESSs, ISEs e ISSs. O mecanismo de ac¢do dos elementos
envolvidos no silenciamento ndo se encontra ainda totalmente esclarecido. Contudo, esses
elementos parecem interagir com repressores pertencentes a familia de proteinas

conhecidas como ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNP, do inglés
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heterogeneous nuclear ribonuclearprotein). De modo similar ao das proteinas SR, as
proteinas hnRNP possuem na sua estrutura um dominio de ligacdo ao RNA, associado a um
dominio auxiliar normalmente envolvido em interagdes proteina-proteina (CARTEGNI et
al., 2002; HERTEL, 2008).

Dessa maneira, a integridade tanto das sequéncias cis-acting quanto dos elementos
trans-acting sdo de extrema importancia para que a maquinaria do spliceossomo reconheca
as sequéncias essenciais no segmento de DNA, as quais serdo excisadas para a formagdo do
pré-mRNA, e este ultimo serd processado para formagao correta do mRNA maduro (ZHOU

et al., 20006).

2. MUTACOES E SPLICING ABERRANTE

O estudo da relagdo entre erros no processo de splicing e a ocorréncia de doengas se
tornou uma questdo central no campo da pesquisa médica (NISSIM-RAFINIA e KEREM,
2002; STOILOV et al., 2002). Esta € uma consequéncia do nimero crescente de alteracdes
patologicas que podem estar diretamente relacionadas com defeitos no processamento do
pré-mRNA (ARS et al., 2000; BURATTI et al., 2006).

Além das doencas causadas por mutacdes exdnicas, incluindo mutagdes missense,
nonsense € frame-shift que originam proteinas aberrantes, e mutacdes em regides nao
codificantes que afetam a efici€ncia de transcri¢ao ou a estabilidade do mRNA, atualmente
ha a indicativa de que 15 a 30% das mutacdes causadoras de doencgas alteram o padrao
normal de splicing (GAZZARA et al., 2014; WANG e COOPER, 2007).

Dentro desse contexto, as alteragdes que afetam o mecanismo de splicing podem
estar relacionadas as mais diversas patologias sendo a causa direta de doenca, podem
também modificar a gravidade fenotipica de uma determinada doenca e, podem, ainda,
estar ligadas a uma maior susceptibilidade de desenvolver doencas (WANG e COOPER,
2007). Além de, muitas vezes, causarem caracteristicas peculiares de expressividade
incompleta em tecidos especificos (TOSI et al., 2010).

As mutacgdes de splicing geralmente afetam o correto processamento do mRNA,
quando modificam diretamente as sequéncias exdnicas ou intronicas presentes nos sitios
doadores ou aceptores de splicing. No entanto, podem afetar as sequéncias ESE, ESS, ISE

ou ISS, ou, ainda, podem gerar uma estrutura secundiria de mRNA modificada. No
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entanto, os efeitos sdo menos evidentes sobre o processo de splicing quando as alteracdes
se situam nas sequéncias de elementos regulatdrios de splicing (BARALLE e BARALLE,
2005; TOSI et al., 2010).

Assim, as alteracdes que provocam o desequilibrio dos fatores cis-acting ou trans-
acting possuem diferentes implicagdes no mecanismo de splicing. Defeitos que afetam os
elementos cis-acting possuem um impacto direto na expressdao de um Unico gene, por outro
lado alteragdes nos fatores trans-acting afetam a expressdo de multiplos genes (WANG e
COOQPER, 2007).

As mutagdes presentes nos elementos cis-acting t€m um efeito direto no mecanismo
de splicing constitutivo ou no de splicings alternativos. Perturbacdes do splicing
constitutivo, na maioria das vezes, resultam em perda de expressdo do gene em questdo, ou
ainda, podem inativar (ou ativar) um dos locais de splicing alternativamente utilizados, o
que promovera a expressao de somente um dos splicings alternativos. Neste caso, embora,
um mRNA normal seja produzido, a expressdo de somente uma das variantes de splicing
em um tecido ou em uma fase de desenvolvimento inapropriados, pode resultar em doenca
(FAUSTINO e COOPER, 2003a).

Contudo, mutagdes localizadas nos elementos trans-acting podem afetar a funcao da
maquinaria de splicing, ou fatores que regulam o splicing alternativo. Alteracdes que
afetam a maquinaria de splicing atuam diretamente no splicing de todos os pré-mRNA,
enquanto que as mutacdes que afetam a regulagdo de splicing alternativo modificam apenas
o subconjunto de pré-mRNAs que sdo alvos de elementos regulatérios (FAUSTINO e
COOQOPER, 2003a).

Além disso, dois outros mecanismos possiveis de afetar o processo de splicing
também devem ser considerados. O primeiro mecanismo € conhecido como nonsense-
mediated mRNA-decay (NMD), o qual € ativado na presenca de mutacOes que introduzem
um codon de parada prematura, e promove a degradacao dos transcritos mutados, fazendo
com que o alelo alterado perca a sua funcdo (COOPER et al., 2009; PAGANI e
BARALLE, 2004; WANG e COOPER, 2007). O segundo mecanismo € denominado
nonsense altered splicing (NAS), e atua quando um codon de parada prematuro causado
por uma mutacdo €, de alguma forma, ignorado, mantendo assim a integridade do quadro

de leitura (BARALLE e BARALLE, 2005; MAQUAT, 2002).
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Outra observacdo importante, é que a variacdo genética devido a presenga de
polimorfismos nucleotidicos localizados em regides codificantes (coding single-nucleotide
polymorphisms - cSNPs) € a principal causa das diferencas fenotipicas encontradas em cada
individuo (CACERES e KORNBLIHTT, 2002; WANG e COOPER, 2007). Estudos
revelam que a presenca de cSNPs podem intervir na eficiéncia do processo de splicing, o
que demonstra um importante papel como modificadores de fenétipos e na susceptibilidade
de um individuo para uma determinada doenga genética (COOPER et al., 2009; PAGANI
et al., 2005).

3. DIFERENCIACAO SEXUAL NORMAL

Os processos de determinagdo e diferenciagdo do sexo consistem na determinacao
do sexo gonadal (46,XX ou 46,XY), seguido de processos subsequentes a formacdo das
gbnadas, ou seja, ao surgimento de genitais internos e externos, respectivamente (JOST et
al., 1972, GUERRA-JUNIOR & MACIEL-GUERRA, 1997; HUGHES, 2002; MIGEON &
WISNIEWSKI, 2003).

O evento pivd na diferenciacdo sexual ocorre quando os primoérdios gonadais
indiferenciados iniciam sua especializacdo em gonadas (testiculos ou ovérios), e os demais
processos decorrem de efeitos secundarios provocados pelos hormonios por elas produzidos
(JOST, 1973).

Durante a diferenciacdo sexual, os hormonios gonadais agem sobre os 6rgaos
genitais internos e externos resultando em diferenciacio das estruturas reprodutivas (ONO
e HARLEY, 2013). As etapas de diferenciacdo gonadal tanto masculina quanto feminina
envolvem a expressdo especifica de uma cascata de genes mostrada na Figura 8 (MIGEON

& WISNIEWSKI, 2003; DE MELLO et al., 2005).
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Figura 8: Genes envolvidos na regulacdo do desenvolvimento gonadal embriondrio (ONO

e HARLEY, 2013).

Embora com o sexo gamético ja estabelecido, até cerca de sete semanas apds a
fertilizacdo, o embrido humano apresenta gonadas indiferenciadas bipotentes, ndo sendo
possivel distinguir macro ou microscopicamente entre embrides com predestinagdo
masculina ou feminina (GUERRA-JUNIOR & MACIEL-GUERRA, 1997; HUGHES,
2002). Nesta fase, as informacdes codificadas pelos cromossomos sexuais sao responsaveis
pelo estabelecimento do sexo gonadal, onde a gonada indiferente se desenvolve em ovério
ou testiculo (WILSON, 2001).

Em embrides de sexo genético masculino, devido a presenca do cromossomo Y,
mais especificamente do gene SRY e de vdrios outros genes envolvidos na diferenciacao
sexual masculina, as gonadas indiferenciadas se diferenciardo em testiculos. O testiculo é
responsavel por conduzir a regressdo dos primdrdios genitais femininos, e também pela
diferenciacdo dos condutos internos (derivados de Wollf), e genitais externos masculinos.
Nesta etapa, as células de Sertoli, presentes nos testiculos, secretam o hormoénio anti-
miilleriano (HAM), e as células de Leydig, a partir do colesterol promovem a
esteroidogénese testicular produzindo altas concentragdes do hormonio testosterona (T)

(Figura 9), o qual na presenca da enzima Sa-redutase tipo 2, € convertido em um hormonio
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mais potente, a diidrotestosterona (DHT) (DAMIANI ez al., 2001; GUERRA-JUNIOR &

MACIEL-GUERRA, 2002).
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Figura 9: Esquema da esteroidogénese testicular (Adaptado de MURRAY et al., 2008).

Dentre os genes importantes para a producio e acdo androgénica corretas destacam-

se HSDI17B3, que codifica a enzima que transforma a androstenediona em testosterona,

SRD5A2, que codifica a enzima 5So-redutase tipo 2, € o do Receptor de Andrégenos (RA),

que promove a acdo androgénica propriamente dita. De uma forma simplificada, o

mecanismo para esta agdo segue os seguintes passos: a T circulante no sangue entra na

célula por difusdo e se combina diretamente com o RA ou é convertida em DHT pela

enzima 5o-redutase tipo 2, que entdo se combina com RA. A DHT, que medeia a acdo

androgénica em varios tecidos-alvo, ¢ um andrégeno mais potente que a testosterona, pois

se associa com maior afinidade ao receptor androgénico, promovendo a transformagio do
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complexo hormodnio-receptor em uma forma que exibe maior afinidade de ligacdo com o

DNA (Figura 10) (BROWN et al., 1993; BRINKMANN et al., 1995).

Membrana Celular Membrana Nuclear

Efeitos Fisioldgicos

Figura 10: Esquema da ac¢do dos andrégenos dentro das células. Adaptado de CHEN W. et
al 1996.

Por outro lado, em embrides do sexo feminino, a auséncia do cromossomo Y levara
a uma “ndo sinalizagdo” para o desenvolvimento testicular e expressdo de uma série de
genes que resultard na diferenciacdo das gonadas em ovdrios (Figura 8). A falta de HAM
permite que os condutos internos (derivados de Miiller), e genitais externos femininos se
desenvolvam (fimbrias, trompas, utero e terco proximal de vagina). Na auséncia dos
hormoénios T e DHT, os primérdios masculinos ndo se desenvolvem e sofrem atrofia, e
assim a genitdlia externa seguird o caminho do sexo feminino (DAMIANI et al., 2001).

E importante ressaltar que a diferenciacio da genitdlia externa se direcionard para a
via masculina ou feminina dependendo da concentracio de andrdgenos (T e DHT) na
circulacdo sanguinea. Altas concentracdes destes andrégenos resultam em uma genitdlia

externa masculina ou ambigua e baixas concentragdes, ou mesmo a auséncia destes
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hormonios, resultam em genitdlia externa feminina (GUERRA-JUNIOR & MACIEL-
GUERRA, 2002).

Os esteroides sexuais sdo também sintetizados no cortex adrenal, assim como 0s
mineralocorticoides e os glicocorticoides, hormodnios estes produzidos a partir do colesterol
(Figura 11). Os andrégenos da adrenal, principalmente a androstenediona e a testosterona,
sdo responsaveis pelo desenvolvimento sexual normal e caracteres sexuais secunddrios no
homem e pélos pubicos e axilares nas mulheres (REICHMAN et al., 2014).

O cortisol é o principal glicocorticéide produzido pelo cértex adrenal, e atua no
metabolismo proteico, lipidico e dos carboidratos. Ja a aldosterona € o mineralocorticéide
mais potente e tem como atividade principal a retencdo de sal (NEW, 1998; AL-AGHA e
OCHELTREE, 2012).

Na esteroidogénese adrenal, a enzima 21-hidroxilase (CYP21A2), quando na
presenca de NADPH, cataliza a hidroxilacdo da 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) em 11-
desoxicortisol (11-DOC) e converte progesterona (P) em 11-deoxicorticosterona. Estes

esterdides sdao convertidos posteriormente em cortisol e aldosterona, respectivamente

(WEDELL, 2011).
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Figura 11: Cascata da esteroidogénese a partir do colesterol, enfatizando a enzima
CYP21A2 a qual participa tanto da sintese da aldosterona quanto do cortisol, mas também

ressaltando a SRD5A2 e HSD17B3 que participam da via dos hormonios androgénicos

(Adaptado de WHITE et al., 2009).

Uma vez que este trabalho envolve a investigacao dos genes que codificam as

enzimas HSD17B3, SRD5A2 e CYP21A2, suas caracteristicas moleculares bem como de

| (e

Cortisol

suas deficiéncias serdo detalhadas a seguir.
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3.1. Gene HSD17B3 e a deficiéncia da enzima hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 3
A enzima hidroxiesteréide desidrogenase tipo 3 (HSD17B3) faz parte de uma

familia de 14 isoenzimas, as quais estdo envolvidas na biossintese da testosterona a partir
do colesterol. As enzimas hidroxiesterdide desidrogenases catalisam as reacdes entre
DHEA e androstenediona, androstenediona e testosterona, € entre a estrona e estradiol
sendo, portanto, fundamentais para a sintese de andrégenos e estrogenos ativos
(NEOCLEOUS et al., 2012; GEISSLER, 1994).

A HSD17B3 participa da dltima etapa da sintese da testosterona, sendo responsavel
por catalisar a redug¢do da androstenediona para testosterona, e é de fundamental
importancia para a sintese de andrégenos e estrogenos ativos (ZHU et al, 1998; LABRIE e/
al., 1997; ROY et al., 2014). Esta isoenzima é expressa somente nos testiculos, e quando se
apresenta deficiente, causa uma forma bastante rara de DDS 46,XY (ROY et al., 2014;
GEISSLER, 1994). Essa condicdo decorrente da deficiéncia da enzima HSD17B3 € de
heranca autossOmica recessiva, e se caracteriza pelo desenvolvimento dos derivados de
Wolf, provavelmente devido a substituicdo da testosterona pelas concentracdes locais
aumentadas de androstenediona (MACIEL-GUERRA E GUERRA-JUNIOR, 2002;
NEOCLEOUS et al., 2012).

Sua expressdo ocorre na fase intra-uterina, utiliza o NADPH como cofator e
apresenta afinidade por substratos esteroides, como a androstenediona, sendo responsavel
pela biossintese do hormdnio testosterona durante o periodo critico da diferenciacdo sexual
(LIN et al., 1998).

O gene HSDI7B3 contém onze exons € 10 introns, € possul um tamanho de
aproximadamente 60 kb. Estd localizado no braco longo do cromossomo 9 (9q22), e
codifica uma proteina de 310 aminoédcidos (RHOUMA et al., 2013).

Mutagdes no gene HSD17B3 sdo responsdveis pela deficiéncia da enzima. Vinte e
nove mutagdes ja foram descritas neste gene (www.hgmd.cf.ac.uk) (Figura 12). Estas
mutacdes podem ocorrer em homozigose ou em heterozigose composta. A maioria das
mutacdes é do tipo missense, que causam substituicdes de aminodcidos, no entanto
pequenas delecdes e trocas nucleotidicas na regido de splicing sdo também encontradas.

Tanto as dele¢des como as mutacdes na regido codificante do DNA prejudicam a formagado
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de enzimas funcionais, embora as mutacdes missenses possam causar danos com diversos
graus de gravidade para a acdo protéica (WILSON, 2001).

— p-Met235Val
—€.729-735delGATAACC

.
Shmane | p.Phe208lle
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3’
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p.Arg80Trp p.Met197Lys

p.lle187Lysfs*40

Figura 12: Mutacdes no gene HSDI17B3. O gene é formado por 11 exons e 10 introns e as
mutacdes descritas até o presente momento encontram-se mais concentradas na regido dos

exons 8 ao 11 (CASTRO et al., 2012).

Defeitos genéticos que afetam qualquer uma das reacdes enzimaticas na biossintese
da testosterona podem prejudicar a sua produc¢do, levando a masculiniza¢do incompleta da
genitdlia em individuos 46,XY (GEISSLER et al., 1994; RHOUMA et al., 2013). Assim, a
deficiéncia da HSD17B3 em individuos 46,XY faz com que ao nascimento, a genitdlia seja
feminina com ou sem clitoromegalia, com gonadas palpdveis no canal inguinal; os afetados
geralmente sdo criados como meninas, devido a masculinizacdo incompleta da genitdlia
(GEISSLER et al., 1994; ZHU et al., 1998a). Estes individuos procuram ajuda médica por
apresentarem viriliza¢do na puberdade ou por ndo apresentarem menarca (WILSON, 2001;
MASSANYT et al., 2013).

A deficiéncia da enzima HSD17B3 € considerada bastante rara na populacio, porém
até o momento, ndo se conhece a incidéncia na populacdo brasileira, € nem mesmo na
populacdo mundial, com exce¢do de uma populacdo isolada na Ardbia que, devido a uma
alta taxa de casamentos consanguineos, apresenta uma prevaléncia em torno de 1:200-300
nascimentos (ROSLER et al., 1996; MASSANYI et al., 2013). E em um estudo bastante
antigo realizado nos paises baixos da Europa por BOEHMER et al. (1999), registrou-se

uma incidéncia de aproximadamente 1:147.000 nascimentos. Ainda nesse estudo, foi
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observado que algumas mutacdes do gene HSDI7B3 sdao frequentemente recorrentes na
populacdo européia, indicando talvez um possivel efeito fundador.

O diagndstico bioquimico mostra baixas concentragdes de testosterona no plasma,
porém as razdes T/DHT sdo geralmente normais ao passo que as concentracdes de
androstenediona sdo elevadas. A deficiéncia na virilizacdo e a anormalidade nas
concentracdes de testosterona, geralmente tornam-se menos acentuadas com o tempo, €
muitos afetados eventualmente podem ter niveis normais de testosterona masculina no
plasma (WILSON, 2001).

Isso ocorre devido a dois mecanismos alternativos para a produgdo de testosterona
nos individuos afetados: algumas enzimas mutantes sdo capazes de sintetizar testosterona
quando os niveis de hormonio luteinizante e androstenediona sdo elevados. O segundo
mecanismo pode ocorrer, quando individuos que apresentam mutagdes mais graves
sintetizam a testosterona pela reconversao da androstenediona em tecidos extraglandulares
por uma ou mais das isoenzimas HSD17B nao afetadas, provavelmente a isoenzima do tipo
5 (ANDERSSON et al., 1996). Em consequéncia, as vias alternativas para a formacgdo de
testosterona pode virilizar individuos no periodo da puberdade (WILSON, 2001;
MALTAIS et a., 2002; ROY et al., 2014).

3.2.Gene SRD5A?2 e a deficiéncia da enzima 5a -redutase tipo 2
A enzima 5a-redutase tipo 2 promove a conversao do hormodnio testosterona (T) em

diidrotestosterona (DHT), que € um passo essencial para a correta diferenciacdo da
genitdlia externa masculina durante a vida fetal. Uma das causas de DDS 46,XY € a
deficiéncia desta enzima, na qual a conversio da T em DHT € nula ou defeituosa
(IMPERATO-MCGINLEY et al., 1974; WALSH et al., 1974; HACKEL et al., 2005).

O gene SRD5A2 (Steroid ReDuctase 5 Alpha type 2) localiza-se em 2p22-23 e
apresenta um arcabouco genético composto por 5 exons € 4 introns, cujas mutacdes pode
levar a ambiguidade genital em fetos com cariétipo 46,XY (THIPGEN et al., 1992; KANG
etal.,2014).

A enzima So-redutase tipo 2 € uma proteina composta por 254 aminodcidos, € expressa
principalmente nos tecidos genitais (prostata e rudimentos genitais externos, testiculos,

epididimo, prostata e vesiculas seminais), além de exibir alta afinidade por substratos
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esteroides (WILSON, 1993; RUSSELL et al., 1994, ZHU Y.S et al., 2005). E uma proteina
de membrana, o que pode ser confirmado pela distribui¢do de muitos aminodcidos
hidrofébicos (THIPGEN et al., 1992).

Esta enzima utiliza como cofator o NADPH para a reducdo de duplas ligagdes com a
adi¢ao de hidrogénio no carbono 5 do anel A (5a) de substratos esterdides. O NADPH ¢ o
primeiro co-fator a se ligar a Sa-redutase (antes da testosterona) e o NADP" € o tltimo a
deixar a enzima (LEVY et al., 1995; CHAN et al., 2013).

Mutacgdes no gene SRD5A2 ja foram descritas em mais de cinquenta familias distribuidas
em 22 grupos étnicos. Sendo uma doenca autossdOmica recessiva, grande parte dos casos
pertence a familias geograficas ou socialmente isoladas e endocruzadas como as da Republica
Dominicana, da Turquia e da Nova Guiné (CAl et al., 1996; MACIEL-GUERRA e GUERRA-
JUNIOR, 2002; HEY-JOO KANG et al., 2014).

Como esperado em doencas com padrdo de heranca autossOmica recessiva causadas
por mutagdes relativamente raras, a taxa de consanguinidade é elevada e mais de dois
tercos dos pacientes sdo homozigotos para a mutagcdo. Por outro lado, a frequéncia
relativamente elevada de heterozigotos compostos (~32%) sugere que a frequéncia de
portadores na populacdo em geral seja maior do que se imaginava previamente (MACIEL-
GUERRA e GUERRA-JUNIOR, 2002).

Os afetados sdo individuos com cariétipo 46,XY que, ao nascimento, apresentam
frequentemente ambiguidade genital. A variabilidade fenotipica é ampla, podendo haver
desde uma genitdlia externa com estruturas quase femininas (hipospadia pseudovaginal
perineo-escrotal) até um fenétipo masculino sem qualquer sinal clinico grave caracteristico
deste distirbio (HACKEL et al., 2005).

Foi demonstrado que a maioria dos individuos com deficiéncia da enzima So-redutase
tipo 2 de diferentes regides do mundo optam pela mudanca de identidade de género de
feminino para o masculino (IMPERATO-MCGINLEY e ZHU, 2002). Estes achados
sugerem que a exposicao do cérebro ao andrégeno testosterona no utero, no periodo pos-
natal e na puberdade, parece ter um maior impacto na determinacdo da identidade de
género masculina, quando comparada as influéncias socioculturais e ao sexo de criacdo
desses individuos. Dessa forma, parece que a acdo direta da testosterona sobre o

desenvolvimento do cérebro em meninos, € a falta deste hormodnio no cérebro em meninas,
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sdo fatores cruciais para o desenvolvimento da identidade de género masculino ou feminino
(EHRHARDT & MEYER-BAHLBURG, 1979; SWAAB, 2004).

A identificacdo de mutacdes (pontuais ou delecdes) no gene SRD5A2 nos individuos
afetados relacionou definitivamente o DDS-XY por deficiéncia da Sa-redutase tipo 2 que
causa a diminuicdo da sintese de DHT, hormonio chave da virilizacdo da genitdlia externa
masculina (DAMIANI et al., 2001; HACKEL et al., 2005; BALDINOTTI e al., 2008). Os
vdrios tipos de mutacdes no gene SRD5A2 justificam a heterogeneidade fenotipica que é
prépria da doenca (SKORDIS et al., 2005; BALDINOTTI et al., 2008).

Até o momento foram mais de 60 mutagdes diferentes, que prejudicam a expressao e a
traducdo correta do gene (http://www.hgmd.cf.ac.uk) (Figura 13). Dentre essas mutacodes
estdo aquelas que levam a formacdo de enzimas ndo-funcionais, resultantes de delecoes
completas ou parciais do gene, da introdu¢do de cdédons de parada prematuros, de
alteracdes nos sitios de splicing ou de insercdes e delecdes que alteram o quadro de leitura

(SKORDIS et al., 2005; KANG et al., 2014).
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Figura 13: Mutacdes no gene SRD5A2. O gene é formado por 5 exons e 4 introns e as
mutacdes descritas até o presente momento encontram-se mais concentradas na regiao dos

exons 1 e 4 (Fonte HGMD; http://www.hgmd.cf.ac.uk).

A identificacdo da alteracdo molecular no gene especifico contribui significativamente
para o diagndstico precoce da deficiéncia da Sa-redutase tipo 2. As alteracdes hormonais
encontradas, que servem como triagem, sao o aumento da relacdo entre as dosagens basais
de testosterona (T) e diidrotestosterona (DHT) ou pés-estimulo com gonadotrofina
coridnica humana (hCG). Porém, este aumento nem sempre é observado. Além disso, a
razdo elevada de T/DHT ndo pode ser considerada como regra para diagnosticar a doenga,
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uma vez que alguns pacientes apresentam uma deficiéncia parcial da enzima So-redutase
tipo 2, indicando niveis normais de T para a faixa etdria (WILSON et al., 1993,

BOEHMER et al., 1999; CHAN et al., 2013).

3.3. Gene CYP21A2 e a deficiéncia da enzima 21-hidroxilase

Na esteroidogénese adrenal, a enzima CYP21A2 catalisa as conversdes de 17- OHP
e progesterona (P) em 11-desoxicortisol (11-DOC) e 11-deoxicorticosterona,
respectivamente. Os bloqueios enzimdticos destas vias pela deficiéncia de CYP21A2
impedem a sintese de cortisol/aldosterona, causando o acimulo de 17-OHP e de
progesterona (Figura 11). Como consequéncia, ocorre um desvio da sintese no sentido da
producdo e secrecdo dos esteroides, principalmente a testosterona em concentracdes muito
acima do normal (MILLER & MOREL, 1989; NIMKARN et al.,, 2011), condicdo que
caracteriza a Hiperplasia Congénita da Adrenal (HAC), a qual é definida como uma
patologia enddcrina inata resultante da deficiéncia de uma das enzimas requeridas para a
sintese do cortisol a partir do colesterol (CALLIARI, 1992, REICHMAN et al., 2014).

A CYP21A2 é um membro da familia do citocromo P450 composta por 494 ou 495
aminodcidos, variacdo esta devida a presenca de quatro ou cinco codons CTG (leucina) no
exon 1 do gene CYP21A2, sem que haja modificacdo da atividade enzimadtica, e possui peso
molecular de 52 kD (WHITE & SPEISER, 2000).

O gene CYP21A2 esta localizado no braco curto do cromossomo 6 (6p21.3), possui
um tamanho total de aproximadamente 3,4 kb, sendo composto por 10 exons e 9 introns.
Existem duas cépias deste gene, CYP2IAIP e CYP2IA2, e embora possuam 98% de
homologia em seus exons e 96% de homologia em seus introns, apenas o CYP2IA2 é um
gene ativo. O gene CYP2IAIP é um pseudogene, isto €, nao produz proteina funcional,
porque apresenta varias mutagdes deletérias (LEE, 2013).

A deficiéncia da enzima 21-hidroxilase é a forma mais comum de HAC, sendo
responsavel por aproximadamente 90% dos casos, e ocorre em um amplo espectro de
variantes clinicas que podem ser agrupadas em duas categorias: forma cléssica, que
apresenta duas divisdes fenotipicas, perdedora de sal (PS) e virilizante simples (VS), e a
forma ndo classica (NC). Em geral, o quadro clinico da doenga depende da intensidade e do

nivel do bloqueio enzimatico (WITCHEL et al., 2011; EYAL et al., 2013).
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A forma classica da deficiéncia da enzima 21-hidroxilase estd envolvida com o
bloqueio completo ou quase completo da atividade enzimética e estd clinicamente presente
ao nascimento (STRACHAN, 1990; MILLER, 1991).

A forma perdedora de sal ocorre em cerca de 67% dos casos, sendo esta a forma
mais grave da doenca, onde a incapacidade de sintetizar aldosterona leva a crises de perda
de sal, e em muitos casos € fatal. Os sinais desta forma de HAC geralmente ndo sao
detectdveis no neonato do sexo masculino, que em geral apresenta genitélia externa normal.
O neonato do sexo feminino apresenta ambiguidade genital em diversos graus, no entanto,
ndo apresenta gonadas palpéveis (AL-AGHA et al., 2012).

Sao reconhecidos como portadoras da forma cldssica VS de HAC os individuos do
sexo feminino com genitdlia externa ambigua virilizada resultante do excesso de
andrégenos, mas sem defici€éncia de mineralocorticoides. O principal sintoma capaz de
identificar individuos do sexo masculino portadores da forma VS de HAC, sdo sinais de
virilizagdo precoce devido ao excesso de andrégenos. Cerca de 33% dos casos de VS sao
capazes de sintetizar aldosterona em quantidade suficiente (WHITE ez al., 2000; AL-
AGHA et al., 2012).

Pacientes com a variante ndo cldssica (NC) da deficiéncia da 21-hidroxilase ndo
apresentam anormalidade ao nascimento. Como nesta forma o bloqueio enzimético € menos
intenso, as caracteristicas clinicas devido ao excesso de andrégeno sdo muito variaveis,
podendo manifestar-se em qualquer idade, mais comumente na puberdade e vida adulta
(NWE et al., 1989; REICHMAN et al., 2014).

Mais de 181 mutacdes ja foram descritas para o gene CYP21A2 (Fonte
www.cypalleles.ki.se) As mutacdes de ponto no gene da enzima 21-hidroxilase sdo a causa
mais frequente de HAC nas formas classicas e ndo clédssicas (HIGASHI et al., 1991) e
incluem pequenas delecOes, inser¢des e substituicdes pontuais, também presentes no
pseudogene, sendo consideradas microconversdes. Mutacdes do tipo delecdo, frameshift,
nonsense, e em sitios de splicing estdo, de forma geral, associadas a danos mais graves na
atividade da enzima e com a forma cldssica PS, enquanto que mutacdes missense resultam
em variabilidade do fenétipo, dependendo da importancia funcional do aminodcido alterado

(Figura 14) (LEE, 2013).
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Figura 14: Figura ilustra a estrutura do gene CYP21A2, seus exons e introns e algumas das
mutacdes descritas até o momento. Destaca-se em amarelo as mutagdes relacionadas com o
fendtipo caracteristico da forma perdedora de sal (PS); em azul a forma virilizante simples

(VS) e em rosa, a forma nao cldssica (NC) da Hiperplasia Congénita da Adrenal (Fonte

HGMD; http://www.hgmd.cf.ac.uk).

4. DISTURBIOS NA DIFERENCIACAO DO SEXO E MUTACOES EM
REGIOES DE SPLICING

Multiplos eventos moleculares regulam as etapas de determinagdo e diferenciacdo
do sexo, e a presencga ou auséncia de alguns genes € que definira se as gonadas internas e a
genitdlia externa a ser diferenciada serd masculina ou feminina (BRENNAN 2004).

A presenca de alteracdes ou mutacdes em algum dos genes envolvidos no processo
da diferenciac@o do sexo em humanos pode comprometer a correta biossintese de proteinas
essenciais para o desenvolvimento adequado das gonadas ou da genitdlia externa, o que
pode resultar em desordens conhecidas como Distirbios da Diferenciacdo do Sexo (DDSs).

Assim, os Distirbios da Diferenciagdo do Sexo sdao definidos como uma condicdo

congénita na qual o desenvolvimento cromossdmico, gonadal ou anatdmico do sexo
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apresenta-se atipico, e afeta aproximadamente 1:1.000 individuos na populacao (LEE et al.,
2006; ONO e HARLEY, 2013; OSTRER, 2014).

Algumas dessas desordens afetam primeiramente as gonadas, como € o caso de
DDS Testicular 46,XX, e DDS 46,XY com disgenesia gonadal parcial ou completa. Essas
condi¢cOes podem ser identificadas em diferentes fases do desenvolvimento humano, desde
a vida fetal, em recém-nascidos com ambiguidade genital, gbnadas disgenéticas e ainda,
quando a genitdlia interna ndo corresponde com o sexo cromossdmico. Alternativamente,
essas desordens podem ser diagnosticadas quando o individuo apresenta puberdade tardia,
virilizag@o antecipada ou ginecomastia, infertilidade, ou ainda tumores gonadais (OSTRER,
2014).

E importante ressaltar que a ambiguidade genital em recém-nascidos configura
sempre uma situacdo de emergéncia, principalmente em algumas de suas etiologias, como a
forma perdedora de sal da hiperplasia congénita da adrenal (gene CYP2IA2) e algumas
sindromes malformativas que podem levar potencialmente ao ébito. Em longo prazo, as
falhas no processo de defini¢cdo do sexo acarretam prejuizos irrepardveis ao paciente e a
familia (JOSHI et al., 2006; LEE et al., 2006).

Portanto, a deteccdo de alteracdes moleculares nos genes deve ser feita o mais breve
possivel, o que pode garantir, quando aliada ao diagndstico clinico, uma conduta mais
adequada valendo-se da identificacdo precoce da deficiéncia enzimatica.

As mutacdes de splicing, que em alguns casos originam transcritos ndo funcionais,
tem sido identificadas na grande maioria dos genes envolvidos na determinacdo e

diferenciacdo do sexo em humanos (fonte HGMD; http://www.hgmd.cf.ac.uk) (Tabela 1).
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Tabela 1: Genes envolvidos na diferenciacdo do sexo e mutacdes localizadas na regido de

splicing descritas até 0 momento.

5 5 _ Niimero de mutacées de
Proteina e possivel funcao

splicing descritas

WT1 14
SF-1 Fator de transcricdo, receptor nuclear 1
SO0X9 Fator de transcri¢éo high-mobility-group 2
DAX1 Regulador de transcri¢do, receptor nuclear 2

Proteina secretada que causa regressao dos dutos

AMH 2
de Miiller; inibidor de células de Leydig

AR Receptor de andrégenos, fator de transcri¢ao 17

ligante-dependente,

HSD17B3 4
17B-hidroxiesterdide desidrogenase

SRDS5A2 Sa-redutase tipo 2 4

CYP2IA2 21-hidroxilase 10

CYPI11B1 11B-hidroxilase 10
STAR Proteina reguladora esteroidogénica aguda 4

Mutacdes presentes no sitio de splicing podem abolir o mecanismo normal ou
podem criar sitios alternativos. Em ambos os casos, o0 RNA mensageiro maduro nao ¢
corretamente processado e a proteina traduzida pode estar truncada ou apresentar
aminodcidos adicionais (WIGLEY ez al., 1994).

Alguns estudos funcionais, envolvendo mutacdes em regides de splicing nos genes
relacionados a DDSs, ja foram realizados a fim de verificar o efeito biol6gico das mutagdes
no processo de splicing, e a maioria desses estudos demonstraram que essas mutagdes
acarretam a produgdo de pré-mRNAs anOmalos, sendo estes incapazes de exercer suas
funcdes corretamente.

A maneira ideal para estudar mutacdes em regides de splicing € através da andlise
direta do mRNA contendo a alteracdo, por meio de bidpsia ou extracdo do 6rgdo onde a
proteina é expressa (MICHAEL ez al., 2005). Porém, quando este procedimento ndo €

possivel deve-se recorrer a técnica de construcdo de minigenes.
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A técnica de construgdo de minigenes € bastante utilizada para o estudo do processo
de splicing em vérias dreas da genética. Nos udltimos anos, muitos estudos tém sido
realizados utilizando esta técnica com o objetivo de obter uma melhor compressao das
consequéncias provocadas por mutagdes em sitios de splicing, e também de contribuir para
o aumento do conhecimento dos mecanismos que regulam o processo de splicing de um
modo geral. Sendo assim, esta técnica promove uma forma direta de determinar se uma
mutacdo causadora de doenga, ou um polimorfismo de tnico nucleotideo (SNP), afetam a
eficiéncia do processo de splicing (SINGH e COOPER, 2006).

Através da técnica de minigene, foram estudadas neste trabalho mutacdes presentes
nas jungdes exon/intron e em regides intronicas em trés genes essenciais para a correta
diferencia¢do sexual humana: CYP21A2, SRD5A2 e HSD17B3.

No gene HSD17B3 foi estudada a alterac@o ¢.277+2T>G, que se localiza na regiao
doadora de splicing no intron 3 (CASTRO et al., 2013). Para o gene SRD5A2, foram
estudadas duas alteragdes: ¢.548-44T>G encontrada em heterozigose, localizada na regido
aceptora de splicing do intron 3; e a segunda alteracao € a c.278delG (VEIGA-JUNIOR et
al., 2012), localizada no ultimo nucleotideo do exon 1, também em heterozigose. No gene
CYP21A2 foram analisadas as alteracdes ¢.289+127T>G em heterozigose, a qual se localiza
na regido doadora de splicing do intron 2; e a alteracdo ¢.939+5G>A, localizada na regiao

doadora de splicing do intron 7, em heterozigose.
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OBJETIVOS

GERAL

Investigar os efeitos sobre o mecanismo de splicing normal resultantes de trocas

nucleotidicas intronicas raras identificadas nos genes HSDI17B3, SRD5A2 e CYP21A2 de

pacientes com Distirbios da Diferenciacao do Sexo.

ESPECIFICOS
» Realizar estudos in silico para os genes CYP21A2, HSD17B3 e SRD5A2 quanto a

perturbacdo do reconhecimento de regides essenciais para o processo normal de

splicing causada por alteracdes em cis, e quanto as alteragdes no padrdo de ligacao

das proteinas envolvidas no mecanismo de splicing.

= Realizar estudos in vitro utilizando a técnica de construgdo e expressao de mini-

genes para investigacdo do efeito das seguintes alteragdes sobre o mecanismo de

splicing:

c.277+2T>G, localizada na regido doadora de splicing no intron 3 do gene
HSDI17B3;

c.548-44T>G e c.278delG, localizadas na regido aceptora de splicing do
intron 3 e no ultimo nucleotideo do exon 1, respectivamente, no gene
SRD5A2;

c.289+127T>G e ¢.939+5G>A, localizadas nos introns 2 e 7,
respectivamente, no gene CYP21A2.
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METODOLOGIA

Em pacientes previamente analisados pelo nosso grupo de pesquisa, foram
encontradas mutacdes localizadas em regides intronicas e exonicas. Pelo fato de ndo se
encontrarem anotadas como variagdes nucleotidicas frequentes em nenhum banco de
sequéncias e por terem sido identificadas em apenas um individuo, tornou-se importante
testar o efeito de cada uma sobre o processamento dos introns. Trés genes esteroidogénicos
foram incluidos: CYP21A2, SRD5A2 e HSDI7B3. A Tabela 2 detalha as mutacdes
estudadas e suas respectivas localizacdes. Cada mutacdo foi encontrada em apenas um

individuo.

Tabela 2: Alteracdes estudadas neste projeto.

Gene ‘ Mutacao estudada Localizacao Caracteristicas
c.548-44T>G Intron 3 hipospadia; criptorquidia
SRD5A2 c.278delG Exon 1 Genitdlia ambigua, micropénis,
hipospadia;
HSD17B3 c.277+2T>G Intron 3 hiperandrogenismo
c.289+127T>G Intron 2 clitoromegalia
CYP2IA2
c.939+5G>A Intron 7 pubarca precoce

Este trabalho foi conduzido sob aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas - Unicamp (Parecer CEP N° 434/2006) (Anexo 1), e
também pela Comissdo Interna de Biosseguranga (CIBio/CBMEG N° 03/2003) (Anexo 2).

Os pacientes que apresentaram essas alteracdes foram encaminhados para
investigacdo da deficiéncia das enzimas Sa-redutase tipo 2, 17B-hidroxiesteréide
desidrogenase tipo 3 e 21-hidroxilase. As caracteristicas sugestivas para cada investigacao
encontram-se na Tabela 2.

Para a investigacdo das alteracdes aqui descritas, foram realizados ensaios
utilizando a técnica de minigenes a fim de verificar o efeito causado por essas alteragdes no

mecanismo de splicing e, consequentemente, na formacao do mRNA.
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Os ensaios de minigenes contendo as alteracdes citadas acima foram realizados na
Faculdade de Medicina da Universidade de Southampton, Reino Unido, sob a supervisao da
Prof®. Dr" Diana Baralle, onde o sistema de estudo do processo de splicing através da
construcdo de minigene que serd descrito a seguir foi desenvolvido e todos os protocolos ja
se encontravam padronizados.

Todas as etapas realizadas para as construgdes e andlises dos minigenes serdo descritas

a seguir:

1. CONSTRUCAO DE MINIGENES
A escolha do sistema de estudo foi influenciada principalmente pelo tamanho dos introns

para os quais se faria a investigacdo de splicing. Para o gene SRD5A2, o intron 1, por
exemplo, que tem um tamanho aproximado de 47 kb, tornava invidvel o estudo através da
clonagem direta. Assim, optou-se pela construcio de minigenes hibridos. O sistema
escolhido envolve a inser¢do do fragmento a ser testado em um vetor de expressdao
(pcDNA3+, Invitrogen, Carlsbad, CA) que havia sido anteriormente modificado pela
substituicdo do polylinker original pelo gene da alfa-globulina (HBAI) (BARALLE e
BARALLE, 2005) (Figura 15). Este gene de cerca de 850 pb contém 3 exons e produz um
transcrito de 577 pb. A escolha do gene HBAI foi devido ao fato de apresentar nos exons
regides flanqueadoras bastante ‘“fortes” para reconhecimento da maquinaria do
spliceossomo, de forma a fornecer resultados mais facilmente nos ensaios de splicing dos

minigenes hibridos.
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Kpnl
gene Alfa-Globulina i ; BanEI&I)RI

Alfa1 Alfa2 Alfa3 a-globin promoter

pcDNA3.1

pcDNA3.1

Ampicillin

Ampicillin 5428 bp

Neomycin
Neomycin

Figura 15: Vetor pcDNA3 modificado com a adi¢do do gene da alfa-globulina (HBAI)

(minigene hibrido).

Desta forma foram construidos os seguintes minigenes:

Para as alteragdes no gene SRD5A2 foram construidos quatro minigenes para as
formas nativas e mutantes das duas alteragdes em investigacdo. No caso da c.278delG, os
exons 1 e 2 do gene HBAI foram substituidos por um fragmento contendo o exon 1 e parte
do intron 1 do SRD5A?2 e, para a ¢.548-44T>G, um fragmento contendo o parte do intron 3,
0 exon 4 e parte do intron 4 do gene SRD5A2 foi inserido entre os exons 2 ¢ 3 do gene

HBAI (Figura 16).
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delG gene HBAI (a3)

A)
ygtoiED_\'As % cDNA3
B)
vetor %DN:U vetor ic DNA3

Exon4 do gene SRD5A2

Figura 16: A) A figura mostra o esquema da constru¢cdo de um minigene para estudo da
mutacdo ¢.278delG. B) Esquema da constru¢do de um minigene para estudo da alteracdo

c.548-44T>G.

Para a alteracio no gene HSDI7B3 foram construidos dois minigenes
correspondentes as formas nativa e mutante. Um fragmento contendo parte do intron 2, o
exon 3 e parte do intron 3 do gene HSDI17B3 foi inserido entre os exons 2 e 3 do gene

HBAI (Figura 17).

gene HBAI (al, a2 e a3) #2T5G
ATG TAA
retor pcDNA3 BamHI EcoRI retor pcDNA3
" — H H X3 —
| S

Exon3 do gene HSD17B3

Figura 17: A figura mostra o esquema da constru¢do de um minigene para estudo da

mutacdo ¢.277+2T>G.

Para as alteragdes no gene CYP21A2 foram construidos quatro minigenes para as
formas nativas e mutantes das duas alteracOes em investigacdo. No caso da ¢.289+127T>G,
um fragmento contendo parte do intron 1, o exon 2, o intron 2, o exon 3 e parte do intron 3
do gene CYP21A2 foi inserido entre os exons 2 e 3 do gene HBAI. Ja para a ¢.939+5G>A,
um fragmento contendo parte do intron 6, o exon 7, o intron 7, o exon 8 e parte do intron 8

do gene CYP21A2 foram inseridos entre os exons 2 e 3 do gene HBAI (Figura 18).
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A) gene HBAI (al, a2 e a3)

ATG
xswhn\iﬂ

TAA

i a3 i'e.ioi icD.\'AS

i
k]
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ATG TAA
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Exon7 e 8 gene CYP21A2

Figura 18: A) A figura mostra o esquema da construcao de um minigene para estudo da
mutacdo ¢.289+127T>G. B) Esquema da constru¢do de um minigene para estudo da

alteracdo c.939+5G>A.

1.1. Amplificacdo dos fragmentos

A partir do DNA gendmico dos portadores e ndo portadores das mutacdes descritas
acima, foi realizada a amplificacdo de cada fragmento pela técnica de PCR utilizando-se os
primers descritos na Tabela 3. Esses primers foram desenhados com base nas sequéncias
referéncias de cada gene (CYP21A2, ENSG00000231852; SRD5A2, ENSG00000049319;
HSD17B3, ENSG00000130948), porém foram introduzidas sequéncias nucleotidicas
(caudas) nos terminais 5’ de cada primer para a criacdo de sitios de restricdo para
reconhecimento das enzimas especificas a ser utilizadas na clonagem de cada fragmento, de

forma a se garantir a ligacao direcionada ao vetor pcDNA3+.
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Tabela 3: Sequéncias dos primers usados para a constru¢do dos minigenes. Em itdlico, a

sequencia nucleotidica dos sitios de restri¢do enzimatico.

Frag.
Gene Alteracao Sequencia 5° - 3’ Sentido
(pb)
BamHI ~GGATCC GGGGTTGTGTTGTTCCTAGCCC Forward
HSDI7B3 c.277+2T>G 509
EcoRI — CTTAAG GGAACCCACCCAAAGGAGAGAG Reverse
BamHI - GGATCC GTGGGGACTGTACGTGGACG Forward
c.939+5G>A 830
EcoRI — CTTAAG AAGGGGGCTGGAGCTTAGAG Reverse
CYP2IA2
c.289+127T> BamHI - GGATCC TCACCATAGGAGGGGGCGGA Forward 653
G EcoRI - CTTAAG GGCTACTGTGAGAGGCGAG Reverse
Kpnl — GGTACC ATGCAGGTTCAGTGCCAGCAGAG Forward
c.278delG 517
EcoRI — CTTAAG GATGAGGTCCTGGGGGAGTGA Reverse
SRD5A2
BamHI - GGATCC GAGGCCACTCTTCGCAACTCCAG Forward
c.548-44T>G 635
EcoRI — GAATTC GCCGTCACCTCAGTTGCCTCTGT Reverse

Para as reacdes de PCR foi utilizada a enzima FastStart Tag DNA Polymerase

(Roche, Alemanha), por apresentar alta especificidade, maior sensibilidade, e por ser

adequada para amplificar sequéncias de até 3 kb. Todos os primers utilizados para as

amplificacdes dos fragmentos foram desenhados com base nas sequéncias de cada gene

com o auxilio dos programas Primer3 e OligoCalc.

No caso do gene CYP2IA2 foi necessdria uma etapa preliminar de amplificagdo.

Como ha duas copias desse gene no genoma haploide humano, uma funcional (CYP21A2) e

outra ndo funcional (pseudogene CYP2I1A1P), houve a necessidade de uma selecdo prévia

da copia ativa, amplificando-se um fragmento que se estendia do terminal 5’ até o exon 6,

para o estudo da alteracio c.289+127T>G e, outro fragmento se estendendo do exon 6 até o

terminal 3’ do gene, para o estudo da alteracdo ¢.939+5G>A. As condi¢des de reagdo e os

primers utilizados encontram-se nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 4: Reacdo geral de PCR com enzima Fast Start High Fidelity PCR System.

Reagentes [ ] final Ciclo geral

DNA gendmico 1,0 — 2,0 pg

Tampao Roche (10x) 1x

MgCl, 25 mM (Roche) 1,5 mM 95°C — 4 minutos

dNTP 2 mM (Roche) 0,1 mM 30 ciclos de:

Primer direto 20 pmoles 95°C - 30 segundos

Primer reverso 20 pmoles Tmédia do par de primers — 30 segundos

Enzima Fast Start High Fidelity 72°C — 1 minuto

(5 U/ul, Roche) 2 U 72°C — 10 minutos
15°C -

H,O0 deionozada q.s.p. VF50 1

Tabela S: Primers para a selegdo do gene CYP21A2.

Tm Frag.
(C) (pb)

5>—exon6 GAGTGAGTGCCCACAAAGC TCAGCTGATCTCCACGATGTGA 63 2000
exon 6 —3° AGAGGGATCACATCGTGGAGAT GAGGTTGGTTGAGTGCTGGG 61 1650

Frag. Primer Direto Primer Reverso

1.2. Purificacdo dos produtos de PCR
Os fragmentos do gene CYP2/A2 amplificados por PCR foram purificados utilizando-

se 0 GeneJET™ Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, Estados Unidos). Apds a
purificacdo as amostras foram quantificadas usando-se o marcador de peso molecular 100
pb DNA Ladder (Promega, Estados Unidos). Esses fragmentos foram entdo utilizados como

moldes para a posterior amplificacdo com os primers descritos na tabela 3.

1.3. Sub-clonagem em pGEM-T easy: digestao e ligacdo

A fim de obter uma melhor qualidade de clonagem no vetor pcDNA3(+) e maior
concentracdo dos insertos, para o estudo de todas as alteracdes, foi realizada primeiramente
a sub-clonagem no vetor pGEM-T easy®-T Easy Vector (Promega, Canadd), conforme
protocolo sugerido pelo fabricante. Apds realizar a ligacdo dos fragmentos no vetor pGEM-
T easy, foi feita a transformacdo por choque térmico em E. coli DH5a devidadmente

preparadas para a transformagdo (protocolo descrito mais adiante). A ampicilina foi usada
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para selecdo das colonias recombinantes, uma vez que o vetor pcDNA3+ possui o gene de
resisténcia a este antibidtico, sendo esta a tUnica forma de selecdo das colOnias que
obtiveram éxito na transformacdo. Os meios contendo as bactérias transformadas foram
espalhados em meio LB sélido em placas de Petri que foram incubadas a 37°C durante a

noite.

1.4. Identificagao do inserto em pGEM-Teasy por digestao

Ap6s o crescimento das coldnias, foram selecionadas aleatoriamente 10 coldnias
recombinantes por placa que foram novamente inoculadas em 5 mL de meio LB, e
mantidas sob agitacdo de 250 rpm, durante a noite a 37°C. Apds a extracao dos plasmidios
utilizando-se o kit GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Canadd), as colOnias
foram triadas por digestdo com as enzimas especificas para cada fragmento (Tabela 3),

durante 1 hora 37°C conforme condi¢des da Tabela 6.

Tabela 6: Digestao enzimdtica para selecionar as colénias recombinantes.

Produto da miniprep 5,0 uL
Tampao 10x (New England BioLabs) 1,0 uL
Enzima de restricao (20 U/uL) 0,4 uL
H,O ultra pura (q.s.p) 10 uL

Confirmados os plasmidios com os insertos apresentando tamanhos correspondentes
aos fragmentos esperados, os mesmos foram sequenciados com objetivo de se verificar a

fidelidade das sequéncias, para posterior clonagem no vetor pcDNA3+.

1.5. Reacdo de sequenciamento
As amostras foram encaminhadas ao laboratério Source Bioscience Nottingham -

United Kingdon para sequenciamento. As amostras dos plasmidios foram enviadas na
concentracdo de 100 ng/ul e os primers a 3,2 pmol/ul. As sequéncias obtidas foram
analisadas e comparadas com as sequéncias referéncias dos genes SRD5A2, HSDI17B3 e
CYP21A2 citadas acima, com o auxilio dos programas Chromas e GeneRunner ou CLC

Sequence Viewer 6.3, disponibilizados gratuitamente na web.
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1.6. Clonagem em pcDNA3+: digestao e ligacdo

A quantificacdo do plasmidio pcDNA3+ foi realizada utilizando um marcador de
peso molecular quantitativo, o 100 pb DNA Ladder (Promega, Estados Unidos). A partir da
quantificacdo do plasmidio, foi possivel calcular a quantidade de inserto a ser utilizada na

reacdo de ligacdo, usando a seguinte férmula:

ng vetor X tamanho (kb) inserto X 3 = quantidade do inserto em ng
tamanho (kb) vetor

Tanto o vetor pcDNA3+ quanto o inserto (produto da PCR) foram previamente
digeridos com as enzimas de restricdo especificas para cada fragmento a ser estudado,

seguindo a reacdo descrita na Tabela 7.

Tabela 7: Protocolo da digestao enzimatica usada para o inserto e para vetor pcDNA3.

Inserto Plasmideo pcDNA3+

(fragmento amplificado)

Produto de PCR 5,0 uL  pcDNA3 1,5 uL
Tampao 10x (New England BioLabs) 1,0 uL Tampao (New England BioLabs) 1,0 pL.
Enzima de restri¢ao (20 U/uL) 0,4 uL  Enzima de restricao (20U/ uL) 0,4 uL
H,O ultra pura (q.s.p.) 10 uL  H,O ultra pura (g.s.p.) 10 uL

As reacoes foram incubadas a 37°C por 2 horas. Apds as digestdes, foram feitas as
reacoes de ligacdo do plasmidio pcDNA3+ aos insertos. As quantidades de vetor pcDNA3+
e de inserto que foram adicionadas as reacdes diferiram, de acordo com a concentragdo e
tamanho de cada um. As reacdes de ligacdo foram realizadas utilizando os reagentes
incluidos no kit 74 DNA Ligase (Promega, Estados Unidos), conforme especificado abaixo:
(2 pL de tampao Ligase 10X

1 uL. de enzima 74 DNA ligase 3 U/uL
1 uL de Vetor pcDNA3 (50 ng/ puL)

| 3 uL de inserto

A ligagdo ocorreu durante 24 horas a 16°C.
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Os produtos das ligacdes acima descritas foram introduzidos em células

competentes E. coli DHS5a, por choque térmico cujo, protocolo serd descrito abaixo. No

caso do vetor pcDNA3+, a resisténcia a ampicilina foi a tnica forma de sele¢do das

colOnias recombinantes.

1.7. Preparacdo de células competentes para transformacdo por choque

térmico

Para preparacio de células competentes E. coli DHSa utilizamos o seguinte

protocolo:

Uma unica coldnia de E. coli DH50 foi inoculada em 5 mL de meio LB (sem
antibiotico) overnight a 37°C e sob agitacao de 250 rpm;

Dois mL da cultura foram adicionados a 10 mL de meio LB (sem antibidtico) e
mantidos sob agitacao de 250 rpm a 37°C;

A cultura ficou incubada a 37°C até atingir ODggo de aproximadamente 0,5;
Atingindo a densidade Optica desejada, a cultura foi centrifugada a 4.600 rpm, a
4°C, durante 5 minutos;

O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 25 ml de CaCl, a 0,1 M
gelado.

Foi mantido em gelo por 30 minutos;

Foi centrifugado a 4.600 rpm, a 4°C, durante 5 minutos;

O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi ressuspendido em 4 mL de CaCl, a 0,1
M contendo 15% de glicerol gelado;

Foram distribuidas aliquotas de 50 pL. da mistura de células em tubos de 1,5 mL os

quais foram armazenados em freezer -70°C.

O processo de transformagdo ocorreu pelo método de choque térmico, segundo o

protocolo de LEVY et al. (1991) que esta resumidamente descrito abaixo:

Foram adicionados 20 pL do produto da ligacdao a 50 uL de células competentes E.
coli DH5a, previamente descongeladas (mantidas em gelo);
A mistura foi incubada por 15 minutos em gelo;

Em seguida, foi colocada durante 35 segundos a 42°C, em banho-maria;
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. Foram adicionados 200 uL de meio LB sem antibidtico, e incubado a 37°C sob
agitacdo de 250 rpm, durante 1 hora;

. 200 puL de meio liquido com as bactérias transformadas foram espalhados em placas
de LB Agar com ampicilina (50 mg/mL);

. As placas foram incubadas a 37° C durante 16 horas.

1.8.Identificacao do inserto por digestdo
Ap6s a incubacgdo, foram selecionadas aleatoriamente 20 coldnias recombinantes

por placa as quais foram inoculadas em 10 mL de meio LB, e mantidas sob agitacio de 250
rpm, overnight a 37°C. Ap6s a extracdo dos plasmidios através do kit GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit (Fermentas/United Kingdom ), os plasmideos foram triados por digestdo com
as enzimas especificas para cada fragmento, durante 1 hora 37°C conforme condicdes da

Tabela 8.

Tabela 8: Digestdao enzimdtica para separacdo do fragmento e identificacdo dos clones

recombinantes.
Produto da miniprep 5,0 uL
Tampao 10x (New England BioLabs) 2,0 pL
Enzima de restri¢cao (20U/ uL) 1,0 uL
H,O ultra pura (q.s.p.) 10 uL

Confirmados os plasmidios com os insertos apresentando tamanhos correspondentes

aos fragmentos esperados, os mesmos foram sequenciados para verificacao das sequéncias.

1.9. Mutacao sitio-dirigida
Para as duas alteracdes descritas na Tabela 9 foi necessdrio introduzir a troca
nucleotidica por mutagénese sitio-dirigida pois houve dificuldade em se identificar uma
colonia contendo o alelo com a mutagdo a partir da amplificacdo e clonagem direta do
DNA genomico. Assim, foram desenhados primers contendo as alteragdes a serem estudas

(Tabela 9).
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Tabela 9: Mutacdo sitio-dirigida. Primers para estudo das alteracdes ¢.939+5G>A e ¢.548-
447>G.

Gene Alteracao Sequencia 5° - 3’ Sentido
TGCATCCTGG GGACAAGCAAAAGGCTCCTT Forward
CYP2IA2 c.939+5G>A
CCAGGATGCACC TCAGGGTGGTGAAGCAAA Reverse
CAAAAGGATTCA GTTGCAATGATTGACCTTCCG Forward
SRD5A2  ¢.548-44T>G
TGAATCCTTTTG ACATTAAACCCATCTGTGTTG Reverse

As condicdes utilizadas na mutagénese sitio-dirigida estdo descritas na tabela abaixo

(Tabela 10):

Tabela 10: Reacdo de PCR utilizada na mutagénese sitio-dirigida.

Reagentes [ ] final Ciclo geral

DNA gendmico 1,0 —2,0 pg

Tampao Roche (10x) 1x

MgCl, 25 mM (Roche) 1,5 mM 95°C - 5 minutos

dNTP 2 mM (Roche) 0,1 mM 30 ciclos de:

Primer direto 20 pmoles 95°C — 40 segundos

Primer reverso 20 pmoles Tmedia do par de primers — 40 segundos

Enzima Fast Start High Fidelity 72°C — 40 minutos

(5 U/ul, Roche) 2 U 72°C — 10 minutos
10°C -

H,O deionozada q.s.p. VE 50 ul

2. DESCONGELAMENTO E CULTURA DAS CELULAS HEK-293

Para a realizacdo da transfeccdo foram utilizadas células HEK-293 (do inglés
Human Embryonic Kidney), pois uma vez que expressa o antigeno T, quando transfectada
com o vetor contendo uma origem de replicacdo normal para SV40, tem todos os outros
genes virais necessdrios para gerar multiplas cépias do vetor, proporcionando altos niveis
de expressio (GLUZMAN et al, 1981). As células foram descongeladas conforme
protocolo estabelecido no laboratério da Faculdade de Medicina da Universidade de

Southampton — Reino Unido:
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A assepsia na capela do fluxo laminar foi realizada com alcool 70% e antes do uso, a

lampada de UV e o exaustor permaneceram ligados durante 20 minutos;

e O meio DMEM (Invitrogen Corporation, Estados Unidos) foi inicialmente suplementado
com 10% de soro fetal bovino estéril, e neste foi acrescentada a solugdo de 100 pg/ml de
estreptomicina;

e As células foram descongeladas em banho-maria a 37°C, evitando que a temperatura das
mesmas atingisse 37°C, e evitando a presenca de cristais;

e Sob a capela do fluxo laminar, 9 mL de meio DMEN foi passado para um tubo de 15
mL;

e Todo o contetido das células descongeladas (~1 mL) foi adicionado ao meio DMEN;

o Centrifugou-se a 1.000 rpm durante 5 minutos,

e O sobrenadante foi aspirado e o pellet foi ressuspendido em 10 mL de meio DMEN,
homogeneizando com a pipeta;

e O volume foi dividido em 2 pequenos frascos e incubados a 37°C, em estufa sob 5% de

CO:..

Para se verificar a viabilidade das células, o nimero de células viaveis foi contado

em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi sempre superior a 75.

2.1.Manutencdo e preparo das células HEK-293

ApOs 24 horas de incubagdo, o meio DMEM suplementado foi retirado e substituido
pelo mesmo volume do meio DMEM fresco. A primeira passagem foi realizada 48 horas
ap6s o descongelamento. O meio de cultura foi descartado e a camada de células aderidas
foram lavadas gentilmente com 2 mL de PBS (Invitrogen Corporation, Estados Unidos) em
temperatura ambiente. ApoOs descartar o PBS, as células foram despregadas com 1 mL de
tripsina e incubadas a 37°C, em estufa com 5% de CO,, durante 2 minutos. Adicionou-se 8
mL de meio DMEN e toda a superficie do frasco foi lavada com o meio, para a remocgao de
todas a células. Todo o volume foi transferido para um tubo de 50 mL e centrifugado por 5
minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi aspirado, € ao pellet adicionou-se 10 mL de
DMEN. Seguiu-se uma incubagdo de 48 horas a 37°C em estufa sob 5% de CO, até o
primeiro repique, quando a metade das células foi descartada e a outra metade foi inoculada

novamente em 10 mL de meio. Apds 2 repiques as células foram tripsinizadas e todo
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volume foi colocado em um outro frasco de 50 mL contendo 15 mL de meio DMEM. As

células foram mantidas nesse frasco at€ o momento da preparagdo para a transfeccao.

2.2. Preparagao das células HEK-293 para transfeccdo

Ao atingir 85% de confluéncia celular, 0 meio DMEM foi descartado e as células
foram adicionados gentilmente 5 mL de PBS. Apds descarte do sobrenadante foram
adicionados 2 mL de tripsina, seguido de incubagdo por cerca de 2 minutos. Durante o
periodo de incubacdo as placas, contendo 6 pogos cada, foram preparadas com 500 pL de
meio DMEM. Entdo, foram adicionados 8 mL de meio DMEN, e a superficie do frasco foi
lavada para remocao de todas as células. Todo o volume foi transferido para um tubo de 15
mL, e centrifugado por 5 minutos a 1.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi aspirado e
ao pellet foram adicionados 10 mL de meio DMEN. Foram transferidos para um tubo de 50
mL apenas 5 mL do homogeneizado de células, e a este volume foram adicionados 35 mL
de meio DMEN. Para cada pogo, 500 pL da mistura contendo 35 mL de DMEN + células
foram adicionados. Apds incubacdo de 24 horas a 37°C em estufa sob 5% de CO,, a
confluéncia observada foi de 60-70%, sendo ideal para prosseguir com o procedimento da

transfeccao.

2.3. Transfeccdo com as construgoes de minigenes
Para cada constru¢cdo de minigene foram utilizados 3 pogos por placa, assim foram

realizadas 3 transfeccoes independentes para cada alteracdo e controle. A transfec¢ao das
células HEK-293 foi realizada utilizando o reagente FuGene HD (Roche, Estados Unidos).
Em um tubo de 1,5 mL foram adicionados 100 pL. de meio DMEN (sem antibidtico) e 3 pL
Fugene (diluido numa razdo 3:1) para cada transfec¢do. O volume foi homogeneizado e
incubado a temperatura ambiente, durante 5 minutos. Logo em seguida, foi adicionado 1 pg
do minigene, e incubado durante 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, gotejou-
se a mistura contendo Fugene + minigene nos pogos contendo as células. As placas foram

incubadas durante 48 horas a 37°C em estufa sob 5% de CO,.

2.4.Extracdo do RNA total

Esta etapa foi realizada seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante para
extragdo de RNA de cultura de células animais do kit RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen,

Alemanha). Apés 48 horas da transfec¢do, o meio foi descartado e foi feita uma lavagem
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com 1 mL de PBS em cada pogo. Descartou-se o PBS e 350 uL. do tampdao RLT (kit

RNeasy®, Qiagen) contendo 1% de B-mercaptoetanol foram adicionados diretamente sobre

as células. A placa contendo os pogos foi agitada manualmente de forma a cobrir toda a

superficie com o tampao. Com o auxilio de uma espétula para cultura (rubber policeman),

as células foram coletadas da placa, em tubos de 1,5 mL. As células foram homogeneizadas

com auxilio de uma seringa de 1 mL e agulha de 21G, o tubo permaneceu em gelo seco até

posterior armazenamento a -80°C. A extragdo do RNA total prosseguiu de acordo com o

seguinte protocolo:

O volume total de células contidas no tampao de lise RLT (kit RNeasy®, Qiagen) foi
transferido para uma coluna de separagdao com filtro a qual foi acoplado um tubo de 2
mL e o sistema foi centrifugado por 2 minutos a 13.000 rpm;

Ao filtrado adicionou-se 350 uL de etanol 70% gelado, homogeneizando com o auxilio
de pipeta;

O homogeneizado anterior foi transferido para uma segunda coluna com filtro a qual foi
também acoplado um tubo de 2 mL, o sistema foi centrifugado por 1 minuto a 10.000
Ipm,

Descartou-se o filtrado, e a coluna foram adicionados 700 pL de tampdo RWI1. O
sistema foi submetido a centrifugacao por 1 minuto a 10.000 rpm;

A coluna foi transferida para um novo tubo de 2 mL, e foram adicionados 500 puL de
tampao RPE, seguido de centrifuga¢do por 1 minuto a 10.000 rpm;

Descartou-se o eluato e a etapa anterior foi repetida;

Centrifugou-se por mais 1 minuto a 10.000 rpm, para retirar o excesso de etanol da
coluna;

A coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml onde se adicionou 30 pL de dgua livre
de RNAse, tratada com DEPC;

Centrifugou-se por 1 minutos a 10.000 rpm e assim a coluna foi descartada e o tubo foi
armazenado a -80°C.

Quando observada contaminacdo do RNA total com DNA, o mesmo foi tratado com

DNAse livre de RNase (Invitrogen Corporation, Estados Unidos) conforme o protocolo do

fabricante, para digerir qualquer DNA presente.
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2.5.Sintese do cDNA

A concentragao do RNA extraido foi medida por leitura de absorbancia 6ptica a 260
nm em espectrofotdémetro Nanodrop 8000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). Agua
tratada com DEPC foi utilizada como amostra referéncia (branco) para calibrar o aparelho,
2 pL da amostra de RNA foram utilizados para leitura. A sintese do cDNA foi entdo
realizada utilizando o First-Strand cDNA Synthesis Kit (Amersham, Biosciences, GE
HealtHACre, Reino Unido). Em um tubo de 1,5 mL foi colocado 1 pg de RNA total, e o
volume foi completado para 12 puL com H,O livre de RNAse tratada com DEPC. Essa
solucdo foi aquecida a 65°C por 10 minutos e, em seguida mantida em gelo. Durante a
incubacdo do RNA foram colocados em outros tubos de 1,5 mL, 7 uLL da mistura de reacao,
1 pL de solugdo de DTT e 1 uL. do primer randomico Not I-d(T)18. Ao tubo contendo esta
mistura, foi adicionado o RNA desnaturado homogeneizando a reacdo com o auxilio de
uma pipeta. Incubou-se a reacdo por 1 hora a 37°C. Apds a incubagcdo o cDNA sintetizado

foi utilizado para a amplificacido por PCR.

2.6.Amplificacao dos fragmentos de cDNA

A amplificacdo dos fragmentos de cDNA foi realizada por PCR com primers que

anelam em exons do gene da alfa globulina (Tabela 11):

Tabela 11: Sequéncias dos primers especificos para amplificacdo do cDNA.

Sequéncia do primer (5' - 3') Sentido
cDNAs* — TAATACGACTCACTATAGGG Forward
cDNAs— GGACCCGGTCAACTTCAA Foward

cDNAas - AGCTCTAGCATTTAGGTGACACTAT Reverse

*Este primer (forward), foi utilizado somente para estudo do cDNA contendo a mutacio c.278DelG do gene

SRD5A2.

Os fragmentos de cDNAs foram amplificados por PCR, em seguida foram testados
em gel de agarose 1%, e posteriormente foram purificados utilizando-se o GeneJET™ Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific, Estados Unidos). Apds a purificagdo das bandas, as
amostras foram quantificadas usando-se o marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder

(Promega, Estados Unidos). Em seguida, os fragmentos purificados foram encaminhados
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para sequenciamento ao laboratorio Source Bioscience Nottingham - United Kingdon, para

verificar a acuidade das sequéncias amplificadas.

3. ESTUDO IN SILICO

Para melhor compreensdo dos efeitos causados pelas alteracdes aqui apresentadas,
andlises in silico foram utilizadas a fim de obter indica¢des do prejuizo causado as regides
de splicing dos genes CYP21A2, HSD17B3 e SRD5A2 na presenca das alteracoes.

Para tais andlises, utilizaram-se os seguintes programas:

Fruitfly- Berkeley Drosophila Genome Project: Este programa de livre acesso analisa a
estrutura de regides doadora e aceptora de splicing, além de avaliar se a presenca de
determinada mutag¢do altera ou ndo determinado sitio de splicing

(www fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

ESE Finder 3.0: Esta ferramenta permite analisar de forma rapida sequéncias exonicas
ativadoras de splicing (ESEs), e também a identificacdo de proteinas da familia SR que se
ligam as ESEs, além de prever se mutagdes exOnicos interrompem tais elementos

(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi).

Human Splicing Finder version 2.4.1: A fim de melhor compreender as mutacdes
intronicos e exoOnicas que levam a defeitos do processo de splicing, o site Human Splicing
Finder é destinado a realizar o cédlculo dos valores de locais em potencial para splicing,
além de procurar regides de ponto de ramificagdo em sequencias génicas. Também fornece
indicagdes sobre as proteinas pertencentes a familia SR (proteinas ativadoras de splicing),
envolvidas no processo de splicing. Os histogramas gerados mostram cores e colunas, onde
as cores correspondem as diferentes proteinas SR, e a altura das colunas indica o grau de

afinidade de ligacdo entre as proteinas e a sequéncia em  questdo

(http://www.umd.be/HSF/).

SpliceAid : Realiza previsdes sobre mais de 60 proteinas envolvidas no processo de splicing
que se ligam as sequencias de RNAs humanos. O programa SpliceAid possui um banco de

dados que engloba tanto as proteinas da familia SR (proteinas ativadoras de splicing),
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quanto as proteinas da familia hnRNP (proteinas repressoras de splicing). Através do
histograma gerado por esta ferramenta € possivel observar barras acima da sequencia em
estudo, as quais correspondem as proteinas que reconhecem sequencias ativadoras de
splicing. J& as barras que aparecem abaixo da sequencia de interesse, correspondem as
sequencias envolvidas com a repressdo do processo de splicing. A altura das colunas indica
o grau de afinidade de ligacdo entre as proteinas e a sequéncia em questdo

(http://www.introni.it/splicing.html).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As trocas nucleotidicas ¢.278delG e ¢.548-44T>G (gene SRD5A2), c.277+2T>G
(gene HSDI7B3), c.939+5G>A e c.289+127T>G (gene CYP2IA2), foram previamente
identificadas pelo nosso grupo de pesquisa e ndo constam anotadas em banco de dados.
Cada uma das alteracdes no gene SRD5A2 foi identificada em um udnico individuo de uma
casuistica composta por mais de 100 individuos. Para as trocas nucleotidicas do gene
CYP2]A2, a casuistica estudada ja atinge mais de 200 familias dentro da qual cada uma das
alteracOes aqui incluidas foi identificada em apenas uma familia. J4 no caso do gene
HSDI17B3, poucos individuos haviam sido estudados, dada a raridade da deficiéncia de
HSD17B3. Uma vez inéditas e localizadas em introns, o estudo de uma possivel acdo no
processo de splicing foi conduzido.

A presenca de alteragcdes em regides de splicing em genes envolvidos em
deficiéncias raras, como por exemplo das enzimas HSD17B3 e SRD5A2, estimulam a
busca pela compreensdo dos efeitos que alteragdes intronicas possam ter no mecanismo de
splicing dos respectivos genes.

Para que se pudesse desenhar uma estratégia de estudo um obstaculo inicial havia
que ser ultrapassado. Este obsticulo era a clonagem dos fragmentos contendo os exons e
introns dos genes SRD5A2 e HSDI17B3 que deveriam ser clonados para a obtengdo dos
minigenes que seriam os modelos de estudo, uma vez que alguns introns em questao
apresentavam tamanhos proximos a 50 Kb, o que seria impossivel de se clonar em vetores
normais de expressdo génica. Foram, entdo, realizadas algumas tentativas de reduc¢dao dos
introns, através de amplificacdo seletiva de partes conservadas dos introns para posterior
juncdo através de digestdo com enzimas de restri¢ao e reacdo de ligacdo com DNA ligase.
Porém, ndo se obteve sucesso nas clonagens dos fragmentos gerados através dessa
estratégia, e assim houve a necessidade de buscar outra metodologia. Na busca de
referéncias de constru¢do de minigenes, encontramos o grupo de pesquisa da Profa. Dra.
Diana Baralle, da Universidade de Southampton — Reino Unido, que utilizava minigenes
hibridos e suas implicacdes em doencas genéticas para seus estudos (BARALLE e
BARALLE, 2005). Assim, foi feito o contato com esse grupo de pesquisa onde protocolos

para construcdo e andlises de minigenes hibridos estavam muito bem estabelecidos. Os
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ensaios de minigenes conforme ji4 mencionados no item Metodologia foram, entdo,
realizados em colaboragdo com esse grupo.

Além da escolha da estratégia para a montagem dos minigenes, antes de se iniciar os
estudos funcionais propriamente ditos, as alteracdes foram previamente avaliadas por
programas de predi¢do in silico de livre acesso (Fruitfly, ESE Finder, Human Splicing
Finder e SpliceAid), com o propédsito de termos uma indicacdo de possiveis efeitos no
processo de splicing normal dos genes SRD5A2, HSD17B3 e CYP21A2.

A seguir, as mutacOes estudadas serdo descritas e discutidas, individualmente

(Anexo 3).

1. ALTERACAO ¢.278DELG GENE SRD5A2

1.1.Resultados

A delecao c.278delG foi encontrada em heterozigose no exon 1 pelo nosso grupo de
pesquisa (VEIGA-JUNIOR et al., 2012). O nucleotideo deletado estd localizado na dltima
posicdo do exon I. Na verdade, a delecdo pode ser um dos dois Gs correspondentes ao
ultimo nucleotideo do exon 1 ou ao primeiro nucleotideo do intron 1.

A figura abaixo mostra parte do eletroferograma do clone contendo o vetor pPGEM-
Teasy e a sequéncia normal e também a sequéncia mutante da alteracao c.278delG (Figura

19).

1 2 12
33n 340 330 3
lllllllqllllllllll E E E N EEESE N ESENEE NN
CTT CCAC G GITA&GCGTT CTTCCACAGTAGCGTT

Figura 19: Parte do eletroferograma obtido no sequenciamento do clone inserido no vetor

pGEM-T easy, contendo o exon 1 e parte do intron 1 do gene SRD5A2. A) Sequéncia GG
normal, ressaltada pelo quadrado de linha preta. B) Sequéncia _G ou G_ mutante, indicadas

pelas setas nas posicoes 1 e 2, respectivamente.
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Devido as caracteristicas da mutacdo, teoricamente pode-se considerar duas
possibilidades: a) o splicing poderia ocorrer normalmente e o transcrito apresentaria a
dele¢do no cédon 94, ocorreria o deslocamento do quadro de leitura com o surgimento de
um cddon de parada de sintese proteica na posicdo 130; b) a delecdo de um dos dois Gs
poderia afetar a atividade de splicing do sitio doador do intron 1. Para testar a segunda
hipétese, foram realizados testes in silico com ferramentas disponibilizadas para acesso
livre para se avaliar a probabilidade desta delecdo alterar o splicing.

O estudo de predi¢cdo in silico pelo programa FruitFly mostra que na sequéncia
normal a probabilidade do sitio ser reconhecido é de 89%, no entanto para o alelo mutante
verificou-se que o sitio de splicing normal € totalmente suprimido; ou seja, o sitio denotado

como 275-289 na Figura 20 correspondente a sequéncia normal foi abolido na mutante.

Normal Donor site predictions for SRDSA2 :
Start End Score Exon Intron
237 251 0.41 tgggacggtacttct
| 275 289 0.89 tccacagd Cageatge
Mutante Donor site predictions for mut :
Start End Score Exon Intron
237 251 0.41 tgggacggtacttct

Figura 20: Andlise da alteracdo na fun¢do de splicing provocadas pela alteracdo ¢.278delG
através do programa FruitFly Splice Site Prediction FruitFly
(www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html). O sitio 275-289 abolido estd denotado no

retangulo vermelho.

A andlise in silico da alteracdo c.278delG através do programa Human Splicing
Finder mostrou que na sequéncia normal a probabilidade do sitio ser reconhecido é de
77,71%, mas na presenga da delecdo c.278delG existe uma reducdo de 53,2% do sitio ser

reconhecido pelo spliceossomo (Figura 21).
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Sequence Position | Splice site type Motif New splice site md Type | Mutan

279 Donor caggtagcg CAGtagcgt \\\3771

Figura 21: Anilise das alteragdes na fun¢ao de splicing da alteracdo ¢.278delG através do
programa de predi¢do Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF/).

Ja a previsdo in silico pelo programa ESE Finder 3.0 mostrou que o sitio denotado
como 493, referente a sequéncia normal, apresenta score de 6,9% para que ocorra um
splicing correto. Porém, quando a guanina é deletada da sequéncia, esse sitio foi

completamente abolido, como mostra a Figura 22.

Normal 3SS_U2_human
threshold: 6.632
Position*/Site/Score
357
(~484) CTACCCGCCTIGCCAGCCCGCGCCGCCTIGET: 6.92430
380
GCCTGGTTICCTIGCAGGRAGCTGCCTTICCTTIC: 9.02380
(-461)
493
(~348) ACATTACTTCCACAGGTAGCGTTITTICCCT: 6.934%0
Mutante 3SS_U2_human
threshold: 6.632
Position*/Site/Score
357
(-283) CTACCCGCCTGCCAGCCCGCGCCGCCTIGET: 6.92430
e GCCTIGGTITCCTGCAGGAGCTGCCTITICCTTIC: 9.02380
(—-460)

Figura 22: Andlise efetuada pelo programa ESE Finder 3.0 na presenca da alteracdo
c.278delG no gene SRD5A2 (http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3). O sitio 493 abolido

estd denotado no retangulo vermelho.

Utilizando-se ainda as ferramentas do programa ESE Finder 3.0, foi possivel avaliar
se ha diferenca entre os tipos de proteinas da familia SR, que se ligam tanto na sequéncia
normal quanto mutante. A andlise de predi¢do mostrou que ocorreu um aumento no nimero
de proteinas do tipo SRSF5 e uma diminuicdo da proteina SRSF1 quando na presenca da

mutacio c¢.278delG, em relagcdo a sequéncia normal (Figura 23).
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Normal Mutante

TGCCTACATTACTTCCACHA gtagecgtttttece TGCCTACATTACTT TCCACASZEZELagecgtttttcece

Figura 23: Previsao realizada pelo programa ESE finder 3.0 para as proteinas SR, na
presenca da sequéncia normal e mutante do gene SRD5A2 considerando a mutacdo

¢.278delG (http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi).

Pelo programa SpliceAid é possivel avaliar as diferentes proteinas envolvidas no
processo de splicing. Assim, foi possivel verificar que as proteinas ZRANB2 e SRp40 se
ligam na sequéncia normal do gene SRD5A2, contudo na presenca da mutagdo c.278delG

apenas a proteina SC35 passa a ligar na sequéncia (Figura 24).

Normal Mutante
SRp40 SC35
TIALL TIALL
TIA-1 TIA-1
CUucCcC. Gguagcguuuuuc CUUCCACAguagcguuuuuc
|50 | 80 |50 | €0
ZRANB2
HuR HuR
hnRNP C1 hnRNP C
hnRNP C1 hnRNE C
hnRNP C2 hnRNP C

Figura 24: Anélise do programa SpliceAid (http://www.introni.it/splicing.html), mostra as
diferentes proteinas que se ligam tanto na sequéncia normal quanto na sequéncia mutante

do gene SRD5A2.
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A partir dos resultados dos estudos in silico, os quais indicaram que a alteracdo
c.278delG poderia alterar o mecanismo de splicing no gene SRD5A2, foi realizada uma
estratégia de estudo baseada na constru¢do de um minigene abrangendo um fragmento

composto pelo exon 1 e intron 1 do gene SRD5A2 (Figura 25).

delG
Exon 3 - gene HBAI (a3)

vetor EcDNA3+ Kpnl vetor HCDNA3+

Exon 1 do gene SRD5A2

Figura 25: A figura mostra o esquema da construcdo de um minigene para estudo da

mutacao c¢.278delG.

Apés a transcricdo do minigene contendo a sequéncia normal ou a sequéncia
portadora da alteracdo, em células HEK-293, os transcritos extraidos das células foram
sintetizados em cDNAs e sequenciados.

Através da visualizacdo da corrida de gel de agarose contendo a PCR dos transcritos
produzidos por RT-PCR, foi possivel verificar a auséncia de 38 nucleotideos na regido 3’
do exon 1 do gene SRD5A2 (479 pb), demonstrando o que o spliceossomo reconheceu um
sitio de splice 5’ critico (variante de splicing) diante da mutacdo c.278delG (Figura 26 e
27)
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|—) Ex1| a3 | 479pb

500 pb
Ex1-38pb

200 pb

a3 | 441pb

Figura 26: Resultado da eletroforese em gel de agarose onde L € o marcador de peso

molecular 100 pb DNA Ladder (Promega, Estados Unidos), C é o minigene controle, e P é
o minigene contendo a mutacdo c.278delG no gene SRD5A2. Ao lado faz-se a
representacdo esquemadtica dos minigenes finais tanto para o controle, quanto para o

mutante.

Assim, o produto do sequenciamento do minigene contendo a alteracdo c.278delG
evidenciou a ativacdo de um sitio 5’ de splicing critico, o qual gerou um produto com 38
nucleotideos a menos na regido 3’ do exon 1 do gene SRD5A2 (Figura 27). Portanto, a
delecdo fez com que ndo houvesse o reconhecimento do GT consenso do sitio doador de
splicing que permaneceu intacto, mas ativou um GT a 38 pb upstream onde ocorreu o

reconhecimento pelo spliceossomo, ocasionando a produ¢do de um transcrito andmalo.
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A) Exon 1 gene SRD5A2 Alfa3 gene HBAI

R

Figura 27: Partes dos eletroferogramas obtidos nos sequenciamentos dos cDNAs dos
minigenes construidos para c.278delG. A) Sequenciamento do transcrito contendo o exon 1
do gene SRD5A2 ao exon 3 do gene da alfa globulina (HBAI), evidenciando a junc¢do exon-
exon. Do lado esquerdo estd exon 1 normal do gene SRD5A2 e, do direito o exon 3 do gene
da alfa globulina. B) Sequenciamento do transcrito mutante evidenciando a exclusdo de 38
pb da regido 3’ do exon 1 (lado esquerdo da figura) e o exon 3 do gene da alfa globulina

(HBA1I) (lado direito da figura).

Com esses resultados pode-se dizer que a delecdo interferird no mecanismo de
splicing produzindo um transcrito com 38 pb a menos, o que produzird um frameshift a

partir do c6don 81 e a formacdo de um stop cédon prematuro na posi¢ao 121 (Figura 28).
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Figura 28: Em A) o esquema mostra o gene SRD5A2 normal assim como o splicing correto
deste gene. Também mostra o splicing alternativo da regido 5°, onde ocorre a excisdo de 38
nucleotideos do exon 1. B) Sequéncia de aminodcidos normal e mutante do gene SRD5A2.
A seta vermelha indica o cédon (posi¢do da delecdo). E possivel observar na figura a

formacdo de um stop c6don prematuro na posi¢cao 121.

1.2.Discussdo: Alteracdo c.278delG gene SRD5A2

Diante dos resultados gerados pelas andlises de predicdo in silico e dos resultados
obtidos através da técnica de minigene, podemos concluir que a alteragdo ¢.278delG causa
um desequilibrio no processo de splicing do gene SRD5A2.

Foi previsto através da analise do software SpliceAid que a sequéncia normal do
exon 1 do gene SRD5A2 apresentava sequéncias de ligacdo das proteinas SRp40 e
ZRANB2, ambas pertencentes a familia das proteinas ricas em serinas e argininas (SR). J&
na sequéncia contendo a mutagdo c.278delG, essas ligagdes se perderam criando uma nova
ligacdo com a proteina SC35. Em paralelo, na presenca da delecdo de G (c.278delG) o
programa ESE Finder mostrou a criagdo de um local de ligagdo para um maior nimero de
proteinas SRSF5 e uma diminui¢do das proteinas SRSF1 (ASF/SF2), quando comparado a

sequéncia normal.
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Com base no que foi observado nos ensaios de minigenes, pode-se sugerir que as
mudancas no padrao de ligacao das diferentes proteinas segundo a predi¢do dos softwares,
resulta em um enfraquecimento da regido 5’ de splicing do exon 1 do gene SRD5A2, o que
levou o spliceossomo a reconhecer um sitio 5’ de splicing critico, produzindo desta forma
um transcrito alternativo (variante de splicing).

Para uma melhor compreensao, através dos programas SliceAid e ESE Finder foi
realizada a predi¢dao focando o sitio de splicing critico ativado pela mutacdo c¢.278delG.
Observa-se que hd a ligacdo para proteinas SRSF1 (ASF/SF2) (ESE Finder) e ZRANB2

(SpliceAid) no sitio reconhecido pelo spliceossomo (Figura 29).

TBE-1
TIAL]1
TIE-1
5 SRSF1_ |
SR ISRC CCACCUGEGACGgUagCgUIIUIC:
¢ SRSF5 | | 30 | 40
lsrsf6 |
] ZBLANEBZ hn
hnRNE
2
hnENFE F HuR
i hnENE F hnBENE
hnENE H1 hnBENE
hnBENFE H1 hnBNE
A)_‘ccaCCTcscacmag'c'g't't't't't::::B) hnENE Hi

Figura 29: Previsao realizada pelo programa ESE finder 3.0 e SpliceAid, com a sequéncia

contendo a mutacao ¢.278delG do gene SRD5A2.

A proteina ASF/SF2 pertence a familia “classica” das proteinas SR que compreende
um grupo de proteinas conservadas filogeneticamente e relacionadas estruturalmente que
possuem uma ou duas cépias de um RNA recognition motif (RRM) e um dominio
caracteristico rico em residuos arginina/serina, conhecido como dominio RS. Estas
proteinas exercem ainda funcdes em algumas atividades que ocorrem apds o processo de

splicing, como a exportacdo nuclear do mRNA, o mecanismo de NMD e a propria tradugao
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do mRNA (CACERES e KORNBLIHTT, 2002; LONG e CACERES, 2009; MANLEY e
TACKE, 1996).

As proteinas ZRANB2 reconhecem sequéncias de RNA fita simples, com alta
afinidade e especificidade, sugerindo que essas proteinas participam da regulacdo do
splicing alternativo através da interagdo direta com sitios 5° de splice (LOUGHLIN et al.,
2009; YANG et al., 2013).

Diante dessa previsdo, € possivel propor que a ligagdo das proteinas (ASF/SF2) e
ZRANB2 podem potencializar o reconhecimento do local critico de splicing pelo
spliceossomo no exon 1.

Através do resultado da eletroforese em gel de agarose das amostras de PCR do
cDNA, foi possivel observar que o minigene controle, isto é, aquele sem a mutagdo,
apresentou a banda relativa ao fragmento selvagem com maior intensidade, mas também
houve a producdo de outro fragmento com o tamanho correspondente a variante observada
na constru¢do mutante, e por isso foi realizada uma andlise para quantificar a intensidade
das bandas obtidas utilizando o software de livre acesso ImageJ (http://ImageJ.nih.gov/ij/)

(Figura 30).
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60 I

Splice Varient

40 —

200 pb 20
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A)
Figura 30: A) Gel de agarose mostrando o resultado da PCR do cDNA controle e mutante,
onde L — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega); C — cDNA do
minigene controle em triplicata, sendo 3 transfec¢des independentes; e P — cDNA do
minigene mutante em triplicata, sendo 3 transfeccdes independentes. B) Grafico mostrando
a intensidade das bandas, tanto do controle quanto no mutante na presenca da mutacao

¢.278delG no exon 1 do gene SRD5A2.
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Como ja mencionado anteriormente, a presenca de bandas referentes a variante de
splicing no controle podem indicar que a células produzam uma menor quantidade da
variante de splicing, além do transcrito selvagem. No entanto, somente a producdo do
transcrito mutante deve certamente ter como consequéncia um alelo deficiente na produgao
da enzima SRD5A2 (FAUSTINO e COOPER, 2003b).

Na avaliacdo do caso clinico do paciente aqui estudado, foi observado um fenétipo
sugestivo da deficiéncia da enzima Sa-redutase tipo 2, como a presenca de genitdlia
ambigua, micropénis e hipospddia (VEIGA-JUNIOR et al., 2012). Além da alteracio
c.278DelG, foi encontrada também neste paciente a alteracdo p.G196S em heterozigose
(THIGPEN et al., 1992) (Figura 31), a qual demostrou através de ensaios in vitro, onde a
mutacdo foi inserida por mutagénese sitio-dirigida no cDNA previamente clonado, uma
diminui¢do da afinidade da enzima pelo NADPH, e uma reducdo enzimética para 8% do

normal (normal 69,2%), quando transfectada em células 293.

Figura 31: Partes dos eletroferogramas obtidos nos sequenciamentos do gene SRD5A2: A)
sequéncia do exon 4, mostrando a alteracio G>A (p.G196S), em heterozigose; B)

sequéncia do exon 4, mostrando o nucleotideo G normal.

Foi demonstrado por Russell e colaboradores (1994), que as substituicdes de
aminodcidos que afetam o dominio de ligacdo ao hormonio testosterona estdo localizadas
nas extremidades da proteina Sa-redutase tipo 2, entre os residuos 21 e 34. A partir desta
informagdo podemos sugerir que a diminuicdo de 38 nucleotideos no exon 1 (extremidade
do gene SRD5A?2) causada pela mutacdo c.278delG, certamente resulta na formacdo de um
mRNA anormal com um cédon de parada prematuro e, consequentemente de uma proteina
aberrante, que apresentard dificuldades de se ligar a testosterona, impedindo a proteina Sa-

redutase tipo 2 de exercer sua fun¢do corretamente.
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Portanto, o efeito causado pela mutacdo c¢.278DelG na proteina SRDSA2 ¢é

relativamente grave, contribuindo para a ambiguidade genital deste paciente.

2. ALT ERACA~0 ¢.548-44T>G GENE SRD5A2
2.1.Resultados

A troca nucleotidica ¢.548-44T>G foi previamente identificada pelo nosso grupo de
pesquisa e localiza-se no intron 3, préxima a regido doadora de splicing.

A figura abaixo mostra parte do eletroferograma dos clones inseridos no vetor
pGEM-Teasy contendo a sequéncia normal (c.548-44T), e também a sequéncia mutante

(c.548-44G) (Figura 32).

810 820 230 240
lllllllllllllllll IIIIIIIIIIIIIIIII
TGTCAAAATGATTCAG . C A A Ca

e

Figura 32: Partes dos eletroferogramas obtidos nos sequenciamentos dos clones inseridos
no vetor pGEM-Teasy contendo o fragmento do gene SRD5A2 correspondente a parte do
intron 3: A) nucleotideo T normal; B) nucleotideo G mutante (c.548-44T>QG).

Em seguida foram realizados testes in silico com ferramentas disponiveis para
acesso livre, a fim de se avaliar os efeitos causados pela alteracdo c.548-44T>G no pré-
RNA do gene SRD5A2.

Através do programa FruitFly foi observado que ndo houve mudanca no
reconhecimento da regido nem como sitio de reconhecimento de splicing alternativo, nem
com alteracdo nos scores entre as sequéncias normal e mutante (Figura 33), uma vez que a

troca T>G se encontra relativamente distante da jungdo exon/intron (posicao -44).
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Normal

Acceptor site predictions for SRDSA2 :

Start End Score Intron Exon
15 55 0.72 caactccagaatgttctccdJgcaacaggectgttgttgett
55 a5 0.43 ttgtttccccttecteccccadJaggattccaccaaactecta
205 245 0.65 ttccgattettctgecacgcddgtggettgtttacgtatgtt

Mutante

Start End
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o
o

20 24

[
o

Score Intron Exon
0.72 caactccagaatgttctccadJgcaacaggctgttgttgett
0.43 ttgtttccccttctccccadJaggattccaccaaactccta
0.65 ttccgattcttctgecacgcdJgtggettgtttacgtatgtt

Acceptor site predictions for mut :

Figura 33: Andlise dos sitios de splicing na regido da alteracdo ¢.548-44T>G através do

programa de predi¢ao FruitFly Splice Site Prediction (www.fruitfly.org/seq_tools). Nao se

observa diferencas entre normal e mutante.

A andlise in silico da alteragdo c.548-44T>G através do programa Human Splicing

Finder identificou dois possiveis sitios aceptores de splicing alternativos na regido 3’ do

intron 3. No sitio denotado 171 na sequéncia normal a probabilidade de ser reconhecido

como local de splicing era de 46,7%. No entanto, na sequéncia mutante essa probabilidade

passou para 75,6% mostrando um aumento significativo mediante a qual o programa

considerou que se criou um sitio alternativo de splicing. J4 no sitio denominado 178, na

sequéncia normal ¢.548-44T mostrava uma probabilidade de 74,7% de ser reconhecida, e

na presenca da alteracdo c.548-44G se reduziu para 72,7% (Figura 34).

Sequence Position | Splice site type Motif New splice site/ Wild Type Mm\ilar(loz;lon
171 Acceptor taatgtcaaaatga taatgtcaaaag&& 46.71 75.66
178 Acceptor aaaatgattcagtt | aaaaggattcagTT\_ 74.72 72791 258

Figura 34: Andlise das alteragdes na fungdo de splicing da alteracdo ¢.548-44T>G através

do programa de predicdao Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF/).

Ja a previsao in silico pelo programa ESE Finder 3.0 evidenciou que a alteracdo

c.548-44T>G pode suprimir o reconhecimento de uma regido préxima ao sitio de

ramifica¢@o (A), como mostra a Figura 35.
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Figura 35: Anidlise efetuada pelo programa ESE Finder 3.0 na auséncia e na presenc¢a da
mutagdo ¢.548-44T>G no gene SRD5A2. O retangulo vermelho denota o sitio perdido com

a troca T>G (http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi).

Utilizando ainda as ferramentas do programa ESE Finder 3.0, foi possivel avaliar se
ha diferenca entre os tipos de proteinas da familia SR, que se ligam tanto na sequéncia
normal quanto mutante. Dessa forma, a andlise de predi¢do mostrou que na posicao c¢.548-
44T (sequéncia normal) ndo ocorre o reconhecimento de nenhuma da proteina da familia
SR, ja na sequéncia alterada c.548+44G passa a ocorrer o reconhecimento pelas proteinas

SRSF2 e SRSFS5 (Figura 36).
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Figura 36: Previsao realizada pelo programa ESE finder 3.0 para as proteinas da familia, na
presenca da sequéncia normal e mutante do gene SRD5A2 - c¢.548-44T>G
(http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi).

O programa SpliceAid € utilizado para avaliar as proteinas envolvidas no processo
de splicing. Assim foi possivel verificar que na sequéncia normal apenas a proteina Sam68
se liga. Entretanto, quando ocorre a troca de T>G passam a se ligar as proteinas SF2,

SRp40, SR30C e hnRNPC2 (Figura 37).
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Figura 37: Andlise do programa SpliceAid v. 2.0 (http://www.introni.it/splicing.html). A
FIGURA mostra as diferentes proteinas que se ligam tanto na sequéncia normal quanto na

mutante do gene SRD5A2.

A partir dos resultados dos estudos in silico, onde a maioria deles indicou que a
alteracdo ¢.548-44T>G poderia alterar o mecanismo de splicing no gene SRD5A2, foi
realizada uma estratégia de estudo baseada na constru¢do de um minigene abrangendo um
fragmento composto por parte do intron 3, o exon 4 e parte do intron 4 do gene SRD5A2.
Este minigene foi inserido no vetor pcDNA3 modificado, entre o exon 2 e 3 (a2 e a3) do

gene HBAI, como mostra a Figura 38.

gene HBAI (al, a2 e a3)
ATG TAA

vetor pcDNA3+

_ vetor EcDNA3+

Exon 4 do gene SRD5A2

Figura 38: A figura mostra a estrutura do minigene construido para o estudo da mutacdo

c.548-44T>G.
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Apoés a transcricio em células HEK-293 dos minigenes contendo a sequéncia
normal ou a sequéncia portadora da alterac@o, os transcritos foram extraidos e submetidos a
técnica de RT-PCR para a sintese dos cDNAs. Foram posteriormente amplificados e
sequenciados com primers especificos.

Através da visualizacdo da corrida de gel de agarose dos produtos de amplificacao
dos cDNAs, tanto do minigene contendo o fragmento controle quanto mutante, foi possivel
observar a presenca de trés transcritos diferentes. A banda maior corresponde ao tamanho
total do transcrito (369 pb), a banda do meio corresponde a um transcrito com 112 pb a
menos no exon 4 do gene SRD5A2, totalizando um transcrito de 257 pb, e também foi
possivel observar uma banda de tamanho menor correspondente ao tamanho de 217 pb, a

qual mostrou o skipping do exon 4 inteiro do gene SRD5A2 (Figura 39 e 40).

a2 a3
L i B : I@ 369 pb
- a2 a3
500 pb
300 pb 257 pb
200 pb I
Ex4- 112 pb
a2 al
>
217 pb

Figura 39: Mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose onde L é o marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega), C € o minigene controle, e P € o minigene
contendo a mutacdo c.548-44T>G no gene SRD5A2. Ao lado, as representacdes

esquemadticas dos transcritos finais tanto para o controle, quanto para os mutantes.

Assim, o produto do sequenciamento do minigene contendo a alteragdo c.548-
44T>G evidenciou a sequéncia das trés variantes de splicing produzidas: a sequéncia
selvagem, a sequéncia onde o exon 4 do gene SRD5A2 possui 112 nucleotideos a menos, e

a terceira variante de splicing que mostrou a exclusdo do exon 4 inteiro (exon skipping)

(Figura 40).
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Figura 40: Parte do eletroferograma obtido no sequenciamento do cDNA do minigene

contendo a sequéncia normal e mutante. A) Sequenciamento dos fragmentos exon 4 do
gene SRD5A2 e exon 3 do gene da alfa globulina (HBAI), evidenciando a juncdo exon-
exon. Do lado esquerdo estd exon 4 do gene SRD5A2 e do direito o exon 3 do gene da alfa
globulina. B) O sequenciamento mostra do lado esquerdo a exclusdo de 112 nucleotideos
do exon 4 do gene SRD5A2 (splicing alternativo 5°), juntamente com o exon 3 do gene da
alfa globulina (HBA1), do lado direito da figura. C) Parte do sequenciamento dos exons 2 e

3 do gene da alfa globulina (HBAI), onde € possivel observar a jungao exon-exon. Do lado
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esquerdo estd o exon 2 do gene da alfa globulina (HBAI) e do direito o exon 3 do gene da

alfa globulina (HBAI).

Esses resultados sugerem que talvez 0 mesmo mecanismo possa OCOrrer no gene

SRD5A2, quando na presenga da mutacdo ¢.548-44T>G como mostra a Figura 41.

Gene SRD5A2

A) 1-3 4 5 — [1]2]s]a]5s]

-f12n

OTOACATCATTOAATODATCOOC TATOCC CTOOC CACTTOOTCCCTCC CADCACTTOCATTTOCATTITT

CTCACTTIGTTICCTTOGGCTOC BAGE TITTCACCAC CATAD
EEENE

<

Figura 41: Em A) o esquema mostra o gene SRD5A2 normal assim como o splicing correto

deste gene. B) o esquema representa o splicing alternativo da regido 5°, onde ocorre a
excisdo de 112 nucleotideos do exon 4 do gene SRD5A2, e o skipping do exon 4 inteiro no

gene SRD5A2.

2.2.Discussao: c.548-44T>G gene SRD5A2

As resultados obtidos através dos softwares levaram-nos a propor algumas hipéteses
sobre a regulacdo do splicng na regidao do exon 4 do gene SRD5A2, e de como este é
alterado na presenca da mutacdo c.548-44T>G.

O resultado obtido através do programa ESE Finder mostrou que na posi¢ao -44 do
intron 3 do gene SRD5A2 normal, ndo ocorre a ligacdo de nenhuma proteina. Entretanto
quando na presenca da mutagdo c¢.548-44T>G o programa prevé um local de ligacdo para as
proteinas SRSF5 e SRSF6. Por outro lado, o software SpliceAid mostrou que na sequéncia
normal somente a proteina Sam68 se liga, a qual estd envolvida na sinalizagdo celular,
regulacdo da transcricdo e no processo de splicing de pré-mRNA (GALARNEAU &
RICHARD, 2009; ELLIOTT e RAJAN, 2010). Quando ocorre a troca da T para uma G na
posicdo -44, o programa SpliceAid prevé a ligacdo das proteinas hnRNPC2, SRp30C,
SRp40 e ASF/SF2.
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Estes achados sugerem que na sequéncia normal este sitio ndo € utilizado por
proteinas ativadoras ou repressoras de splicing. No entanto, a mutagdo ¢.548-44T>G parece
propiciar um local para ligacdo de proteinas ativadoras de splicing, como por exemplo
ASF/SF2, SRp40, SRSF5 e SRSF6 (BUSCH e HERTEL, 2012; ERKELENZ et al., 2013).

As andlises obtidas através da eletroforese em gel de agarose, contendo amostras da
PCR do cDNA do minigene normal e mutante para a mutacdo c.548-44T>G, mostraram
que ocorreu a produgdo de trés transcritos tanto na sequéncia normal quanto mutante. E por
meio do sequenciamento automdtico, foi possivel verificar a presenca do transcrito
selvagem, um segundo transcrito que apresentou 112 nucleotideos a menos na regido 3’ do
exon 4 e ainda, um terceiro transcrito mostrando o skipping completo do exon 4.

Embora o controle e o minigene mutante tenham demonstrado similaridade em
relacdo aos transcritos produzidos, a intensidade das bandas no gel de agarose €
visivelmente diferente. Diante disso, foi realizada uma analise utilizando o software de livre
acesso ImageJ (http://ImageJ.nih.gov/ij/), para quantificar a intensidade das bandas obtidas

através da PCR do cDNA em triplicata (Figura 42).

80

70
L C C CP P P 6

50

T T Wild-type Splice
40 —

Splice Varient 1

500 pb 30 Splice Varient 2

—_

20

—

300 pb

200 pb 10 +— — —

0
Control Patient
B)

A)
Figura 42: A) Gel de agarose mostrando os resultados das PCRs usando os cDNAs
controle e mutante como moldes, onde L — marcador de peso molecular 100 pb DNA
Ladder (Promega, Estados Unidos); C — cDNA do minigene controle em triplicata, sendo 3
transfeccdes independentes; e P — cDNA do minigene mutante em triplicata, sendo 3
transfec¢des independentes. B) Grafico mostra a intensidade das bandas, tanto do controle
quanto no mutante na presen¢a da mutagcdo c.548-44T>G no intron 3 do gene SRD5A2

obtida pela andlise com o software ImageJ.
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Embora os resultados aqui revelados tenham demonstrado que tanto o minigene
controle quanto mutante produziram os mesmos transcritos, através da quantificacdo da
intensidade das bandas mostradas no grafico gerado pelo programa ImageJ, vé-se que estes
transcritos estdo sendo produzidos em quantidades diferentes no normal e mutante.

E importante lembrar que para que ocorra um correto mecanismo de splicing, é
necessdria a expressdo de todos os padrdes de splicing alternativo, assim como a quantidade
em que estes sao produzidos. Mutag¢des que perturbam o balanco apropriado dos transcritos
produzidos em estdgios especificos de desenvolvimento celular podem ser a causa direta de
doenca (FAUSTINO e COOPER, 2003b; LEWANDOWSKA, 2013).

Na avaliacdo clinica do paciente portador da alteracao ¢.548-44T>G encontrada em
heterozigose no gene SRD5A2 (CALAIS, 2010), foi observada a presenca de gdOnadas
bilaterais palpdveis e genitdlia masculinizada. E importante ressaltar que o padrio de
heranca para esta deficiéncia é autossdOmico recessivo, € nenhuma outra mutacdo foi
identificada neste paciente.

Sendo assim, mesmo que esta alteracdo tenha sido encontrada em heterozigose, o
efeito causado na proteina possivelmente simule um efeito dominante, e consequentemente,
um efeito de dose talvez esteja contribuindo para a ambiguidade genital deste paciente.
Além disso, ndo se deve descartar a ideia de que este paciente possa ser portador de
alteracdes em outros genes que participam do processo de masculinizacdo, exercendo um
efeito sinérgico na acdo androgénica (HACKEL et al., 2005).

Esse achado corrobora o estudo realizado por Hackel e colaboradores (2004), onde
foi demonstrado trés pacientes com quadro clinico hormonal da deficiéncia da enzima Sa-
redutase tipo 2, que apresentaram somente um alelo mutante para este gene. Este fato
permite supor a existéncia de mutagdes em sequéncias intronicas ou em regido promotora
ndo identificadas, ou ainda que fenOmenos epigenéticos (tais como metilacdo da regido
promotora) podem bloquear a transcri¢do do alelo normal também devem ser considerados
para estes casos (HACKEL et al., 2005).

Portanto, uma vez que os ensaios de minigene aqui apresentados evidenciaram
apenas uma diferenca na quantidade da producdo dos trés transcritos gerados pela célula,

podemos propor que a alteragdo c.548-44T>G talvez esteja contribuindo para o fenétipo
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ndo tdo expressivo dentro do quadro caracteristico da deficiéncia da enzima 5a-redutase

tipo 2.

3. CONSIDERACOES SOBRE O GENE SRD5A2

A deficiéncia da enzima Sa-redutase tipo 2 ¢ uma doenga bastante rara, na qual os
portadores podem ser homozigotos ou heterozigotos composto para mutacdes (THIPGEN
etal., 1992).

Mais de 60 mutacdes no gene SRD5A2 ja foram descritas, distribuidas em mais de
25 grupos étnicos. Em sua maioria compreendem mutag¢des de ponto do tipo missense ou
nonsense e, mais raramente, mutacdes frameshift (que alteram a fase de leitura), sendo
poucas as mutacdes que afetam o mecanismo de splicing, porém nenhuma com
experimentos comprobatorios de seus efeitos na formacao de transcritos (FERNANDEZ-
CANCIO et al., 2004; CHAN, 2013; NIE et al., 2011).

Até o momento, somente trés mutacdes em regido de splicing foram descritas para
este gene: c.699+1G>T encontrada no intron 4 (THIPGEN et al., 1992), c.278+2A>G
(OCAL et al, 2002) e c.547+1G>A, no intron 3 (HACKEL et al., 2005). Esses achados
contribuiram com a hipétese de que o processamento do mRNA pode ser alterado, o que
levaria a produ¢do de uma proteina andmala, devido a uma provavel reteng¢do do intron, ou
por ocorrer splicing alternativo.

Sendo uma doenga autossOmica recessiva, grande parte dos casos pertence a
familias geograficas ou socialmente isoladas e endocruzadas como as da Republica
Dominicana, da Turquia e da Nova Guiné (CAI et al., 1996; MACIEL-GUERRA e
GUERRA-JUNIOR, 2002).

A frequéncia elevada de heterozigotos compostos em estudos realizados na
populacdo brasileira sugere que a frequéncia de portadores na populacdo em geral pode ser
alta, o que explicaria a recorréncia de determinadas mutagdes em afetados ndo
consanguineos. Por outro lado, a recorréncia de mutagdes idénticas em diferentes grupos
étnicos e de regides geograficas distintas no Brasil tem sugerido a existéncia de regides hot
spots no gene; em outros casos, mutacdes similares dentro do mesmo grupo étnico seriam
derivadas de mutagdes presentes em ancestrais comuns (THIPGEN et al., 1992; MAZEN et
al., 2003).
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Considerando-se a histéria da colonizacdo do Brasil, constata-se um forte
componente negréide na sua populacdo, fruto do periodo da escravidao. Esses dados
permitem supor que algumas alteracdes descritas no gene SRD5A2 surgiram em um grupo
étnico ancestral (negros africanos, por exemplo) e distribuiu-se nas Américas as custas dos
movimentos migratérios (HACKEL et al., 2005).

No entanto, ainda devido a variabilidade fenotipica e hormonal exibida pelos
pacientes com deficiéncia de So-redutase tipo 2, os resultados encontrados salientam a
importancia da investigacdo molecular para o diagndstico dessa doengca (CHAN et al.,
2013; HACKEL et al., 2005).

A identificagdo de mutagdes no gene SRD5A2 tem contribuido ndo somente para
confirmacdo dessas defici€éncias, mas também para auxiliar no aconselhamento genético

dos familiares dos afetados e também, para um melhor entendimento das bases

moleculares.

4. ALTERACAO ¢.277+2T>G GENE HSD17B3

4.1.Resultados
A troca nucleotidica ¢.277+2T>G no gene HSD17B3 foi previamente identificada

pelo nosso grupo de pesquisa (CASTRO et al., 2012). A mutagdo ¢.277+2T>G localiza-se
no intron 3, na regido doadora de splicing deste gene.
A Figura 43 abaixo mostra parte dos eletroferogramas dos clones com o vetor

pGEM-Teasy contendo as sequéncias normal (c.277+2T) e mutante (c.277+2QG).
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pGEM-Teasy contendo o minigene para o estudo da mutagdo c¢.277+2T>G no gene
HSDI7B3. A) sequéncia da jung¢do do exon 3 — intron 3, mostrando o nucleotideo T
normal; B) sequéncia do da juncdo do exon 3 — intron 3, mostrando o nucleotideo G

mutante.

Em seguida foram realizados testes in silico com ferramentas disponiveis para
acesso livre, a fim de se avaliar os efeitos causados pela alteracdo c¢.277+2T>G no pré-
RNA do gene HSD17B3.

A anélise de predi¢do in silico pelo programa FruitFly mostrou que na sequéncia
normal a probabilidade do sitio 247-261 ser reconhecido como sitio doador de splicing é de
99%, como mostrado na Figura 44, ja para o alelo mutante verificou-se que este sitio €

totalmente suprimido.

Normal Donor site predictions for HSD17B3 :
Start End Score Exon Intron
52 66 0.82 aacccaggtgaagca
77 31 0.53 cctgccagtatgtgc
| 247 261 0.99 gagatcggtgagtga
Mutante Donor site predictions for mut :
Start End Score Exon Intron
52 86 0.82 aacccaggtgaagca
77 31 0.53 cctgccagtatgtgc
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Figura 44: Andlise da alteracio na funcdo de splicing provocadas pela alteracdo

c.27742T>G através do programa de predicdo de sitio de FruitFly Splice Site Prediction

(www.fruitfly.org/seq_tools)O sitio 247-261 abolido estd denotado no retangulo vermelho.

A andlise in silico da alteracdo ¢.277+2T>G através do programa Human Splicing

Finder mostrou que na sequéncia normal ¢.277+2T a probabilidade do sitio ser reconhecido

¢ de 92,11%, mas na presenga da alteracdo c.277+2G existe uma reducdo para 65,2%

(Figura 45).
Sequence Position Splice site type Motif New splice site /mwpe M@)VN('«Z;'O"
251 Donor tcggtgagt | TCGggoagt 92.11 65221 -29.13

Figura 45: Anélise das altera¢des na funcdo de splicing da alteracdo c.277+2T>G através

do programa de predicao Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF/).

Ja a previsdo in silico pelo programa ESE Finder 3.0 mostrou que o sitio denotado

como 239, referente a sequéncia normal, apresentou um score de 9,6% de funcionar como

doador de splicing, valores estes relativamente elevados tendo em vista que o score de

referéncia ideal deste programa € 6,67. Porém, quando se faz a simulacdo com a sequéncia

mutada esse sitio € completamente abolido, como mostra a Figura 46.

Normal 5SS _U2 _human
threshold: 6.67
Position*/Site/Score
L
(-266) cacacttaaacccaggtgaagcaaccatgti8.35330
239
(=271) TTGCCACAGAGATCGgtgagtgacccececaif9. 68640
=271
Mutante 5SS U2 _human
threshold: 6.67
Position*/Site/Score
44
(-266) cacacttaaacccaggtgaagcaaccatgti€.35330
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Figura 46: Andlise efetuada pelo programa ESE Finder 3.0 na presenca da mutacio
¢.27742T>G no gene HSD17B3. O retangulo vermelho denota o sitio perdido com a troca
T>G (http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/).

Utilizando as ferramentas adicionais do programa ESE Finder 3.0, foi possivel
comparar os tipos de proteinas da familia SR que se ligam tanto na sequéncia normal
quanto na mutante. Dessa maneira, a andlise de predicio mostrou que a substituicao
nucleotidica ¢.2774+42T>G elimina um local putativo de ligacdo com a proteina SRSF2

(Figura 47).

Normal Mutante

SRSF1
SRSF1 (IgM-BRCA1)

rS

aTTsccacacﬂsaTcsggagcgaccccccaaataaggga RTTGCCACAGAGATCE

Figura 47: Simulacao realizada pelo programa ESE finder 3.0 para as proteinas da familia
SR, na presenca da sequéncia normal e mutante do gene HSDI7B3 - c.277+2T>G
http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi).

O programa SpliceAid também foi utilizado para avaliar as proteinas envolvidas no
processo de splicing, tanto na sequéncia normal quanto mutante. Segundo o programa foi
possivel verificar que as proteinas SRp30C, HI, H2 e hnRNP se ligaram na sequéncia
normal da juncdo exon2-intron2 do gene HSD17B3. Contudo, na presenca da mutacao
c.27742T>G, diferentes tipos de proteinas passam a se ligar - SRp40, hnRNPFI,
hnRNPH2 e hnRNPH3 (Figura 48).
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YB-1
SF2/ASF SRp40

UUGCCACAGAGRU z gagugac UUGCCACAGAGAU ggagugac
|20 0 |20 0

MBNL1 MBNL1
hnRNP H1 hnRNP HI
hnRNP H2 hnRNF H2
hnRNI T (TLS) hnRNE F
hnRNP F
hnRNP H1
hnRNP H1
hnRNP H2
hnRNP H2
hnRNP H3
hnRNP H3

Figura 48: Andlise do programa SlipeAid (http://www.introni.it/splicing.html); A) mostra a
diferentes proteinas que se ligam tanto na sequéncia normal quanto na sequéncia mutante

do gene HSD17B3.

A partir dos resultados dos estudos in silico, os quais indicaram que a alteracdo
¢.2774+2T>G poderia alterar o mecanismo de splicing no gene HSD17B3, foi realizada uma
estratégia de estudo para a construcao de um minigene abrangendo um fragmento composto
por parte do intron 2, o exon 3 e parte do intron 3 do gene HSDI17B3. Este minigene foi
inserido entre os exons 2 € 3 (a2 e a3) do gene HBAI no vetor pcDNA3+ modificado, como

mostra a Figura 49.

gene HBAI (al, a2 e a3) +2T>G
ATG I TAA
vetor pcDNA3+ BamHI EcoRI vetor pcDNA3+
—— a Ex 3 a3 | e—
L—

Exon 3 do gene HSD17B3

Figura 49: A figura mostra o esquema da constru¢do de um minigene para estudo da

mutagdo ¢.2774+2T>G.

Ap6s a transformacgdo em células HEK-293 e transcricdo dos minigenes contendo a

sequéncia normal ou a sequéncia portadora da alteracdo, os transcritos extraidos das células
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foram sintetizados em cDNA através da técnica de RT-PCR e, posteriormente,
sequenciados com primers especificos.

Através da visualizacdo da corrida de gel de agarose contendo os transcritos
produzidos por RT-PCR, foi possivel observar que o minigene contendo o fragmento
mutante (c.277+2T>G) produziu um transcrito com 217 pb, tamanho que se refere a
exclusdo do exon 3 inteiro do gene HSD17B3 (variante de splicing). J4 o minigene controle
(banda maior) mostrou um tamanho de banda esperado para o controle, a qual corresponde

ao tamanho de 293 pb (Figura 50 e 51).

L C P
a2 a3

At

==} HEX 3 293 pb
500 pb = ‘

_-
300vb NS ' a2 a3

— —

200pb [

217 pb

Figura 50: Mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose onde L. é o marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega), C € o minigene controle, e P € o minigene
contendo a mutacdo c.2774+2T>G no gene HSDI7B3, e também a representacdo

esquematica do minigene final tanto para o controle, quanto para o mutante.

Assim, o produto do sequenciamento do minigene contendo a alteracdo
c.27742T>G evidenciou a exclusao do exon 3 inteiro (exon skipping) durante o
processamento do pré-mRNA (Figura 51). Portanto, devido a troca de T para G, na posi¢ao
+2 do intron 3 do sitio doador de splicing, ndo ocorreu o reconhecimento da regido pelo

spliceossomo, e consequentemente a producdo de um transcrito andmalo ou nulo.
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Figura 51: Parte do eletroferograma obtido no sequenciamento do cDNA do minigene

contendo a sequéncia normal e mutante. A) Sequenciamento dos fragmentos exon 3 do
gene HSDI17B3 e exon 3 do gene da alfa globulina (HBA/), evidenciando a jungdo exon-
exon. Do lado esquerdo estd exon 3 do gene HSD17B3 e, do direito o exon 3 do gene da
alfa globulina. B) Sequenciamento dos fragmentos exon 2 do gene da alfa globulina
(HBA1I) e exon 3 do gene da alfa globulina (HBA1), onde € possivel observar o skipping do
exon 3 do gene HSD17B3. Do lado esquerdo estd o exon 2 do gene da alfa globulina
(HBA1I) e do direito o exon 3 do gene da alfa globulina (HBAI).

Esses resultados sugerem que talvez o mesmo mecanismo possa Ocorrer no gene

HSD17B, quando na presenca da mutagdo ¢.277+2T>G como mostra a Figura 52.
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Figura 52: Em A) o esquema mostra o gene HSDI7B3 normal assim como o splicing

correto deste gene. B) o esquema representa o skipping do exon 3 do gene HSD17B3.

4.2.Discussdo: Alteracdo ¢.277+2T>G gene HSD17B3

Os resultados obtidos através dos softwares levaram-nos a propor algumas hipéteses
explicativas sobre a regulacdo do splicing na regido do exon 3 do gene HSDI7B3, e de
como este € alterado na presenca da mutacdo ¢.277+2T>G.

Os trés programas que se baseiam em comparacdo de sequéncias conservadas
indicaram que o sitio doador normal de splicing do intron 3 seria abolido (FruitFly Splice
Site Prediction, Human Splicing Finder, ESE Finder). Além disso, o resultado obtido pelo
Hunan Splicing Finder sugere que possivelmente um sitio localizado cinco nucleotideos
adiante pudesse ser usado como sitio doador alternativo. As andlises dos programas ESE
Finder e SpliceAid mostraram que as proteinas pertencentes a familia SR se ligam na
sequéncia normal, ji quando na presenca do nucleotideo alterado (T>G), ocorre a
eliminagdo do local de ligagdo para tais proteinas. O programa SpliceAid ainda indicou a
criacdo de um local de ligacdo para vérias proteinas hnRNPs na sequéncia com a mutacao.

Esses achados sugerem que haja realmente um impedimento para o processo ocorrer
neste local uma vez que as proteinas SR estdo envolvidas na ativagdo do local de splicing, e
que as proteinas hnRNPs implicam na repressao de sitios de splicing.

A utilizacdo de sitios normais de splicing parece depender da interacdo de vdrias
proteinas (quer ativadoras, quer silenciadoras), da sua ligagao a determinadas sequéncias de
pré-mRNA e também da sua interacdo com os elementos da maquinaria do spliceossomo
(HULL e DLAMINI, 2014; KLERK et a., 2014).

As proteinas SR desempenham um papel importante tanto no processo de splicing

constitutivo do pré-mRNA, como na regulacdo do splicing alternativo, através do
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reconhecimento de elementos cis-acting, influenciando a escolha dos locais de splicing,
através da interacdo com as subunidades U2AF e U1 snRNP, e por isso estdo envolvidas na
ativacdo das primeiras etapas do reconhecimento de sequéncias exonicas pelo spliceossomo
(BUSCH e HERTEL, 2012; HULL e DLAMINI, 2014; MANLEY e TACKE, 1996).

Quando as proteinas SR ndo sdo capazes de reconhecer um local de ligacdo
especifico nos casos onde este se encontra modificado, alteracdes no splicing podem vir a
ocorrer (STICKELER et al., 2001). Portanto, € provdavel que a presenca da mutacdo
c.277+2T>G, crie um sitio favordvel para ligacdo de proteinas silenciadoras de splicing,
forcando a maquinaria do spliceossomo a reconhecer outro sitio doador de splicing.

Uma andlise realizada com cerca de 50 substituicdes nucleotidicas associadas ao
fendomeno “exon skipping” em genes humanos revelou que mais de 50% destas mutagdes
anulava pelo menos um sitio alvo para as proteinas da familia SR. Logo, qualquer alteracao
que modifique uma das func¢des das proteinas SR podera estar associada ao aparecimento
de doenca (CARTEGNI, CHEW e KRAINER, 2002).

No caso da mutagdo c.277+2T>G observamos que o exon 3 do gene HSDI17B3
inserido no minigene hibrido foi eliminado do transcrito mediante a mutacdo e que o
provdvel sitio alternativo indicado na andlise in silico ndo foi reconhecido pelo
spliceossomo para a formacao do transcrito maduro.

Em relacdo aos resultados obtidos através da PCR do cDNA, foi observado que a
amostra contendo o minigene mutante ndo exibiu o tamanho da banda referente ao
minigene selvagem (controle), foi observada somente a banda que se refere a variante com
o skipping do exon 3 do gene HSD17B3. Entretanto, observa-se que o minigene controle
apresenta uma banda de menor intensidade do tamanho correspondente a do exon skipping
além da pertinente ao tipo selvagem. Diante disso, foi realizada uma andlise utilizando o
software de livre acesso ImageJ (http://ImageJ.nih.gov/ij/), para quantificar a intensidade
das bandas obtidas através da RT-PCR em triplicata (Figura
53).
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Figura 53: A) O gel de agarose mostra o resultado da PCR do cDNA, onde L. — marcador
de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega); C - minigene controle em triplicata,
sendo 3 transfeccdes independentes e P - minigene mutante em triplicata, sendo 3
transfeccdes independentes B) Grafico mostra a intensidade das bandas no gel, tanto no

minigene controle quanto no mutante contendo a mutacao c¢.277+2T>G do gene HSD17B3.

Uma das hipdteses que podem ser consideradas é que a presenca de uma variante de
splicing no controle indica que esta pode ser expressa naturalmente na célula, e que talvez
possa influenciar na regulacdo do transcrito selvagem. De qualquer forma, caso esta
hipétese seja verdadeira, a presenca da mutacdo c¢.277+2T>G causa uma alteragdo no
equilibrio natural do splicing, produzindo desta forma somente um dos padrdes de splicing,
o que certamente resultard em doenca (FAUSTINO e COOPER, 2003b).

A segunda hipétese estd relacionada com a escolha do modelo de construgdo de
minigene. Como explanado no item Metodologia, foi utilizado para este experimento o
vetor pcDNA3+ contendo o gene HBAI, o qual possui sitios de splicing 5° e 3’
considerados bastante “fortes”, se mostrando muito eficiente para o reconhecimento da
maquinaria do spliceossomo. Dessa maneira, o minigene controle pode produzir os dois
transcritos por possuir em sua sequéncia um exon inserido cujo sitio doador de splicing nao
seja tdo “forte” quanto os dos exons do gene HBAI, assim observa-se a producido de ambos
transcritos.

A mutacio ¢.277+2T>G foi identificada em heterozigose composta, juntamente com
a mutacdo c.277+4A>T herdadas da mae e do pai, respectivamente (Castro et al., 2012). A

mutacao c.277+4A>T nio foi incluida no presente estudo porque Boehmer e colaboradores
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a descreveram em 1999 e a partir da extracdo do RNA de tecido testicular demonstraram
que leva a perturbagdo do splicing neste gene, produzindo um transcrito ndo funcional.

Os resultados obtidos neste estudo para a mutagdo c.277+2T>G encontrada em
heterozigose composta, juntamente com a alteracio c.277+4A>T (BOEHMER et al., 1999),
comprovam a deficiéncia da enzima 17f3-hidroxiesteréide desidrogenase tipo 3 como causa
do fenétipo da paciente (CASTRO et al., 2012), a qual na puberdade apresentava sinais de

hiperandrogenismo, tais como engrossamento da voz, acne e hirsutismo.

5. CONSIDERACOES SOBRE O GENE HSD17B3

Até o momento cerca de 30 mutacdes foram descritas para o gene HSD17B3, e entre
estas apenas quatro foram descritas como causadoras de um splicing aberrante para este
gene (NEOCLEOUS et al., 2012; MASSANYT et al., 2013; RHOUMA, BEN et al., 2013;
Fonte HGMD http://www.hgmd.cf.ac.uk).

As mutacdes que alteram o mecanismo de splicing do gene HSDI7B3 foram
descritas pela primeira vez em 1994, por Geisseler e colaboradores. A primeira mutagdo
descrita foi a ¢.325-1G>C, localizada no sitio aceptor de splicing do intron 3, e leva a um
splicing aberrante. A segunda mutacdo c.655-1G>A também descrita por Geisseler e
colaboradores (1994), localizada no intron 8, a qual altera o mecanismo de splicing na
regido 5°. Ambas mutacdes foram encontradas em pacientes que apresentavam baixa
producdo de testosterona e fendtipo caracteristico da deficiéncia da enzima 17f3-
hidroxiesterdide desidrogenase tipo 3 (WAYNE M GEISSLER et al., 1994)

Outro estudo que identificou alteracdes na regido de splicing do gene HSD17B3 foi
desenvolvido por Boehmer e colaboradores (1999), onde foram realizados estudos
funcionais a partir da extracdo do RNA dos tecidos dos pacientes que apresentavam as
mutacdes ¢.277+4A>T e c.655-1G>A. A primeira mutacdo c¢.277+4A>T demonstrou
produzir transcritos ndo funcionais, devido ao skipping do exon 3 inteiro do gene
HSDI17B3. Ja o resultado da RT-PCR com a mutacdo c.655-1G>A, apresentou dois
transcritos diferentes, um contendo a excisdo do exon 9, € 0 um outro transcrito de tamanho
menor que mostrou o skipping do exon 9 e 10 deste gene, assim como a presenga do
transcrito selvagem em pequenas quantidades na amostra do paciente.

Os resultados obtidos neste estudo realizado por Boehmer e colaboradores (1999),

sugerem que a presenca do transcrito selvagem no RNA proveniente do tecido testicular do
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paciente portador da mutacdo c.655-1G>A pode estar relacionado com a variagdo
fenotipica da doenca dependendo da quantidade do transcrito tipo selvagem que é
produzida, o que leva a deduzir que nenhum fenétipo especifico estd associado com uma
mutacdo especifica (BOEHMER etz al., 1999).

Dessa forma, pode-se sugerir que a presenga de andrégenos em tecidos periféricos
ou até mesmo nos testiculos pode ser proveniente da acdo de outras isoenzimas
pertencentes a familia das enzimas 17BHSD, as quais podem atuar na conversdo da
testosterona, o que causa a variacdo fenotipica da deficiéncia da 17p-hidroxiesterdide
desidrogenase tipo 3 (BOEHMER et al., 1999; CASTRO et al., 2012; CHUANG et al.,
2013).

6. ALTERACAO ¢.939+5G>A GENE CYP21A2

6.1.Resultados
A alteracdo ¢.939+5G>A, identificada pelo nosso grupo de pesquisa em

heterozigose, € caracterizada pela troca de uma guanina por uma adenina na posi¢do +5 do
intron 7 do gene CYP21A2.

A figura abaixo mostra parte dos eletroferogramas dos clones com o vetor pGEM-
Teasy contendo a sequéncia normal (c.939+5G), e também a sequéncia mutante

(c.939+5A) (Figura 54).

exon 7 intron 7 exon 7 intron 7
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Flgura 54: Partes dos eletroferogramas obtidos nos sequenciamentos do clone com o vetor
pGEM-Teasy do gene CYP21A2: A) sequéncia da juncdo do exon 7 — intron 7, mostrando o
nucleotideo G normal; B) sequéncia do da jun¢do do exon 7 — intron 7, mostrando o

nucleotideo A mutante.
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Uma vez que esta mutacdo se localiza na regido doadora de splicing, andlises in
silico foram realizadas a fim de ter uma indicacdo se a mutacdo c.939+5G>A pode
prejudicar a transcrigdo do mRNA do gene CYP2IA2.

Assim, foi observado que a probabilidade de reconhecimento do sitio normal é de
99%, porém quando se faz a troca de guanina para adenina na posi¢dao 939 do cDNA ha
uma reducao considerdvel para uma probabilidade de 58% do sitio ser reconhecido (Figura
55). Esta indica¢do estimulou o inicio da investigacdo dos efeitos desta alteracdo no

processamento do RNA.

Normal Donor site predictions for CYP21A2 :
Start End Score Exon Intron
| 3864 378 0.99 ccctgaggtgcgtdc
743 757 0.85 ccagcaggtgacccc
Mutante Donor site predictions for mut :
Start End Score Exon Intron
| 384 378 0.58 ccctgaggtgcatdc
743 757 0.85 ccagcaggtgactcc

Figura 55: Andlise das alteracdes na funcdo de splicing da alteracdo c.939+5G>A através
do programa de predi¢do FruitFly Splice site Prediction (http://www fruitfly.org/seq-
_tools/splice.html).

A predicdo in silico da alteracdo ¢.939+5G>A através do programa de livre acesso
Human Splicing Finder mostrou que na sequéncia normal c.939+5G a probabilidade do
sitio ser reconhecido € de 88,28%, porém na presenca da alteracdo c.9394+5A h4 uma

redugdo para 76,11% do sitio ser reconhecido pelo spliceossomo (Figura 56).

Sequence Position Splice site type Motif New splice site (ﬁld Type Mu% Var(lozron
368 Denor gaggtgcgt GRGgtgcat N 88.28 7611/ -13.78

Figura 56: Andlise das altera¢des na funcdo de splicing da alteragdo ¢.939+5G>A através

do programa de predicdo Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF).
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No entanto, a previsdo in silico pelo programa ESE Finder 3.0 mostrou que o sitio
denotado como 187, referente a sequéncia normal, apresenta um score de 9,4% de ocorrer
um correto processo de splicing. Porém, quando a sequéncia € mutada (G>A), esse sitio é

totalmente suprimido (Figura 57).

Normal 55S5_U2_human
threshold: 6.67
Position*/Site/Score
( 4:;) CTITCACCACCCIGAGgtgcgtcctggggac: 9.444230
239
(-423) aacctggccagggecggtgggecacecctecacti 7.52320
—-4223)
50
(-158) GCCACCATCGCCGAGGTGCTGCGCCTGCGG! 6.77030
Mutante 5SS _U2 human
threshold: 6.67
Position*/Site/Score
239
(-423) aacctggccagggcggtgggecacecctcact: 7.52320
504
(~158) GCCACCATCGCCGAGGTGCTIGCGCCTIGCGG! 6.77030
-158)

Figura 57: Andlise efetuada pelo programa ESE Finder 3.0 na auséncia e na presenca da

mutacio ¢.939+5G>A no gene CYP21A2 (http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3).

Com o programa ESE Finder 3.0 também € possivel fazer a predi¢do em relagdo a
diferencga entre os tipos de proteinas da familia SR. Esta andlise mostrou que na posi¢ao
¢.939+5G, a proteina SRSF6 se liga nesta regido, entretanto quando ocorre a mudanga de
uma guanina para uma adenina (G>A) na mesma posi¢do, além da SRSF6 uma outra

proteina da familia SR também passa a se ligar nesta regido, a SRSF2 (Figura 58).
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Normal Mutante
7
SRSF1
SRSF1 (IgM-BRCA1) /
6 SRSF2
SRSF5 K
s |SRSF6

TbCTTCRCCaCCCTGﬁthgtcctggggac

cctggggacaagecea

Figura 58: Simulacao realizada pelo programa ESE finder 3.0 para as proteinas SR, na

auséncia e presenga da sequéncia mutante do gene CYP2IA2 (c.939+5G>A)

(http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi).

O programa SpliceAid é outra ferramenta utilizada para avaliar as diferentes

proteinas envolvidas no processo de splicing. Desta maneira, foi possivel observar que

apenas a proteina SRp55 se liga. Quando ocorre a troca da guanina por uma adenina ocorre

uma alteracdo no nimero e também no tipo de proteinas, assim as proteinas YB-1 e SRp20

passam a se ligar nesta regido (Figura 59).

Normal

SRp20 YB-1

¥YB-1
Nova-2
va-1

CUUCACCACCCUGR cugggga ca
——

hnRNP Al

Mutante

SRp20 YB-1

¥YB-1
Nova-2
va-1

CUUCACCACCCUGAG auccuggggaca
|40 |50 | 60

0

hnRNP Al

Figura 59: Andlise do programa SpliceAid v. 2.0 (http://www.introni.it/splicing.html). A
figura mostra a diferentes proteinas que se ligam tanto na sequéncia normal quanto na

mutante do gene CYP2IA2.
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A partir dos resultados dos estudos in silico, os quais indicaram que a alteracdo
¢.939+5G> A poderia alterar o mecanismo de splicing no gene CYP21A2, foi realizada uma
estratégia de estudo baseada na constru¢do de um minigene abrangendo um fragmento
composto pelo intron 6, o exon 7, o intron 7, exon 8 e intron 8 do gene CYP21A2. Este
minigene foi inserido no vetor pcDNA3 modificado, entre o exon 2 e 3 (a2 e a3) do gene
HBAI (Figura 60).

gene HBA1I (al, a2 e a3)

vetor peDINAZ vetor peDINA3

Exon 7 e 8 do gene CYP21A2

Figura 60: A figura mostra o esquema da constru¢ao de um minigene para estudo da
mutacao ¢.939+5G>A.

Depois da transcricdo em células HEK-293 dos minigenes contendo a sequéncia
normal ou a sequéncia com a alteracdo ¢.939+5G>A, foi realizada a técnica de RT-PCR
com os transcritos extraidos das células que foram posteriormente sequenciados.

Assim, os produtos da PCRs dos cDNAs dos minigenes controle e mutante
mostraram o mesmo padrdo de bandeamento em gel de agarose indicando dois transcritos
(variantes de splicing), porém com intensidades de bandas bastante diferentes. O transcrito
de maior tamanho (banda maior, 418 pb) corresponde a presenca do exon 2 do gene da alfa
globulina, exon 7 do gene CYP21A2 e exon 3 do gene alfa globulina. J4 a banda de menor
tamanho (217 pb) corresponde a presenca do exon 2 e 3 da alfa globulina, mostrando a

auséncia do exon 7 do gene CYP21A2 (exon skipping) (Figura 61 e 62).
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418 pb

500 pb
400 pb

200 pb

217 pb

Figura 61: Mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose onde L é o marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega), C € o minigene controle, € P € o minigene
contendo a mutagdo c.939+5G>A no gene CYP2IA2, e também a representacao

esquemadtica do minigene final tanto para o controle, quanto para o mutante.

Também foi possivel observar através do resultado da RT-PCR em gel de agarose,
que o transcrito correspondente ao fragmento completo (selvagem) formado por: exon 2
alfa globulina + exons 7 e 8 CYP2IA2 + exon 3 alfa globulina, ndo estd presente no
minigene controle, ¢ nem no mutante. Esses resultados sugerem que talvez a auséncia do
exon 8 possa ser um artefato da técnica, ou ainda que devido a escolha da estratégia de
minigene, ocorreu um splicing alternativo conhecido como exons mutuamente exclusivo, e
dessa forma o exon 8 do gene CYP2IA2 ndo foi incluido em nenhum dos transcritos
obtidos.

A partir dos resultados dos sequenciamentos dos fragmentos mostrados no gel da
figura 55, verificou-se que o fragmento de cerca de 418pb referente ao transcrito de maior
tamanho contém o exon 7 inteiro, porém o exon 8 havia sido excluido. E o fragmento com
cerca de 220 pb contém apenas os exons do gene HBA 1, indicando o skipping do exon 7 e 8

(Figura 62).
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Figura 62: Partes dos eletroferogramas obtidos nos sequenciamentos dos cDNAs dos

minigenes construidos para o estudo da alteracdo ¢.939+5G>A. A) Minigene normal
mostrando a juncdo do exon 7 do gene CYP2IA2 e do exon 3 do gene HBAI; do lado
esquerdo estd o exon 7 do gene CYP2IA2 e, do direito o exon 3 do gene HBAI. B)
Minigene mutante mostrando a juncdo do exon 2 e exon 3 do gene HBAI, indicando o
skipping do exon 7 do gene CYP21A2; do lado esquerdo estd o exon 2 e do direito o exon 3
do gene HBAI.

Dessa maneira, pode-se sugerir que a presenga da mutacao ¢.939+5G>A no gene
CYP2IA2 poderd acarretar em um desbalanceamento da quantidade dos transcritos
produzidos, ou ainda, que talvez possa ocorrer o0 mecanismo do skipping do exon 7 do gene

CYP21A2, como mostra a Figura 63.
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Gene CYP21A2

A D171 Jew]—[ 1 [e]r]e]s][w]

B {71+ Jsw] — = [+[o]+]0]

Figura 63: Em A) o esquema mostra o gene CYP2IA2 normal assim como o splicing

correto deste gene. B) o esquema representa o skipping do exon 7 do gene CYP21A2.

6.2.Discussdo: Alteracdo c.939+5G>A gene CYP21A2

As andlises dos programas ESE Finder e SpliceAid mostraram que a proteina
SRSF6 se liga na sequéncia normal. Ja na presenc¢a do nucleotideo alterado (G>A) ocorre a
ligacdo de outros tipos de proteinas SR (SRp20 e SRFS2), além da ligacdo da proteina YB-
1, a qual segundo Raffetseder er al. (2003) interage diretamente com a proteina SRSF3
(também conhecida como SRp20), e juntas possuem relevancia funcional para o processo
de splicing alternativo.

Os achados dos programas de predicao in silico sugerem que as proteinas SR podem
estar envolvidas na utilizagcdo do local de splicing normal, e que na presenca do nucleotideo
mutante A, pode ocorrer o reconhecimento de um sitio alternativo de splicing, resultando
no skipping do exon 7 do gene CYP21A2.

Portanto, € provavel que a presenca da mutagdo ¢.939+5G>A no gene CYP2/A2
crie um sitio favordvel para ligacdo de proteinas envolvidas com o splicing alternativo,
forcando a maquinaria do spliceossomo a reconhecer outro sitio doador de splicing nao
alterado, causando assim o skipping do exon 7.

Através do resultado obtido pela PCR do cDNAs dos minigenes foi possivel
observar que o minigene controle apresentava a banda relativa a variante de splicing de
maior tamanho (418 pb), e também a banda de tamanho menor correspondente a variante
de splicing (exon skipping), e por isso foi realizada uma andlise para quantificar a
intensidade das bandas obtidas através da RT-PCR utilizando o software de livre acesso

ImagelJ (http://ImageJ.nih.gov/ij/) (Figura 64).
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Figura 64: A) O gel de agarose mostra o resultado da PCR do cDNA, onde L — marcador
de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega); C - minigene controle em triplicata,
sendo 3 transfeccdes independentes e P - minigene mutante em triplicata, sendo 3
transfecgdes independentes. B) Grafico mostra a intensidade das bandas obtidas através da
PCR do ¢cDNA, tanto no controle quanto no mutante, na presenca da mutagcdo ¢.939+5G>A

no gene CYP2IA2.

Através da anélise do grafico gerado pelo programa ImageJ, a partir do gel contendo
0s minigenes controle e mutante em triplicata, foi possivel observar que ambos produzem
tanto a banda correspondente ao tamanho da variante de splicing contendo somente o exon
7 do gene CYP2IA2, quanto a banda correspondente a variante de splicing de menor
tamanho (skipping do exon 7), porém com intensidades bastante diferentes.

Entretanto, a auséncia do exon 8 do gene CYP2IA2 no minigene controle e no
mutante pode ser explicada das seguintes maneiras: devido a estratégia de minigene
utilizada neste experimento, que uma vez que os exons € introns do gene da alfa globulina
(HBA1I) possuem regides muito fortes para o reconhecimento do spliceossomo, estas podem
sobressair sobre outros sitios no momento do reconhecimento pela maquinaria do
spliceossomo. Dessa maneira, pode-se sugerir que devido a um artefato da técnica, talvez
tenha ocorrido uma preferéncia pelo reconhecimento da regido do exon 3 da alfa globulina,
ao invés do sitio de splicing do exon 8 do gene CYP2IA2, e como consequéncia o exon 8
foi totalmente retirado tanto do minigene controle quanto do mutante.

Uma segunda explicacdo pode ser sugerida: talvez a célula tenha utilizado um

mecanismo de splicing alternativo conhecida como “exons mutuamente exclusivos”
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(Figura 65), o qual envolve a selecao de apenas um exon a partir de duas ou mais variantes
exOnicas existentes, onde um exon é mantido no transcrito final e outro é descartado
(HULL e DLAMINI, 2014). Assim, no minigene controle, o exon 7 do gene CYP21A2 foi
mantido, e o exon 8 excluido. No entanto, a presenca da mutacdo ¢.939+5G>A, causa o
skipping do exon 7, gerando assim um fragmento com auséncia dos exons 7 € 8 no RNA

maduro do gene CYP2IA2.

| Exons mutuamente exclusivos |

||:] Exon constitutivo  [__][C_] Exon alternativo |

Figura 65: Figura ilustra o mecanismo de splicing alternativo conhecido como exons

mutuamente exclusivos.

Este resultado pode sugerir que tanto o gene normal quanto o mutante produzam as
variantes de splicing, porém a presenga da mutacdo ¢.939+5G>A causa um desequilibrio
natural do splicing, devido a um desbalanceamento na producdo dos transcritos, onde a
variante de splicing mostrou ser produzida numa quantidade maior quando comparada ao
transcrito contendo somente o exon 7 do gene CYP21A2 da sequéncia controle.

Sabe-se que para um correto mecanismo de splicing € necessdria a expressao de
todos os padrdes (variantes) de splicings alternativos, bem como a produgdo da quantidade
correta de cada transcrito, uma vez que suas propor¢cdes podem variar de acordo com o tipo
celular, o estado de desenvolvimento, processos fisioldgicos, diferenciacdo sexual,
apoptose e como resposta a fatores de estresse (PAJARES et al., 2007).

Como ja dito anteriormente, a alteracdo c.939+5G>A foi identificada em
heterozigose simples, em uma paciente que foi encaminhada para estudo por apresentar
sinais clinicos de pubarca precoce. Além dessa variacdo nucleotidica, foram identificadas
no gendtipo da paciente as variacdes c.-296T>C, ¢.-295A>C, c.-284A>G, c.-282T>G, c.-
196T>C no terminal 5° e, c.290-67C>A, ¢.290-48A>G, ¢.290-44G>T, ¢.290-39C>G e
c.290-38A>G no intron 2 do gene CYP2IA2. Ao contririo da c.939+5G>A que foi
identificada apenas nesta paciente e nao se encontra anotada nem na sequéncia do gene nem

na do pseudogene, todas as outras estdo anotadas nas sequéncias do pseudogene e foram
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identificadas em outros individuos da casuistica estudada em nosso laboratério. Pela maior
frequéncia, estas alteragdes tém sido consideradas neutras. Porém, ndo se pode descartar
um efeito na expressdao do gene, principalmente das alteragdes no terminal 5°, pois sabe-se
que o pseudogene € transcrito em uma taxa menor que o gene devido as diferencas
presentes na regido 5’ reguladora (KYLLO et al., 1995; ARAUJO et al., 2007).

Portanto, os resultados obtidos pelo estudo da mutacdo c.939+5G>A através da
técnica de minigene, podem refletir um comprometimento no equilibrio entre as variantes

de splicing, o que pode contribuir para o fenétipo, juntamente com as outras variagoes.

7. ALTERACAO ¢.289+127T>G GENE CYP21A2

7.1.Resultados

Foi identificada pelo nosso grupo de pesquisa a alteracdo c¢.289+127T>G, em
heterozigose. Esta alteracdo caracteriza-se pela troca de uma timina por uma guanina na
posicdo +127 do intron 2 do gene CYP21A2.

A figura abaixo mostra parte do eletroferograma do clone com o vetor pPGEM-Teasy
contendo a sequéncia normal (c.289+127T), e também a sequéncia mutante (c.289+127QG)

(Figura 66).

950 960 1
H E E NN EEE|EEEEEE RN ...............--
CTCa2AGTGI|T|G A2 GCCACC CTOCaAGTGIEG A2GCCACCC

A B)

Figura 66: Partes dos eletroferogramas obtidos nos sequenciamentos dos clones com o

vetor pGEM-Teasy contendo o intron 2 do gene CYP21A2: A) sequéncia do intron 2,
mostrando o nucleotideo T normal; B) sequéncia do intron 2, mostrando a alteragdo T>G

(c.289+127T>Q).

Embora a troca T>G esteja distante da jungdo exon/intron (posicao +127), o intron
em questdo € curto, com aproximadamente 280 pb. Este fato nos chamou a atengdo e por

isso foi dada continuidade primeiramente aos estudos in silico, a fim de avaliar se existia
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alguma indicac@o de que esta alteragcdo alteraria o processamento do pré-mRNA do gene
CYP2IA2.

Através do programa FruitFly foi observado que ndo houve o reconhecimento desta
regido como sitio de reconhecimento de splicing, e também ndo foi observada diferencga

entre a sequéncia normal e mutante (Figura 67).

Donor site predictions for CYP21A2 :
Normal p
Start End Score Exon Intron
155 169 0.84 cctacctgtaagggc
378 392 0.63 gaagaaggtcaggcc
592 606 1.00 ccgtgaggtaaggct
Acceptor site predictions for CYP21A2 :
Start End Score Intron Exon
51 91 0.79 gctgetttggetgtctcccdJatgtggtggtgetgaactee
390 430 0.48 gccctcagctgcctccatcagtccccaccctccagccccca
423 463 0.92 agcccccacctectcctgedJacaagetggtgtotaggaac
Mutante Donor site predictions for mut :
Start End Score Exon Intron
155 169 0.84 cccacctgtaagggc
378 392 0.63 gaagaaggtcaggcc
592 6086 1.00 ccgcgaggtaaggcc
Acceptor site predictions for mut :
Start End Intron Exon
51 91 gctgetttggetgtctecccadJatgtggtggtgoctgaactec
390 430 8 gccctcagccgcccccatcagcccccaccccccagccccca
423 463 0.92 agcccccacctcctectgecdJacaagetggtgtctaggaac

Figura 67: Andlise das alteracdes na funcdo de splicing da alteracdo c¢.289+127T>G
através do  programa de  predicdio  FruitFly  Splice  Site  Prediction,

(http://www fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

A predicao do programa Human Splicing Finder, por sua vez, mostrou que a regiao
onde a alteracdo ¢.289+127T>G se localiza pode ser considerada tanto como uma regiao
doadora quanto receptora de splicing. Quando comparadas as sequéncias normal e mutante,
os sitios denotados 280 e 282 mostraram um aumento de 0,05% e 0,6%, respectivamente,
do sitio ser reconhecido quando na presenca da mutacdo. J4 no sitio denotado 284, o
programa mostrou que ocorreu uma considerdvel diminui¢do de 79,99% (sequéncia

normal) para 53,15% (sequéncia mutante) do sitio de splicing ser reconhecido (Figura 68).
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Sequence Position | Splice site type Motif New splice site //mi Type Mm\Var(loz;lon
280 Acceptor ctcaagtgtgagece ctcaagtgggagcﬁ 69.36 69.39 \ +0.05
282 Donor caagtgtga CARgtggga \ 77.12 77.59 +0.6
284 Donor agtgtgagc AGTgggagc \\7999 53.15

Figura 68: Andlise das alteragdes na funcdo de splicing da alteracdo c.289+127T>G

através do programa de predicdo Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF/).

A previsio in silico do programa ESE Finder 3.0 também identificou a regido onde a

alteracdo c.289+127T>G se localiza, como uma regido tanto doadora quanto receptora de

splicing.

No entanto, na presenca do nucleotideo correspondente a sequéncia mutante G, houve

um aumento sutil no score tanto para o reconhecimento da regido doadora quanto receptora

de splicing (Figura 69).

5SS U2 _human
threshold: 6.67

3SS_U2_human
threshold: 6.632

Position*/Site/Score

Position*/Site/Score

193;

189
i ccacctcagcctcaa@;tgagccaccttt I' . 2l61-:'| 2atcctcccacctcagcctcaag(‘c)gtgagcc £.43480
(-329) i{(-335)}
5SS_U2 human 3SS_U2_human
threshold: 6.67 threshold: 6.632
Position*/Site/Score Position*/Site/Score
199 —|i 193
(-329) ccacctcagcctcaagt agccaccttt |‘ .57 «lC'| (-335) ;atcctcccacctcagcctcaagtagcc 9.21210
-329) e

Figura 69: Anilise efetuada pelo programa ESE Finder 3.0 na presenca da mutacdo
¢.289+127T>G no gene CYP21A2 (http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3).

Ainda utilizando o programa in silico ESE Finder 3.0, a predi¢do em relagcdo a

diferenca entre os tipos de proteinas da familia SR mostrou que tanto na presenca de T

quanto na de G, nenhuma proteina desta familia se ligou, ndo havendo diferenca entre a

sequéncia normal e mutante (Figura 70).
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Normal Mutante

,atcctcccacctcagcctcaagtgtg cacctttggggcatcccecca atcctcccacctcagcctcaagtggg cacctttgggegcatcccocca

Figura 70: Previsao realizada pelo programa ESE finder 3.0 para as proteinas SR, na
presenca da sequéncia normal e mutante do gene CYP2IA2 (c.289+127T>G)
http://rulai.cshl.edu/cgibin/tools/ESE3/esefinder.cgi).

O programa SpliceAid mostrou que apenas a proteina ETR-3 se liga na sequéncia
normal (c.289+127T). Porém, quando ocorre a troca da T para uma G, as proteinas SC35,

hnRNPF, hnRNPH1, hnRNPH?2 passam a se ligar na regido (Figura 71).

Normal Mutante
ETR-3
¥B-1
IAL1 IAL1
5C35

TIA-1 TIA-1

ccucaaﬂugagccacéuuugg ccucaaguyggagccaccuuuggy
|20 |30 120 |30

hnRNP F
hnRNP F
hnRNP H1
hnRNP HI1
hnRNP H1
hnRNP H2
hnRNP H2

Figura 71: Andlise do programa SpliceAid mostra a diferentes proteinas que se ligam tanto

na sequéncia normal quanto na sequéncia mutante do gene CYP21A2.
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Esta tltima predi¢do realizada pelo programa SpliceAid, juntamente com a predicao
dos programas Human Splicing Finder e ESE Finder 3.0, estimularam o inicio da
investigacdo dos efeitos da alteracdo ¢.289+127T>G no processamento do RNA.

Assim, a partir dos resultados dos estudos in silico, foi realizada uma estratégia de
estudo baseada na construcdo de um minigene abrangendo um fragmento composto por
parte do intron 1, exon 2, o intron 2, exon 3 e parte do intron 3 do gene CYP2IA2, normal e
mutante. Posteriormente, estes minigenes foram inseridos entre os exons 2 e 3 (a2 e a3) do

gene HBA I, no vetor pcDNA3+ modificado (Figura 72).

gene HBA1I (al, a2 e a3)

ATG TAA

vetor ﬁcDNA3+

vetor ﬁcDNA3+

Exon 2 e 3 do gene CYP21A2

Figura 72: A figura mostra o esquema da constru¢dao dos minigenes para o estudo da

mutagdo ¢.289+127T>G.

Depois da transcricio do minigene contendo a sequéncia normal e a sequéncia
portadora da alteracdo, foi feita a técnica de RT-PCR com os transcritos extraidos das
células HEK-293, e em seguida os RNAs foram sintetizados em cDNA.

Dessa maneira, os produtos da PCRs dos cDNAs dos minigenes controle e mutante
mostraram o mesmo padrdo de bandeamento em gel de agarose indicando a presenca de
duas variantes de splicing, porém com intensidades de bandas bastante diferentes. O
transcrito de tamanho maior de 363 pb corresponde a presenca do exon 2 do gene da alfa
globulina, exon 3 do gene CYP21A2 e exon 3 do gene alfa globulina. J4 a banda de menor
tamanho (217 pb) corresponde a presenca do exon 2 e 3 da alfa globulina, tamanho

equivalente a auséncia do exon 2 e 3 do gene CYP21A2 (exon skipping) (Figura 73 e 74).
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363 pb

400 pb
300 pb

200 pb —

217 pb

Figura 73: Mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose onde L. é o marcador de

peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega), C € o minigene controle, e P € o minigene
contendo a mutacdo ¢.289+127T>G, e a direita encontra-se a representacio esquemadtica

dos minigenes relativos a cada fragmento.

Através do resultado da RT-PCR em gel de agarose também foi possivel observar
que o transcrito correspondente ao fragmento completo (selvagem) formado por: exon 2
alfa globulina + exons 2 e 3 CYP21A2 + exon 3 alfa globulina, que totaliza um tamanho de
363 pb, € visivel no gel de agarose com uma intensidade muito sutil. Assim, este fato indica
que o minigene selvagem € produzido, porém ndo deve ser o transcrito predominante.

Dessa maneira, a partir do padrao de fragmentos mostrado na figura 66, foi possivel
verificar através do sequenciamento automatico que tanto o minigene controle quanto o
mutante geraram dois transcritos. O sequenciamento desses fragmentos no minigene
mutante mostrou que o maior correspondia ao skipping do exon 2 € o menor correspondia
ao skipping dos exons 2 e 3 do gene CYP21A2 (variantes de splicing). Entretanto, para esta
mutacao ndo foi possivel realizar o sequenciamento para os fragmentos referentes ao tipo
selvagem, uma vez que ndo apresentaram quantidades suficientes para prosseguir com o

sequenciamento (Figura 74).
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Figura 74: Partes dos eletroferogramas obtidos nos sequenciamentos dos fragmentos
relativos aos minigenes. A) Fragmento de 373 pb contendo o final do exon 2 do gene
HBAI, o exon 3 do gene CYP21A2 e o exon 3 do gene HBA 1, evidenciando a junc¢do exon-
exon. Do lado esquerdo esta o exon 3 do gene CYP21A2 e, do direito, o exon 3 do gene
HBAI. B) Fragmento de 218 pb correspondente ao final do exon 2 e o exon 3 do gene
HBA1, onde € possivel observar o skipping do exon 3 do gene CYP21A2. Do lado esquerdo

estd o exon 2 do gene da e do direito o exon 3 do gene HBAI.

Esses resultados sugerem que talvez a presenga da mutagdo ¢.289+127T>G no gene
CYP21A2, poderd acarretar em um desbalanceamento da quantidade dos transcritos
produzidos, ou possa ocorrer o skipping do exon 3 quando na presenca desta alteracdo

(Figura 75).
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Figura 75: Em A) o esquema mostra o gene CYP2/A2 normal assim como o splicing

correto deste gene. B) o esquema representa o skipping do exon 3 do gene CYP21A2.

7.2.Discussao ¢c.289+127T>G gene CYP21A2

A andlise pelo programa de predicdo in silico ESE Finder mostrou que tanto na
sequéncia normal quanto mutante ndo houve o reconhecimento por nenhuma proteina
envolvida no processo de splicing. No entanto, o programa SpliceAid sugere que na
presenca do nucleotideo normal T, a proteina ETR-3 se liga a esta sequéncia. Tem sido
demonstrado que a proteina ETR-3 estd envolvida na regulagcdo do processo de splicing, na
edicdo e traducgdo e, portanto, provavelmente desempenha um papel importante na geracao
de diversidade do proteoma (IAKOVA et al., 2004; ANDRE e COOPER, 2005).

Na presenca do nucleotideo mutante G, o programa SpliceAid indicou a criacdo de
um local de ligacdo para uma proteina pertencente a familia SR, a SRSF2, além da ligacao
com muitas proteinas da familia hnRNP, as quais atuam como repressores de splicing, e
assim influenciam os eventos de splicing constitutivos e alternativos em todo o genoma
(BUSCH e HERTEL, 2012; WANG e BURGE, 2008).

Estas andlises sugerem que a alteragcdo ¢.289+127T>G crie um sitio favoravel para o
recrutamento de muitas proteinas da familia hnRNP, o que implicaria na repressao de sitios
de splicing alternativos.

Através dos resultados obtidos pela técnica de PCR dos cDNAs dos minigenes
controle e mutante, foi possivel observar que ambos produziram o mesmo padrio de
bandas, porém a intensidades das bandas correspondentes as variantes de splicing
encontram-se bastante diferentes. Sendo assim, foi realizada uma andlise para quantificar a
intensidade das bandas obtidas através da RT-PCR utilizando o software de livre acesso

ImageJ (http://ImageJ.nih.gov/ij/) (Figura 76).
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Figura 76: A) Gel de agarose mostrando o resultado da PCR do cDNA, onde L — marcador
de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega); C - minigene controle em triplicata,
sendo 3 transfeccdes independentes e P - minigene mutante em triplicata, sendo 3
transfecgdes independentes. B) Gréfico com as intensidades das bandas obtidas através da
PCR do cDNA, tanto no controle quanto no mutante, na presenca da mutacdo

¢.289+127T>G no gene CYP21A2.

E importante ressaltar que o grafico ndo mostra a o padrdo de bandeamento do tipo
selvagem, mostra somente as variantes de splicing 1 e 2. Isso se deve ao fato que a banda
que representa o transcrito selvagem, ndo pdde ser sequenciada uma vez que encontra-se
muito fraca, portanto dificil de quantificar. Ou ainda, pode-se sugerir que de forma
semelhante ao resultado da mutacido c.939+5G>A do gene CYP21A2, também ocorra o
splicing alternativo conhecido como “exons mutuamente exclusivos”. Assim, no minigene
controle, o exon 3 do gene CYP2IA2 foi mantido, e o exon 2 excluido. No entanto, a
presenca da mutacdo ¢.289+127T>G, causa o skipping do exon 3, gerando assim um
fragmento com auséncia dos exons 2 € 3 no transcrito final do gene CYP2IA.

A andlise deste grafico mostra que as variantes de splicing produzidas tanto pelo
minigene controle quanto pelo minigene mutante apresentam intensidades de bandas com
diferencas significativas. Este fato sugere que a presenca da alteracdo c.289+127T>G leva
ao um desbalanceamento da produgdo dos transcritos, os quais sdo produzidos em
quantidades bastante diferentes em relacdo ao minigene controle.

Dessa maneira, embora o minigene controle e mutante produzam as mesmas

variantes de splicing, a propor¢cdo da quantidade produzida desses transcritos pode interferir
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no correto desenvolvimento do individuo, levando a um fen6tipo afetado (PAJARES et al.,
2007).

A alteracdo ¢.289+127T>G foi identificada em heterozigose, em uma crianga que
foi encaminhada para estudo de mutagdes no gene CYP21A2 por apresentar clitoromegalia.
Além dessa variacdo nucleotidica, foi identificada no gendtipo a variagao ¢.605A>G no
exon 5 do gene CYP21A2 que leva a mutacdo p.Ser202Gli. Assim como a ¢.289+127T>G,
a ¢.605A>G ndo se encontra anotada na sequéncia de referéncia para o gene CYP2IA2.
Desta forma seu efeito funcional também devera ser investigado.

Portanto, apesar dos resultados obtidos pelo estudo da mutacdo ¢.289+127T>G nao
se mostrarem totalmente conclusivos, por ndo ter sido possivel confirmar a sequéncia
referente ao transcrito selvagem através do sequenciamento, podemos sugerir que esta
alteracdo possa comprometer o balanceamento da produgdo das variantes de splicing.
Assim, a presenca da alteracdo c¢.289+127T>G pode contribuir para o fenétipo do paciente
em questdo, uma vez que a producdo de todas as variantes de splicing, assim como a
quantidade que estas variantes sdo produzidas durante fases especificas do
desenvolvimento, sdo de extrema importincia para que a expressdao génica e seu controle

fiquem em equilibrio.

8. CONSIDERACOES SOBRE O GENE CYP2IA2

A deficiéncia da enzima 21-hidroxilase € responsavel por aproximadamente 90%
dos casos de Hiperplasia Congénita da Adrenal. Sua incidéncia pode variar de 1:5000 ou
1:15000, dependendo da origem étnica racial (PANG e CLARK, 1993; WITCHEL e
AZZ717Z,2011).

Em um estudo realizado com individuos Norte Americanos, a forma nao classica da
Hiperplasia Congénita da Adrenal, mostrou uma frequéncia de aproximadamente 1 em cada
60 individuos, com prevaléncia menor entre os Afro descendentes em relacdo aos
caucasianos. A forma ndo cldssica também conhecida como forma tardia apresenta um
fendtipo que pode variar desde hirsutismo, baixa estatura até a presenca de genitdlia
ambigua e virilizagdo precoce (THERRELL et al. 1998). Um estudo realizado por Speiser e
colaboradores (1985), mostrou uma maior frequéncia da forma tardia entre hispanicos,
iugoslavos e judeus provenientes da Europa Central e Europa Oriental (Asquenazes)

(TABOAS et al., 2014).
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Entre as mutagdes jad descritas para o gene CYP2IA2, apenas nove foram
encontradas em regides de splicing (Fonte HGMD http://www.hgmd.cf.ac.uk). Dentre essas
alteracdes, somente as alteragdes c.1222-9C>A (KATSUMATA et al., 2010), e ¢.290-
13A/C>G (HIGASHI et al., 1988), foram estudadas quanto ao seu efeito funcional. A
mutacio ¢.290-13A/C>G mostrou prejudicar o mecanismo de splicing normal, produzindo
uma proteina nula ou ineficiente por acionar um sitio de splicing alternativo na posi¢ao
¢.290-19 (HIGASHI et al., 1988). Segundo Katsumata e colaboradores (2010), a mutagdo
c.1222-9C>A cria um sitio aceptor de splicing e inativa totalmente o local auténtico de
splicing no intron 9 do gene CYP21A2, levando a perda total da atividade enzimética.

Com excecdo da c.289+5G>A descrita por nosso grupo e também por outros
(FRIAES et al., 2006), para a qual o estudo de minigenes indicou o skipping do exon 2
(SOARDI, 2008), todas as outras mutacOes localizadas em sitios de splicing do gene
CYP2IA2 nao tiveram o estudo funcional realizado: ¢.202-2A>G (LAJIC e WEDELL,
1996); ¢.290-1G>A (LEE et al., 1998); ¢.290-2A>G (BILLERBECK et al., 2014);
¢.939+1G>C (WEDELL et al., 1993); ¢.939+2T>G (ORDONEZ-SANCHEZ et al., 1998);
e c.1117+1G>A (ROTHBERG et a., 2000).

O estudo de mutagdes em pacientes que apresentam caracteristicas clinicas
sugestivas da deficiéncia de 21-hidroxilase € de extrema importancia ndo s para os casos
mais graves, como a forma perdedora de sal a qual leva a 6bito em poucos dias, e
virilizante simples que sdo geralmente diagnosticadas nos primeiros dias de vida, mas
também nos casos tardios ou de manifestacdes menos evidentes para indicar uma conduta

de tratamento adequada e aconselhamento para a familia.

9. CONSIDERACOES FINAIS

A importancia do correto mecanismo de splicing € evidenciada pelo fato de
aproximadamente 15-30% das mutacdes associadas a doengas serem alteragdes, quer nas
sequéncias consenso dos sitios de splicing, quer nos elementos exonicos e intrénicos auxiliares
(ativadores ou repressores) envolvidos na regulacdo do processo de splicing (BARALLE e
BARALLE, 2005; GENTIEN et al., 2014).

Devido a importancia biolégica do processo de splicing, nos tltimos anos houve um

aumento do nimero de estudos que visam a compreensdo dos mecanismos que controlam
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este processo, assim como as consequéncias biolégicas da producdo de diferentes
transcritos alternativos. Estas andlises tém permitido o desenvolvimento de diversas
metodologias entre as quais se destaca o uso de sistemas de minigenes construidos para a
andlise dos elementos envolvidos neste processo e que permitem mimetizar in vitro a
regulacdo observada in vivo (GARCIA-BLANCO, 2005).

A tecnologia do minigene foi descrita ha 20 anos por Vibe-Pedersen et al. (1984).
Desde entdo, esta técnica foi aperfeicoada e hoje o uso de minigenes hibridos representa
uma abordagem prdtica para a identificacdo de mutacdes que causam splicings aberrantes,
facilitando o estudo de mecanismos de splicings adjacentes, além de possibilitar a
inferéncia sobre a proporcdo relativa produzida por diferentes variantes de splicing
(ANDRE e COOPER, 2005; BARALLE, 2003; BARALLE, LUCASSEN e BURATTI,
2009).

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo principal a constru¢do de minigenes
hibridos para avaliar funcionalmente o efeito das mutacdes ¢.548-44T>G e ¢.278delG (gene
SRD5A2); c.277+2T>G (gene HSD17B3); ¢.939+5G>A e ¢.289+127T>G (gene CYP21A2),
no processo de splicing dos respectivos genes. AlteracOes estas que foram previamente
descritas pelo nosso grupo de pesquisa, e que foram encontradas separadamente em
diferentes individuos analisados, os quais fazem parte de casuisticas consideravelmente
grandes (entre 100 a 200 individuos estudados), com excecao do gene HSD17B3.

Nos ensaios de minigene realizados neste trabalho foi utilizado o vetor pcDNA3+
modificado, a fim de contornar o problema da existéncia de introns grandes (~50 Kb)
presentes nos genes SRD5A2 e HSDI7B3. Os ensaios de minigenes foram realizados
durante um estigio de sete meses, na Faculdade de Medicina da Universidade de
Southampton — Reino Unido, sob a supervisdo da Dr". Diana Baralle. Este vetor pcDNA3+
modificado continha os exons e introns do gene da alfa-globulina (HBAI), uma vez que as
regides exon/intron deste gene contém sitios fortes para o reconhecimento do spliceossomo,
sendo portanto um modelo bastante apropriado para construcdo de minigenes hibridos para
o estudo de mutacOes em regides de splicing ou que interfiram no processo de splicing
acionando sitios alternativos (BARALLE & BARALLE, 2005).

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o sistema de minigene foi

adequado para o estudo, embora os resultados tenham sido mais conclusivos para as
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alteracdes localizadas nas sequéncias consenso de splicing, isto € para as c.278delG no
gene SRD5A2 e c¢.2774+2T>G no gene HSDI7B3. Os resultados das demais alteragdes
sugerem que a transcricdo dos genes em questdo produzam normalmente diferentes
transcritos, mas mediante as trocas nucleotidicas, as proporcdes entres eles se alteram,
podendo assim, afetar a funcdo génica correta em alguma fase crucial do desenvolvimento.

As constru¢des de minigenes sdo uma importante ferramenta para a identificacdo
dos elementos reguladores cis-acting e dos fatores trans-acting que determinam a eficiéncia
e regulam o processo de splicing. A expressdo dos pré-mRNAs em minigenes permite
efetuar uma andlise rdpida do ganho ou perda de fun¢do para os elementos cis-acting e os
fatores trans-acting que afetam a regulacdo do splicing (WHILEY et al., 2014).

Assim, os minigenes podem ser utilizados para: (1) determinar o papel
desempenhado pelos sitios de splicing no reconhecimento exonico; (2) identificar os
elementos exdnicos e intrOnicos que ativam ou reprimem o processo de splicing, (3)
determinar se uma variante alélica tem ou ndo efeito na eficiéncia do splicing, (4) efetuar a
andlise funcional de supostos elementos reguladores do processo de splicing, previamente
identificados por andlise bioinformdtica, (5) identificar elementos necessarios a uma
regulacdo celular especifica, (6) identificar elementos necessdrios na regulacdo do splicing
por fatores trans-acting especificos, e (7) testar se uma mutacdo geneticamente ligada a
uma doenca afeta a eficiéncia do splicing ou causa ativacdo de um local critico de splicing
(ANDRE e COOPER, 2005; WANG e COOPER, 2007; WHILEY et al., 2014).

Deste modo, as mutacdes em regides de splicing relacionadas com doencas
constituem uma base importante para a realizacdo de estudos funcionais que permitam
esclarecer tanto o seu efeito no splicing, como contribuir para o conhecimento dos
mecanismos moleculares basicos envolvidos neste processo de um modo geral (WANG e
COORPER, 2007).

Atualmente, alguns estudos tém sido realizados a fim de se obter ndo s6 o
conhecimento dos mecanismos envolvidos no processo de splicing, mas também propiciar
o desenvolvimento de métodos voltados a terapia de doencas relacionadas com splicing
aberrante (BARALLE, LUCASSEN e BURATTI, 2009).

Porém, para isso € necessdria uma maior compreensdo da ciéncia bdsica dos

mecanismos envolvidos no processo de splicing, assim como sua aplica¢do na investigacao
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diagndstica e terapéutica. Embora ainda muito insipiente, vdrias estratégias ja foram
desenvolvidas para explorar abordagens terapéuticas. Como por exemplo, a tecnologia do
oligonucleotideo antissense (AARTSMA-RUS e OMMEN, VAN, 2007; WHILEY et al.,
2014), a qual ja entrou na fase de ensaio clinico para o tratamento de doencas como a
distrofia muscular de Duchenne ou ainda, o uso de siRNA (do inglés small interfering
RNA), para o tratamento da neovascularizacdo associada a degeneracdes maculares
relacionadas com a idade (http://www. clinicaltrials.gov; BARALLE, LUCASSEN e
BURATTI, 2009).

Dessa maneira, o estudo de mutagdes em regides de splicing é de extrema
importancia para aprimorar o conhecimento sobre o funcionamento e organiza¢do dos
mecanismos de splicing génico, sobre os elementos regulatérios de splicing, assim como
compreender o efeito bioldgico que estas mutagdes causam em regides de splicing, as quais
podem acarretar na producdo de um transcrito andmalo ou nulo, ocasionando em doencas
humanas.

E importante ressaltar também a relevincia do estudo funcional de alteragdes
intronicas, pois muitas vezes passam despercebidas, porém demostram ter grande influéncia
no processo de expressdo génica, principalmente no processo de splicing que é

imprescindivel para organismos eucariotos.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pelo estudo dos minigenes, pode-se sugerir que:

A mutacdo ¢.278delG causa a produ¢do de um sitio doador de splicing alternativo

38 pb antes do final do exon 1 do gene SRD5A2, quando comparado com o controle;

Os minigenes controle e mutante para alteragdo c.548-44T>G, no gene SRD5A2,

produziram trés transcritos:
= Selvagem
= FExon 4 com 112 pb a menos;
= E skipping do exon 4;

A mutacdo ¢.277+2T>G conduz ao skipping do exon 3 no gene HSD17B3,

produzindo um mRNA andémalo ou nulo;

Embora os resultados ndo tenham sido esclarecedores em relagdo a mutagao
¢.939+5G>A no gene CYP21A2, pois nao foi possivel verificar a presenca do
transcrito selvagem no minigene controle e mutante, pode-se sugerir que ocorra o
splicing alternativo “exons mutuamente exclusivos”, ou ainda que possa ocorre o

skipping do exon 7 deste gene.

Apesar de resultados ndo conclusivos, os resultados dos minigenes controle e
mutante para alteracio ¢.289+127T>G sugerem que ambos produzam duas
variantes de splicing, uma com skipping do exon 3 e a outra com o skipping dos

exons 2 e 3, do gene CYP21A2;

A presenca de uma variante de splicing no controle para todas as construcoes

sugere:

= que a variante pode ser expressa naturalmente na célula, e que talvez possa

influenciar na regulacio do transcrito selvagem:;

= que seja um artefato gerado pela escolha do modelo de construcio de

minigene com sitios “fortes” de splicing;
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= A presenca das alteracdes pode causar uma alteracao no equilibrio natural do
splicing, produzindo desta forma somente um dos padrdes de splicing,

resultando em doenca (Faustino & Cooper , 2003);

= Para que ocorra o correto mecanismo de splicing: € necessdria a expressao
de todos os padrdes de splicings alternativos, assim como a quantidade em
que estes sdo produzidos (FAUSTINO & COOPER, 2003;
LEWANDOWSKA, 2013);

* Importancia do estudo de alteracdes em regides intrOnicas, pois nem sempre

sdo neutras e podem causar splicings aberrantes.

e Os resultados indicam que o sistema de minigene foi mais adequado para o estudo
das alteracdes localizadas nas sequéncias consenso de splicing: ¢.278delG no gene

SRD5A2 e c.277+2T>G no gene HSD17B3.

e Os resultados das demais alteracdes sugerem que o sistema de minigene utilizado
ndo foi satisfatério, e assim ndo podemos afirmar os reais efeitos que estas

alteracdes causam no processo de splicing.
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com finalidade de doutorado da aluna Flavia Leme de Calais, referente ao protocolo de
pesquisa supracitado.
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i 3 CAMP, em 26 de agosto de 2014.
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ANEXO 2

e CBINEL

L
UNICaMB

Cidade Universitaria "Zeferino Vaz",
10 de julho de 2014.
ClBio = Declaracdo 07/2014
Identificagio:

Doutorado: Flavia Leme de Calais
Projeto: Efeitos de variagbes intrdnicas em genes de enzimas esteroidogénicas
sobre o processo de splicing

Parecer:
Projeto aprovado pela CIBio/CBEMEG sob ndmero 03/2003.
Coordenador: Profa. Dra. Maricilda Palandi de Mello
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Profa. Dra. Edi Lucia Sartorato
Presidente da CIBio/CBMEG - UNICAMP

USIVERSIDANE ESTADLL DE CAMPIMAS - CEMTRO DE BIOLOCES WOLECLLAR E EnGEMHS, GEMETICS
CiEADE UnERST AR, “TEFER PN val™ - BaRAD GERAALDO, CXF - &0nd - SEP s £78 . CAlP ihs - 2P - BRASE
PO | S5-0un 18 8 04T, S8 1 050 ou 3521130 - Fio: (S8-te i) ETRE 1088
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ANEXO 3

Tabela: Resumo dos resultados obtidos para cada alteraciao estudada.

Mutacao o o ~
Gene estudada Localizacao Fenotipo Conclusoes
Trés transcritos:
Hipospadia Selvagem ; Exon 4
c.548-44T>G Intron 3 Ipospactia, com 112 pba
criptorquidia .
menos; E skipping
do exon 4
SRD5A2
Producio sitio
Genitdlia ambigua | doador de splicing
C(Zgggls? Exon 1 micropénis, alternativo 38 pb
p- hipospadia antes do final do
exon 1
Skipping do exon 3,
c.277+2T>G . . .
HSDI7B3 | (e27744AST) Intron 3 Hiperandrogenismo produznido um
mRNA andmalo ou
nulo
289+ 127T>G Dois transcritos:
C.287+ > Intron 2 Clitoromegalia Auséncia do exon 2
(p-S202G) ..
e skipping do exon 3
CYP2IA2 Selvagem nao foi
produzido: exons
C'93?:"5 G>A Pubarca precoce mutuamente
(regiio 5’ e Intron 7 lusi
intron 2) exclusivos.
Auséncia do exon 8
skipping do exon 7
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