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RESUMO



A expressdo do gene SRY (Sex Determining Region in chromosome Y) é responsavel
por desencadear a determinacdo testicular durante o desenvolvimento embrionério, a partir das
gonadas ainda indiferenciadas. Mutagdes nesse gene sdo encontradas em muitos casos de
anomalias do desenvolvimento gonadal. O projeto teve por objetivo principal a andlise
funcional do efeito de uma mutagdo na regido promotora do gene SRY, sendo que essa mutacio
consiste em uma delecdo de 3 pares de base em um dos sitios consenso de ligagdo do fator de
transcri¢do Spl ao promotor do gene. O portador dessa muta¢ao € um individuo com disgenesia
gonadal pura 46,XY, sendo que outros membros da familia apresentavam ambiguidade genital
e o0 pai, também portador da mutacdo, possuia grave hipospadia ao nascimento.

Para tentar esclarecer os efeitos desta mutagdo nos mecanismos moleculares de
regulacdo da expressdo do gene SRY, este trabalho primeiramente analisou a interacdo da
proteina Sp1 com os sitios localizados na regido promotora de SRY e o efeito da mutag¢do nesta
interacdo, através de ensaios de EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay). Concluiu-se que
os sitios SplA e SplB se ligam a duas moléculas de Spl e que a mutacdo no SplA
praticamente abole esta ligacao. Possivelmente a auséncia dessa ligacdo impediu a formacao de
um complexo de transcri¢do, causando uma diminuicao na expressdao do gene SRY e levando a
auséncia de formacao dos testiculos e reversdao sexual completa na paciente. Complementando,
foi analisado o efeito dessa mutacdo na expressdo através de ensaio de expressdo com gene
repérter, no qual o promotor normal se mostrou em média duas vezes mais eficiente na ativacdo
da expressdo da luciferase que o promotor mutante. Entretanto, mais experimentos de
transfeccdo, inclusive com outras linhagens celulares, devem ser realizados para confirmagao
desse resultado.

Além disso, foi analisado o efeito de uma nova mutagdo (localizada na regido
codificante do gene SRY) na ligacdo da proteina SRY com o DNA, através de ensaios de
EMSA. Concluiu-se que a mutacdo E89K, associada com disgenesia gonadal pura 46,XY,
reduziu em alto nivel a atividade de ligagdo in vitro da proteina SRY mutante ao DNA, o que
representa um forte indicio de que atividade reduzida da proteina mutante ndo foi suficiente
para desencadear o processo de determinacgdo testicular. Paralelamente, foi feito o rastreamento
de mutacdes no gene SRY e sua regido promotora em novos casos de disgenesia gonadal, ndo

tendo sido encontradas, porém, alteracdes nos pacientes analisados.
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ABSTRACT



The SRY (Sex Determining Region in chromosome Y) gene expression is
responsible for testicular determination during embrionary development. Mutations in SRY
are found in many cases of anomalies of gonadal development. This project analyzed the
functional effect of a mutation in SRY promoter region; the mutation is a 3-bp deletion in a
consensus binding site for Spl transcription factor. The patient presented 46,XY pure
gonadal dysgenesis, and a family history of relatives with different levels of genital
ambiguity. Her father shares the same mutation in the SRY promoter region.

In order to investigate the effects of the mutation upon the molecular mechanisms
that regulate SRY gene expression, the interaction of the Spl transcription factor with
normal and mutant binding sites was analyzed by EMSA (Electrophoretic Mobility Shift
Assay). Each of SplA and Sp1B normal sites binds to a single Sp1 molecule, whereas the
3-bp deletion in Sp1A abolishs the binding to this site. Probably, the lack of Sp1 binding to
the Sp1A site prevented the formation of a stable transcription complex, reducing the level
of SRY expression and leading to the absence of testicles and complete sex reversal in the
patient. Parallely, the effect of the mutation was analyzed by a reporter gene assay,
indicating that the normal promoter is almost two times more efficient than the mutant
promoter in the activation of luciferase gene expression using HeLa cells. However, further
transfection experiments with other cell lineages must be performed to confirm this result.

In addition, the effect of a new mutation (E89K, located in the SRY gene coding
region) was analyzed by testing the ability of the SRY mutant protein to bind its DNA
consensus sequence. EMSA assays revealed that the E89K mutation, which is associated
with 46,XY pure gonadal dysgenesis, strongtly reduced the SRY protein binding activity in
vitro. This result is a strong evidence that the reduced activity of SRY mutant protein was
not sufficient to trigger the testicular determination in the patient, leading to the pure
gonadal dysgenesis phenotype.

Screening of mutations in the SRY gene coding and promoter regions was also
performed in six diferent patients with 46,XY gonadal dysgenesis. However, other

mutations have not been identified.
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1. DETERMINACAO E DIFERENCIACAO SEXUAL

Nos mamiferos a determinacdo do sexo € estabelecida no momento da fertilizagao
através da heranca de um cromossomo X ou Y paterno. O cariétipo 46,XY corresponde ao
sexo masculino, enquanto o cariétipo 46,XX corresponde ao sexo feminino. Apesar do sexo
cromossdmico ja estar definido no zigoto, o dimorfismo sexual ndo é observado em
embrides humanos com menos de 7 semanas. A partir dai, as gonadas diferenciam-se em
testiculos nos embrides portadores do cromossomo Y ou em ovarios na auséncia deste (Jost
etal., 1973).

O evento principal na determinacdo sexual € a especializacdo das gonadas, sendo
que as demais diferencas entre os sexos sdo efeitos secundérios devidos a hormonios
produzidos por elas. Sendo assim, a expressdo “determinag¢do sexual” ¢ utilizada para
definir a soma dos processos de determinacdo do sexo genético e diferenciacdo das
gbonadas, enquanto que “diferenciacdo sexual” refere-se as ac¢des hormonais especificas
subsequentes a determinagdo que levam ao fenotipo sexual de cada individuo (Goodfellow
& Darling, 1988), contribuindo para o desenvolvimento dos genitais externos e internos e
para o amadurecimento sexual na puberdade. No modelo cldssico da determinacao sexual, é
afirmado que no primeiro estigio do desenvolvimento sexual (determinacdo sexual
primdria), o sexo € definido pela presenca (nos homens) ou auséncia (nas mulheres) de um
fator genético presente no cromossomo Y, denominado TDF (Testis Determining Factor),
que atuando na gonada indiferenciada leva ao seu desenvolvimento em testiculo (Jost et al.,
1973). Apos quase duas décadas de estudo e continuos refinamentos no mapeamento do
cromossomo Y em pacientes com reversdo sexual (homens XX ou mulheres XY), chegou-
se ao resultado de que o TDF seria o gene SRY (Sex determining Region on the Y
chromosome) (Berta et al., 1990; Sinclair et al., 1990).

A funcdo principal da proteina SRY € acionar na gébnada primordial a diferenciacio
das células de Sertoli, que é um dos primeiros indicios morfolégicos da diferenciacdo

sexual masculina (Figura 1).
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Figura 1. Visdo geral da diferenciacdo gonadal. As gonadas se desenvolvem a partir de

estruturas embriondrias denominadas cristas urogenitais. Sob a influéncia de

SRY, as cristas urogenitais masculinas se diferenciam em testiculos, que contém

corddes transversais constituidos por diferentes tipos celulares, incluindo as

células de Sertoli, células germinativas e células midides peritubulares. Entre

esses corddes, no intersticio, outros tipos celulares, como as células de Leydig,

sdo encontrados. Se o SRY ndo esta presente, ou ndo atua corretamente, as cristas

urogenitais comecam a se diferenciar em ovarios, nos quais as células

germinativas sdo rodeadas por células da granulosa para formar os foliculos, que

sdo rodeados por células intersticiais, como as células da teca. Modificado de

Koopman, 2009.

As células de Sertoli produzem o hormonio anti-mulleriano (HAM), que induz a

regressdao dos dutos de Muller (dutos femininos). Por sua vez, as células de Leydig (que

aparecem apds uma semana do inicio da determinacio) produzem a testosterona, que induz
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a estabilizacdo dos dutos de Wolff (dutos masculinos), que dao origem a maior parte da

genitdlia masculina interna (epididimo, canal deferente, vesicula seminal e duto

ejaculatdrio) (Figura 2).
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Figura 2. Formacdo dos genitais internos, a partir da diferenciacdo gonadal. Modificado do

site www.uh.edu/~tgill2

A testosterona é subsequentemente convertida em diidrotestosterona, forma mais

potente que viriliza os genitais externos (pénis e bolsa escrotal) (Figura 3).
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Figura 3. Formacdo dos genitais externos, a partir da diferenciacdo gonadal. Modificado do

site www.uh.edu/~tgill2

Portanto, a diferenciacdo

sexual masculina propriamente dita,

z

isto € a

masculinizacdo dos primérdios dos genitais internos € externos, tem inicio a partir da
producdo de hormodnios androgénicos pelas células de Leydig entre a oitava e a nona
semana de gestacdo (Figura 4); segundo este modelo, na auséncia dos hormonios
testiculares desenvolve-se o fendtipo feminino (Moore, 1978; Grumbach, 1960; Josso,

1992).
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Figura 4. Quadro sintese da diferenciacdo sexual masculina, desencadeada pelos

hormoOnios testiculares.

Atualmente vém sendo propostos novos modelos para a determinagdo e
diferenciagdo sexual. Num modelo proposto por Blecher & Erickson (2007), ha véarios
pontos divergentes do modelo original. Inicialmente, eles afirmam que o dimorfismo sexual
ocorre antes do que o previamente estipulado, e precede o desenvolvimento das gdnadas.
Esse dado € apoiado por diversos trabalhos, que encontraram padrdes de expressdao génica
muito diferentes entre gonadas ainda indiferenciadas de embrides de camundongos machos
e fémeas (Beverdam & Coopman 2005). Além disso, é refutado o conceito de que os
fatores de determinagdo sexual estdo envolvidos somente no destino da godnada, sendo
proposta uma influéncia sobre a diferenciacdo sexual secunddria, inclusive em 6rgaos néo-
sexuais (Blecher & Erickson, 2007).

O principal ponto de divergéncia entre 0 modelo original de Jost € 0 novo modelo
proposto por Blecher & Erickson, ¢ que o modelo atual refuta o conceito do
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desenvolvimento feminino ocorrer by default, e afirma que devem haver mecanismos
masculinos (ligados ao cromossomo Y) e femininos (ligados aos dois cromossomo X) de
determinagao sexual. Cederroth e colaboradores (2007) afirmam que € evidente que o
desenvolvimento ovariano é um processo ativo, que envolve a interacdo de multiplas
cascatas de sinalizacdo. Foram identificados alguns genes ligados ao desenvolvimento dos
ovdérios, como o Wnt4 e o Foxl/2, mas ainda hd divergéncias sobre qual seria o determinante
feminino. A inativagdo dos genes Wnt4 e Foxl2 produz diferenciacdo testicular em
camundongos XX, o que sugere que esses genes sdo requeridos para iniciar ou manter os
aspectos principais da diferenciacdo sexual feminina (Ottolenghi et al., 2007). Desse modo,
eles constituem fortes candidatos a fatores da determina¢@o sexual feminina, assim como o

SRY € o fator preponderante da masculina.

2. 0 GENE E A PROTEINA SRY

O gene SRY, localizado no brago curto do cromossomo Y (Vergnaud et al., 1986;
Berta et al., 1990; Koopman et al., 1991), € o responsavel pelo desencadeamento do
desenvolvimento testicular (Berta et al., 1990). A proteina codificada pelo SRY exibe alta
similaridade com a proteina Mc, necessdria para a fissdo de leveduras, e com proteinas
nucleares ndo histonicas HMG1 e HMG2 (High Mobility Group 1 e 2) que, ligando-se ao
DNA, atuam como fatores de regulacdo da transcricdo (Sinclair et al., 1990). O gene
consiste de um unico éxon e codifica uma proteina de 204 aminodcidos, sendo que 79
residuos formam o dominio altamente conservado HMG-Box, que caracteriza a proteina
SRY como um fator de transcri¢ao, com capacidade de ligacdo (Figura 5) ao DNA (Behlke
et al., 1993; Giese et al., 1994; Harley et al., 1992; Su & Lau, 1993).
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Figura 5. Abordagem computacional da proteina SRY ligada ao DNA. As regides amino-
terminal (cinza escuro), HMG-Box (cinza claro) e carboxi-terminal (cinza médio)
sdo observadas. As regides carboxi-terminal e HMG-Box interagem com a

estrutura de uma molécula de DNA (seta branca) (Sanchez-Moreno et al., 2009)

Um estudo recente propde uma hipotese para a origem do gene SRY humano.
Segundo esta hipotese, o SRY seria um gene hibrido, gerado pela inser¢dao de uma parte do
gene DGCRS upstream ao HMG-Box do gene SOX3. Essa sequéncia inserida teria
constituido um elemento regulador e também complementado a sequéncia codificante,
formando assim o gene SRY humano. A evolugdo e especializacdo do gene SRY humano
como gene da determinagdo sexual foi dessa forma alcancada por um ganho de fungdo,
desenvolvido pela mudanga das sequéncias-alvo e da afinidade de ligacio ao DNA da
proteina SRY (Sato et al., 2009).

Algumas mutacdes dentro do dominio HMG-Box estdo associadas com reversdao do
sexo fenotipico em individuos 46,XY e diminuem a capacidade de ligacdo da proteina SRY
ao DNA (Harley et al., 1992; Assumpgao et al., 2002). Com a intensificacdo dos estudos,
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descobriu-se que este dominio ndo somente permite a ligacdo ao DNA, mas também induz
neste um dobramento (Ferrari et al., 1992; Giese et al., 1992) (Figura 6). Isto sugere que
esta proteina possa atuar influenciando a estrutura da cromatina e regulando a expressao
génica através da justaposicdo de sitios distantes na hélice de DNA. A importincia desse
dobramento para a fun¢do da SRY foi comprovada pelo achado de mutacdes que ndo
afetam a capacidade de liga¢do da proteina ao DNA, mas alteram o angulo de dobramento

que ela induz (Pontiggia et al., 1994).

Figura 6. Modelo da estrutura resolvida por RMN da HMG-Box de SRY ligada ao DNA. A
estrutura mostra as 3 a-hélices do dominio HMG e sua conformagdo em L, se
ligando ao sulco menor do DNA, causando dobramento e relaxamento da cadeia.

(Harley et al., 2003)

E mais provdvel que os eventos de ligacdo e dobramento do DNA ocorram em duas
etapas separadas. A deformagdo do DNA parece ter também um papel importante na
especificidade da ligacdo da proteina SRY ao DNA alvo, ja que a deformacdo que ocorre
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no DNA nos primeiros estdgios da aproximacdo da proteina é uma maneira ideal de
indiretamente testar a sequéncia de bases da sequéncia-alvo no DNA (Bouvier & Lavery,
2009).

Além das sequéncias de ligagdo hd dois sitios de sinalizacdo nuclear independentes
nas extremidades do HMG-Box (Poulat et al., 1995; Sudbeck & Scherer, 1997). Mutacdes
na por¢ao C-terminal do dominio HMG comprovadamente afetam a localizacio nuclear da
proteina SRY, apesar de ndo alterarem sua capacidade de se ligar ao DNA e/ou dobré-lo (Li
et al., 2001). Entretanto, foi afirmado por Sdnchez-Moreno e colaboradores (2008) que a
proteina SRY inteira é necesséria para a ligacdo completa ao DNA e, que os dominios N e
C-terminal sdo essenciais, sendo que, inclusive, apresentam capacidade de ligacdo ao DNA
mesmo sem o dominio HMG-Box. Em recente trabalho (Sanchez-Moreno et al., 2009), o
mesmo grupo de pesquisa demonstra, através de andlises funcionais e in silico de uma
mutacdo no dominio C-terminal na proteina SRY, que a regido carboxi-terminal da proteina
¢ importante para a atividade de ligacdo e também interage com o DNA.

As modificacdes pds-traducionais sdo importantes para a fun¢do da proteina SRY,
J4 que a fosforilacdo dos fatores de transcricdo em geral pode afetar sua localizag¢do nuclear,
sua capacidade de ligagdo ao DNA ou sua capacidade de trans-ativagdo. Na por¢cao N-
terminal da proteina SRY estdo localizados residuos de serina que sao fosforilados por
quinases dependentes de c-AMP e, esse processo aumenta a atividade de ligacdo da
proteina ao DNA (Desclozeaux et al., 1998b). Um estudo recente utilizando inibidores de
metiltransferases indica que a metilacdo do DNA € necesséria para a formagdo das células
de Sertoli (Mikuzami et al., 2008). A acetilagdo € outro exemplo de modificagdo para
regular a atividade génica. A proteina SRY interage com a p300 acetilase tanto in vitro
quanto in vivo. Esta interagdo leva a acetilacdo de uma Lisina (K136), o que modifica a
sublocalizacdo nuclear da proteina (Thevenet ef al., 2004).

O balancgo fino entre importagdo e exportacdo nuclear determina os niveis de SRY
transcricionalmente ativo no nucleo; recentemente, evidenciou-se que modificagdes pos-
traducionais na proteina SRY interferem na sua capacidade de transporte nuclear, o que
leva a crer que muitas mutacOes nesse gene em pacientes com desordens do
desenvolvimento sexual podem estar afetando sitios desconhecidos de ubiquitinagdo,
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acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo e outras modificagcdes essenciais para o transporte e
funcdo da proteina (Sim et al., 2008). Uma mutagdo que levou a uma troca de aminodcidos
no sitio de localizagdo nuclear da proteina SRY foi encontrada em uma paciente com
disgenesia gonadal completa 46,XY. Estudos funcionais revelaram que a mutacdo reduziu
em 50% a quantidade de proteina SRY no nucleo das células (Hersmus et al., 2009).

Sugere-se que a SRY, como qualquer proteina do tipo HMG, deva regular a
expressao através de efeitos na arquitetura do DNA, favorecendo a formagao de complexos
regulatérios e propiciando a manuten¢do da estabilidade cinética de tais complexos
(Pontiggia et al., 1994; Ukiyama et al., 2001).

Além dessa funcdo principal na determinagdo sexual, vdrios outros papéis estido
sendo propostos para a proteina SRY. H4 muitas evidéncias que mostram que a expressao
da proteina SRY ocorre no cérebro, rim e glandula adrenal de camundongos e ratos machos
adultos, o que sugere uma atuacdo da proteina no sistema nervoso simpdtico, sistema
renina-angiotensina que controla a pressdo arterial, regulacido dos receptores de andrégenos

e fisiologia da prostata (Ely et al., 2008).
3. SRY E A COMPLEXIDADE DA DETERMINACAO SEXUAL

Apesar do gene SRY ser desencadeador de todo o processo de determinacdo sexual,
a sua expressdo individual ndo consegue determinar a formacdo de gonadas masculinas
normais, como € mostrado em trabalho recente (Ishii et al., 2007). H4 um grande grupo de
evidéncias que indica que a determinacdo e a diferenciacdo sexual sdo processos muito
mais complexos, e que deve haver um nimero ainda indefinido de genes autossdmicos ou
ligados aos cromossomos sexuais que atuam antes (upstream genes) e depois (downstream
genes) da determinacdo testicular, formando uma verdadeira cascata de transcri¢dao
(MacLaughlin & Donahoe, 2004).

Antes da determinacdo sexual mediada pelo SRY, em embrides humanos com 4
semanas de gestacdo se inicia a formagdo das gdnadas bipotentes, mediada principalmente
pelo fator de transcricdio WT1 (Wilms Tumor supressor locus — genel), essencial para o

desenvolvimento renal e gonadal em mamiferos (Pritchard-Jones et al., 1990) e pelo
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receptor nuclear SF-1 (Steroidogenic Factor — 1), essencial para o desenvolvimento adrenal
e gonadal (Luo et al., 1994). O fator SF-1 parece ter papel tanto na diferenciagdo testicular
como na ovariana (Combes et al., 2009).

Além desse importante papel primordial, essas duas proteinas codificadas por genes
autossOmicos ainda estdo diretamente envolvidas na transativacdo da expressdo do gene
SRY (de Santa Barbara er al., 2001 ; Hossain & Saunders, 2001; Schumacher er al., 2008;
Bradford et al., 2009). O co-fator de transcricio CITED?2 interage com o fator WT1 para
estimular a expressao de SF-1, e todos atuam na génada para aumentar a expressdo de SRY
a fim de atingir o limiar para iniciar a determinacdo testicular. A reducdo das dosagens de
WTI1 e SF-1 em gonadas mutantes para o gene CITED2 foi suficiente para produzir
reversdo sexual parcial; dessa forma, uma correlacdo direta pode ser feita entre reversao
sexual e niveis reduzidos de WT1 e SF-1, indicando que o gene SRY € um alvo downstream
da via regulatéria CITED2/WT1/SF1 (Buaas et al., 2009).

ApOs esses eventos upstream, com a transcricdo do gene e a consequente producio
da proteina SRY numa janela temporal restrita, na sexta semana de gestacdo se inicia a
determinagdo sexual masculina. Possivelmente a proteina SRY interage com proteinas
acessorias para modular a expressdo de seus genes alvo e desencadear a determinacdo
testicular, como € demonstrado por Polanco e colaboradores (2009), que através de andlise
funcional chegaram a conclusdo que a proteina KRAB-O (Kruppel Associated Box Only)
pode mediar a funcdo de SRY.

Durante muito tempo ndo ficou clara qual era a forma de atuacdo, os alvos e os
genes downstream a expressao de SRY na cascata de transcricdo, € como era promovida a
diferenciacdo das células de Sertoli. Recentemente, uma andlise bioinformdtica e
experimental (Jin et al., 2007) identificou regides promotoras alvo potenciais da proteina
SRY, mostrando também uma forte correlagdo dessas regides com sitios alvo do fator de
transcricdo OCT4; esse dado sugere uma possivel atuagdo conjunta na regulacdo da
transcricdo génica.

Por outro lado, o gene SOX9 (SRY-related high-mobility group HMG-Box 9) é
atualmente reconhecido como o principal alvo da agcdo de SRY e principal efetor
dowstream desta cascata, promovendo a formacdo das células de Sertoli, que através do
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hormoénio anti-mulleriano causam a regressdo dos dutos de Muller e assim possibilitam a
diferenciacdo masculina. O fator SOX9 se mostrou capaz de induzir diferenciacdo
masculina quando expresso em gonadas XX de camundongos transgénicos mesmo na
auséncia de SRY (Vidal et al., 2001). Outro exemplo da a¢ado efetora de SOX9 € a expressao
aumentada desse gene encontrada em homens XX e SRY-negativos (Kojima et al., 2008).

Se o SRY estd ausente ou € expresso fora da janela temporal especifica, o gene
SOX9 ¢ silenciado e o desenvolvimento ovariano prevalece (Sekido & Lovell-Badge,
2008a). O modelo mais recente proposto afirma que a expressdo de SOX9 depende da acdo
sinérgica das proteinas SRY e SF1 em um enhancer de expressio do gene SOX9. Quando a
expressdo de SRY cessa, o fator SOX9 juntamente com o fator SFI se liga ao enhancer
ajudando a manter sua propria expressao, numa via de feedback positivo (Sekido & Lovell-
Badge, 2008b).

Uma revisdo dos ultimos dados da literatura (Koopman, 2009), propde a seguinte
série de eventos. A partir da expressdo de SRY nas células precursoras, a expressdo de
SOX9 ¢ ativada. Através de um mecanismo de auto-regulacdo de feedback positivo, o
SOXO9 ¢€ capaz de estimular e manter a sua propria expressao, além de ativar a transcri¢ao
do gene PGDS, resultando na secre¢do de prostaglandina D2. Essa proteina é capaz de
promover a expressdo de SOX9, mesmo nas células em que a expressdo do gene SRY foi
baixa ou inexistente. Esse € s6 um dos exemplos dos diversos mecanismos de sinaliza¢ao
celular que participam do desenvolvimento gonadal, revisados em diversos trabalhos (Cool
& Capel, 2009).

A proteina SOX9, além de principal efetor da determinacdo testicular, possui
aparentemente também o papel de antagonista do desenvolvimento ovariano, suprimindo
ativamente a expressdo do gene FOXL2. Em um estudo com imunofluorescéncia em
ovotestis (gonadas mistas) em desenvolvimento, foi observado que células individuais
precursoras das gonadas podem expressar SOX9 ou FOXL2, mas ndo os dois juntos,
configurando assim um antagonismo (Wilhelm et al., 2009) .

A proteina SRY s6 desencadeia a determinacdo das gbnadas em testiculo sob
condi¢des especificas. Primeiramente, a acdo dessa proteina é dosagem dependente, ou
seja, um limiar de proteina no local de atuacdo € necessdrio para que ela comece a exercer
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sua funcdo (Assumpciao et al., 2005); dessa forma, a producdo de niveis suficientes e a
importacdo adequada dessa proteina e de outros fatores de transcri¢do para o nudcleo sio
essenciais para manter os niveis funcionais adequados desses fatores. Hanover e
colaboradores (2009) afirmam que defeitos na importagcdo nuclear mediada por calmodulina
dos fatores de transcricdo SRY e SOX9 levam a distdrbios de reversio sexual e
desenvolvimento testicular anormal. Outro fator preponderante é a expressdo do gene SRY
durante a janela temporal correta do desenvolvimento, uma vez que esse espago de tempo é
muito restrito, consistindo de aproximadamente 6 horas em camundongos; se a expressiao
de SRY atrasa em apenas 1 hora, a ativacao do gene SOX9 ndo é mantida, resultando em
desenvolvimento de ovério (Hiramatsu et al., 2009). Dessa forma, a expressdo em
quantidades suficientes da proteina SRY, durante a janela temporal oportuna, é
fundamental para a diferenciacao testicular normal, e qualquer anomalia nessa expressao €
suficiente para causar uma reversdo sexual (Wilhelm er al., 2009). Possivelmente muitos
pacientes com disgenesia gonadal 46,XY idiopética, com a sequéncia do gene SRY normal,
possuem mutacdes ainda ndo descritas que afetam o timing ou entdo os niveis de expressao
de SRY, deixando a estrutura da proteina intacta mas prejudicando sua atuagdo. As
condi¢des nutricionais em que ocorre o desenvolvimento constituem outro fator que pode
influenciar na determinacio testicular. Foi demonstrado que a manuten¢do da expressao de
SOX9 s6 ocorre sob condi¢des nutricionais adequadas, com altos niveis de glicose (Matoba
et al., 2008).

Apos esses eventos iniciais da determinagdo sexual, com a expressdo de SRY e
SOX9, ocorre a ativacdo e repressdo de muitos outros genes, em uma intrincada rede
génica, que vem sendo desvendada gradativamente, principalmente por estudos de
expressao génica utilizando técnicas de microarray (Beverdam & Coopman 2006; Cory et
al., 2007; Bouma et al., 2007). Muitos eventos durante o desenvolvimento envolvem nio sé
o controle da transcri¢do, mas também alteracdes pds-transcricionais, como o controle da
traducao e degradacao do mRNA codificador da proteina SRY (Bernard & Harley, 2007).

Utilizando uma abordagem protedmica e transcriptomica, Sato e colaboradores
(2009) compararam os niveis de sintese protéica e padrdoes de expressdo génica em
linhagens de células NT2-D1 (derivadas de carcinoma testicular de embrides humanos)
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com niveis de expressdo do gene SRY aumentados. A andlise protedmica revelou que a
super-expressao da proteina SRY aumentou a expressdao de proteinas como a ERp19, de
ligacdo a laminina, ¢ a a-enolase. Essas proteinas estdo envolvidas na formacgdo de
microtiibulos e na utilizacdo de energia por células em divisdo, tendo um papel importante
na diferenciagdo e proliferacdo das células de Sertoli. Por outro lado, a super-expressao de
SRY diminuiu a expressdo de proteinas da classe das chaperonas, envolvidas em
modificagdes pds-traducionais como a formacao de pontes dissulfeto e o dobramento de
proteinas. A andlise transcriptomica revelou que a proteina SRY super-expressa causou um
aumento na expressdo de genes relacionados a proteinas zinc-finger, com fungao de fatores
de transcri¢do. Possivelmente esses fatores sdo alvos da proteina SRY, que atua regulando a
divisdo e diferenciacdo celulares através da interacdo com esses fatores.

Em um levantamento protedmico global realizado com gbénadas de camundongos
exatamente durante a determinacdo sexual, 1037 produtos génicos foram identificados a
partir de 620 peptideos. A classificacdo funcional e a construcdo da rede bioldgica de
interacOes sugerem que a maioria das proteinas identificadas atuam nas modificagdes pos-
transcricionais e transporte do RNA, sintese protéica, dobramento e outras modificagcdes
pos-traducionais. Foram revelados novos reguladores potenciais do desenvolvimento e
determinacdo gonadal, além de 60 proteinas com potencial relacio com distirbios do
desenvolvimento sexual no homem. Essa forma de comparacdo em larga escala da
expressdo de proteinas entre gonadas de ambos os sexos, ou entre gdnadas em estagios
diferentes do desenvolvimento constitui uma forma importante de identificar novas
proteinas e genes envolvidos em eventos sexo ou estagio-especificos da diferenciacdo
gonadal (Ewen et al., 2009).

Enfim, esse e outros trabalhos ilustram que muitos fatores podem influenciar na
determina¢do e diferenciacdo sexual, que para ocorrer de forma correta depende de um
equilibrio preciso entre expressdo e repressdo de uma intrincada rede génica (Figura 7).
Existe uma janela de vulnerabilidade que envolve principalmente os eventos anteriores a
determina¢do gonadal, sendo que até fatores ambientais podem exercer influéncia nesses

processos (Koopman, 2009).
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Figura 7. Modelo simplificado da “cascata” de genes envolvidos na determinacao do sexo,
e patologias decorrentes de distirbios no processo de determinacdo e

diferenciagdo gonadal (de Mello et al., 2005).

4. DISGENESIA GONADAL 46,XY E SRY

Como todos os genes, o gene SRY esta sujeito a mutagdes, mas como esta localizado
no cromossomo Y, ndo dispde dos mecanismos de reparo de genes autossdmicos, que
possuem uma outra copia no cromossomo homoélogo. Diversas mutacdes no SRY ja foram
identificadas em humanos, em casos de disgenesia gonadal 46,XY e reversao sexual. Essas
mutagdes afetam tipicamente a estrutura da proteina SRY e sua capacidade de determinar o
desenvolvimento testicular (Koopman, 2009).

A denominagdo “disgenesia gonadal 46,XY” refere-se a um grupo de anomalias nas

quais existe um defeito na determinagdo testicular. A DG Pura 46,XY caracteriza-se por um
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fenétipo feminino e auséncia de tecido testicular. Os pacientes apresentam goénadas em
forma de fita, constituidas de tecido fibroso, e estdo presentes o utero, as tubas uterinas e a
vagina, sendo que a genitdlia externa € feminina. Em geral o diagndstico € feito na época da
puberdade devido a amenorréia primaria e a falta de aparecimento dos caracteres sexuais
secunddrios. Na auséncia de determinacdo testicular as gbénadas de mulheres 46,XY
chegam a se desenvolver em ovdrios, mas sofrem degeneracdo devido a falta de um
segundo cromossomo X, em processo semelhante ao que ocorre nas pacientes com
sindrome de Turner (45,X) (Berkovitz et al., 1991).

Considerando os casos de disgenesia gonadal 46,XY em geral, as mutacdes no gene
SRY sdo responsdveis por cerca 20% dos casos; além disso, o SRY estd presente em cerca de
20% dos homens com caridtipo 46,XX. At€é o momento, foram descritas 68 mutacdes
(Cooper et al., 2007) na ORF do SRY (Shahid et al., 2004; Kellermayer et al., 2005; Zhou
et al., 2005). A grande maioria delas foi encontrada em pacientes 46,XY com diagndstico
de DG pura, mas ha relatos de mutacdes em pacientes com DG parcial XY,
hermafroditismo verdadeiro e reversdo sexual com funcdo ovariana parcial (revisado em
Assumpcgao et al., 2002).

Continuamente, novas mutagdes sdo descobertas, e ilustram a importancia do
rastreamento de novas mutagdes no gene SRY em pacientes com disgenesia gonadal e
ambiguidade genital. Recentemente duas irmds 46,XY com reversdo sexual total e
caracteres femininos normais tiveram mutacoes na HMG-Box do gene SRY detectadas, em
ambos os casos prejudicando a capacidade de binding da proteina ao DNA (Shahid et al.,
2008). Nosso grupo de pesquisa identificou uma muta¢do na regido codificante do gene
SRY, também no dominio HMG-Box, em uma paciente com disgenesia gonadal pura
46,XY. Em outro caso recente que ilustra a variedade fenotipica do efeito das mutagdes no
gene SRY, uma menina 46,XY com disgenesia gonadal e desenvolvimento puberal parciais
teve uma mutacdo na HMG-Box do gene detectada (Paris et al., 2007), o que contrasta com
outros casos de disgenesia gonadal parcial.

Mutagdes fora da HMG-Box sdo mais raras, mas também podem causar reversao
sexual total, como no caso de uma mulher 46,XY portadora de uma inser¢do de um tunico
nucleotideo na ORF do gene SRY, causando um frameshift e truncamento da proteina
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(Marchina et al., 2008). Em outro exemplo, um estudo de nosso grupo encontrou uma
mutacio herdada localizada em um sitio de fosforilacdo do gene SRY em uma paciente com
disgenesia gonadal completa, em seu pai e irmaos normais e em dois irmdos com
disgenesia gonadal parcial (Assumpgdo et al., 2002). Uma inser¢do na regido upstream ao
dominio HMG-Box, levando a formagdo de um stop codon e uma proteina SRY truncada,
foi encontrada em uma paciente com disgenesia gonadal 46,XY e amenorréia primdria
(Marchina et al., 2009).

Geralmente, devido ao comprometimento da capacidade reprodutiva do individuo,
as mutagdes em SRY sdo eventos de novo, ou seja, ndo herdados e afetando somente um
individuo da familia. Entretanto, em outro caso incomum, foi encontrada uma mutagdo
familial (também na HMG-Box do SRY), presente em uma garota 46,XY e em seu pai, com
fendtipo normal (Plaseska-Karanfilska er al., 2007). Mais um caso recente foi reportado
(Gimelli et al., 2007), novamente uma mutagcdo familial compartilhada entre pai e filha
46,XY, mas dessa vez fora da regido da HMG-Box. Essa grande variedade fenotipica no
efeito das mutacOes no gene SRY muitas vezes dificulta a correlagdo entre o genétipo e o

fendtipo dos pacientes.
5. REGULACAO DA EXPRESSAO DO GENE SRY

Considerando a regido promotora do gene SRY, os mecanismos pelos quais a
expressao do SRY é regulada in vivo ainda permanecem obscuros. A regido promotora nao
apresenta nenhuma sequéncia do tipo “TATA” ou “CCAAT box” (Su & Lau, 1993); no
entanto, encontram-se vdrias sequéncias conservadas na por¢do 5°, que podem estar
relacionadas com o controle da expressdo (Vilain et al., 1992; Su & Lau, 1993; Veitia et
al., 1997). Pelo menos trés fatores de transcricio que se ligam a essa porcdo estdo
aparentemente envolvidos na trans-ativagdo do SRY: Spl, SF-1 e WT1 (Desclozeaux et al.,
1998a; De Santa Barbara et al., 2001; Hossain & Saunders, 2001). O fator de transcri¢dao
CP2 também apresentou alta atividade de ligagao ao promotor do gene SRY, e em andlise

funcional mostrou ser essencial para a modulac¢do da expressao de SRY (Sato et al., 2009).
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Dentro de um segmento de cerca de 150 pb préximo ao ATG de inicio da tradugdo estdao
localizados dois sitios Sp1 intercalados por um sitio WT1.

Bradford e colaboradores (2009) encontraram niveis baixos da proteina SRY em
células de gonadas de camundongos mutantes para a isoforma +KTS do fator WT1, além
de a diferenciacdo das células de Sertoli ter sido bloqueada nessas gonadas. Esses dados
sugerem que as isoformas +KTS do fator de transcricdo WT1 estdo envolvidas na regulacao
da expressdo do gene SRY, que por sua vez influencia a proliferacdo e diferencia¢do das
células de Sertoli. Pacientes com disgenesia gonadal e reversdo sexual completa portadores
de mutagdes no gene codificante do fator WT1 possivelmente tiveram falhas na
diferenciagdo e proliferacio das células de Sertoli, que em nimero insuficiente ndo
puderam desencadear o desenvolvimento testicular.

Mutagdes na regido 5 promotora do gene sdo pouco frequentes. Hi um relato de
uma grande delecdo (30-60 kb) localizada a 1,8 kb de distincia do inicio do quadro de
leitura do gene SRY (McElreavey et al., 1992) em uma paciente com disgenesia gonadal
completa, indicando a presenca de fatores cis de regulagdo que devem ser importantes para
a transcri¢ao do gene SRY. Uma andlise comparativa desta regido revelou sitios consenso de
ligacdo para varios fatores de transcricio (Veitia et al., 1997; Margarit et al., 1998). Outras
trés variagdes de sequéncia foram descritas na regido 5’ nao-traduzida (Kwok et al., 1996;
Poulat et al., 1998). Um estudo de gendbmica comparativa (Ross et al., 2008) identificou 4
regides upstream ao gene SRY que mostram altas taxas de conservagdo entre humanos,
bovinos, suinos e caprinos. A regido A, mais distante, localiza-se a uma distancia de 9 kb
do gene. Nesse estudo também foram encontrados cerca de 200 sitios altamente
conservados de ligacdo a fatores de transcricdo, o que representa a imensa complexidade
que pode estar por tras da expressao do gene SRY.

Estudos de nosso grupo de pesquisa encontraram uma delecdo de 3 pb herdada e
localizada exatamente em um dos sitios de ligacdo do fator de transcri¢do Spl em uma
paciente com disgenesia gonadal completa (Assumpcdo et al., 2005). Estes dois sitios
foram descritos como SplA e Sp1B, e o fator Spl ja demonstrou envolvimento na ativacao

da expressdo do gene SRY (Desclozeaux et al., 1998a). Intercalada entre estes dois sitios ha
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uma sequéncia consenso de ligacdo do fator WTI, cuja atividade ativadora in vitro foi

comprovada por Hossain & Saunders (2001).
6. O FATOR DE TRANSCRICAO SP1

O fator de transcricao Spl, foi originalmente isolado de células da linhagem HeLa,
identificado como uma proteina de ligagdo ao DNA que interage com sitios ricos em GC
localizados em um elemento repetitivo de 21 pb do promotor SV40 (Dynan & Tjian, 1983;
Gidoni et al., 1984). E um dos fatores de transcricio mais abundantes que ativam a
transcri¢do formando um complexo com a enzima RNA polimerase II (Bucher, 1990).

A proteina Spl regula a atividade de um grande nimero de promotores. A expressao
de Spl em vdrios tipos celulares durante o desenvolvimento embriondrio de camundongos
sugere que tenha um papel fundamental nos primeiros processos do desenvolvimento
(Saffer et al., 1991; Marin et al., 1997). Seu dominio de ligacdo ao DNA consiste de 3
motivos zinc finger do tipo C2H2 (Figuras 8 e 9), localizados na regido C-terminal da
proteina (Kadonaga et al., 1987; Briggs et al., 1986), que reconhecem a sequéncia consenso
“GGGGCGGGGC” e sequéncias intimamente relacionadas, denominadas “GC Boxes”

(Courey & Tjian, 1988).
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Figura 8. Diagrama esquemadtico de um zinc-finger do tipo C2H2. Os pares de cisteinas (C)
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e histidinas (H) que se ligam ao ion de zinco sdo mostrados em amarelo e azul,
respectivamente. A sequéncia consenso de aminodcidos de ligacdo, mostrada em
verde, frequentemente encontra zinc-fingers adjacentes, dispostos em tfandem.
Dois residuos hidrofébicos grandes, importantes para manter a estrutura do
dominio, sdo mostrados em laranja. Os residuos em preto ndo sdo importantes
estruturalmente, mas incluem aqueles responsdveis por entrar em contato com o
DNA de forma sequéncia-especifica, sendo que seu numero pode variar de

acordo com o fator de transcri¢do (Knight & Shimeld, 2001).

Figura 9. Representacdo de um complexo entre o fator Spl e o DNA, contendo os 3
dominios zinc-finger. O fator Spl € mostrado em verde, os fons de zinco em azul

e o DNA em laranja (Oka et al., 2004).

Além disso, o fator possui dois dominios de transativagc@o ricos em glutamina, A e
B, e 0 dominio C-terminal D (Bouwman & Philipsen, 2002), também importantes para a
ativacdo da transcri¢do, devido a sua importancia na multimeriza¢dao do fator, que parece
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ser essencial para a superativacdo e acdo sinérgica de outras moléculas de Spl ou outros
fatores de transcri¢dao (Pascal & Tjian, 1991). Tetrameros de Spl se mostraram envolvidos
na ativacdo da transcricilo mesmo quando atuando em sitios distantes das regides
codificantes (Mastrangelo et al., 1991), e Su e colaboradores (1991) concluiram que fatores
Spl ligados ao DNA exercem seu sinergismo transcricional por uma associacdo proteina-
proteina que, através da formacao de loops, aproximam segmentos distantes milhares de

pares de base no DNA.
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OBJETIVOS



1. OBJETIVOS GERAIS

Investigar como a delegdo de 3 pb no sitio SPIA na regido promotora do gene SRY altera

a capacidade de ligacdo do fator SP1 na presenca do sitio SP1B.

Investigar se hd diferencas na capacidade dos promotores de SRY com a sequéncia

normal e mutante de ativar a expressdo de um gene reporter.

Investigar o efeito da mutagcao E89K na capacidade de ligacdo ao DNA da proteina SRY.

Continuar o rastreamento de mutacoes no gene SRY e sua regid@o promotora em novos

pacientes com disgenesia gonadal.
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CASUISTICA E METODOS



1. CASUISTICA

A paciente 1, uma mulher com atualmente 33 anos, encaminhada ao servi¢o médico
aos 16 anos devido a amenorréia primdria. Nao havia sinais de dimorfismos, sendo que
portava genitdlia externa feminina normal, porém sem os caracteres sexuais secundarios
tipicos da puberdade. Exames de ultrassom revelaram hipoplasia do ttero e auséncia das
gonadas. Seu cariétipo foi 46,XY, e ela foi diagnosticada como apresentando disgenesia
gonadal pura 46,XY.

A paciente possui uma irmd mais velha com menstruagdo e caracteres sexuais
normais, € um irmao mais velho morto em acidente. A investigacao da familia (Figura 10)
revelou que o pai, embora fértil, quando crianca foi submetido a 18 cirurgias na regido
genital, devido a uma grave hipospadia (posi¢do anormal do canal da uretra no pénis).
Estudos moleculares demonstraram que o pai e a paciente possuem a mutacio 5’ del3-pb na
regido promotora do gene SRY, que consiste em uma deleg@o de 3 pares de base em um dos
sitios de ligacao do fator de transcri¢do Spl presentes no promotor (Figura 11).

Na histéria familiar hé relatos de 4 membros da familia com ambiguidade genital,
mas infelizmente ndo foi possivel a andlise molecular devido a ndo concordancia dos

individuos em realizar o estudo.
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[¢] Homem 46,XY (hipospadia severa)

Figura 10. Heredograma da paciente com disgenesial gonadal completa 46,XY (destacada

pela seta).
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Figura 11. Alinhamento da regido promotora do gene SRY . Os retangulos pontilhados
destacam os 2 sitios de ligagdo do fator Spl (SplA e SplB). As duas
possibilidades da delecdo e a sequéncia mutante resultante sdo exibidas na

dltima linha.

A paciente 2, uma mulher com atualmente 22 anos, chegou ao ambulatério com 16
anos devido ao hipogonadismo e amenorréia primdria. Ela nasceu normalmente, de uma
casamento ndo-consanguineo, € seu peso ao nascer era desconhecido. Ela foi a primeira
crianca de uma irmandade de 8 (seis irmas e um irmao), em uma familia com histérico
normal. Ao exame fisico, pesou 42,4 kg e apresentou 158 cm de altura. Observou-se
genitdlia externa feminina, com desenvolvimento puberal no estdgio de Tanner M1P2, sem
quadro dismorfico.

Seu caridtipo foi 46,XY. O exame de ultrassonografia ndo revelou ttero nem
gonadas femininas na cavidade abdominal. Ambas as gdénadas disgenéticas foram
removidas, devido ao alto risco de formagdao de gonadoblastoma, sendo que um pequeno
tumor (2x2 mm) foi encontrado na génada disgenética direita.

Dessa forma, a paciente foi diagnosticada com disgenesia gonadal pura 46,XY.
Andlises moleculares (Figura 12) revelaram que ela possui a mutacdo E89K no gene SRY,
que foi produzida pela troca de uma base G por A dentro do HMG-Box (no cédon
determinante do aminoécido 89), que acarreta na traducdo do aminodcido Lisina (AAG) ao
invés de Acido Glutamico (GAG).

53



SRY
noarmal

SRY
Paciente

F 3
A J

612 pb - 204 aa.

Figura 12. Ilustracdo do sequenciamento automatico evidenciando a mutacio e a troca de

aminodcidos, assim como a localiza¢do da muta¢do na proteina SRY.

O rastreamento de novas mutacoes no gene SRY foi realizado com o
sequenciamento de 4 pacientes com quadro de disgenesia gonadal 46,XY e 2 familiares da
paciente portadora da mutacdo Glu89Lys na regido codificante do gene SRY. A Tabela 1

retne a descricdo de todos os individuos analisados no projeto.
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Tabela 1. Descricao clinica dos individuos analisados no projeto

Paciente Idade do Dados Clinicos Diagnéstico
diagnéstico
1 16 anos Amenorréia, utero reduzido, Disgenesia gonadal
ovarios nio visualizados pura 46, XY
2 16 anos Auséncia de desenvolvimento Disgenesia gonadal
de mama, amenorréia. Utero e pura 46, XY
ovario ndo visualizados.
3 17 anos Auséncia de desenvolvimento Disgenesia gonadal
de mama, amenorréia. Utero e parcial 46, XY
ovario ndo visualizados.
Ambiguidade genital:
genitdlia com Prader V, sem
gbnadas palpéveis nas
saliéncias labio-escrotais.
4 14 anos Amenorréia, puberdade de Disgenesia gonadal
evolucdo lenta. Reduzido pura 46, XY
volume uterino e gobnadas ndo
visualizadas.
5 17 anos Amenorréia, utero atrofico, Disgenesia gonadal
ovario ou gonadas nao pura 46, XY
visualizadas.
6 Nao Nao disponivel Disgenesia gonadal
disponivel pura 46, XY
7 Irmao da paciente 2 Normal
8 Pai da paciente 2 Normal
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2. METODOS

2.1 SEQUENCIAMENTO DO GENE SRY

Novos pacientes com disgenesia gonadal tiveram o gene SRY e sua regido
promotora sequenciados, a fim de rastrear mutacOes determinantes da etiologia. As
amostras de DNA destes pacientes foram obtidas por extracdo com fenol-cloroférmio de
sangue periférico (10-20 mL de sangue colhido em EDTA 10%), segundo o método

proteinase K padronizado no laboratorio de Genética Humana (De Araujo et al., 1996).

2.1.1 Reagdo de Sequenciamento
Os fragmentos amplificados do gene SRY (778 pb) e sua regido promotora (331 pb)

foram submetidos a reacdo de sequenciamento, utilizando os seguintes primers:

Gene SRY

XES 10 (sense): 5 GAG CTC GAG AAT TCG GTG TTG AGG GCG AGA AAT GC 3’
XES 11 (antisense): 5 GAG CTC GAG AAT TCG TAG CCA ATG TTA CCC GAT TGT
c3¥®

Regido 5’ promotora SRY

SRY 5’ 1s (sense): 5> GCG AAG CTT TGT TTT TTT AAA GAT AAC ATA CAC 3’
SRY 5’ 1a (antisense): 5> CCG GAC CAG ATT CTT TGT TAC GTT AAC 3°

Reagdo
H,O 4 uL.
5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems) 2ul
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Primer 1 uL

Big Dye v3.1 (Applied Biosystems) 2ul
Produto da PCR 1 uL

As condi¢des de amplificacao utilizadas no termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradient) foram as seguintes: 96°C (2 minutos) de desnaturacao; 30 ciclos nas seguintes

condi¢des: 96°C (10 segundos), 57°C (5 segundos); 60°C (4 minutos); armazenamento a

4°C.

2.1.2 Purificagdo da reacdo de sequenciamento

- Foram adicionados 80 puL de isopropanol 75% (Merck) a cada reagdo, e a mistura foi
agitada por vortex. Os tubos foram deixados a temperatura ambiente por 15 minutos.

- Centrifugou-se a 13.000 rpm por 30 minutos.

- Os tubos foram invertidos e o sobrenadante foi descartado, a fim de remover todo o
isopropanol.

- Foram adicionados 150 pL de etanol 70% (Merck), e realizada nova centrifugacao, por 10
minutos a 13.000 rpm.

- Os tubos foram invertidos e o sobrenadante foi descartado (a fim de remover todo o
etanol), e permaneceram em temperatura ambiente, protegidos da luz, durante 2 horas e em

seguida foram estocados a -20° C.

2.1.3 Sequenciamento da reacdo purificada

- Para ressuspender, foram adicionados 17 uLL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) a
cada reacdo, procedimento seguido de uma vigorosa agitacdo por vortex (cada amostra foi
agitada por no minimo 30 segundos).

- Transferiu-se as amostras para os tubos de 600 pL do sequenciador ABI Prism 310
(Applied Biosystems).

- Para desnaturar, as amostras foram incubadas a 95°C por 2 minutos e 30 segundos e

imediatamente colocadas no gelo.
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- As amostras foram sequenciadas no aparelho ABI Prism 310 (Applied Biosystems).

2.2 EXPRESSAO DE PROTEINA SRY MUTANTE E VERIFICACAO DE SUA
INTERACAO COM DNA POR ENSAIO DE EMSA

2.2.1 Amplificacao e purificacdo dos genes SRY controle e mutante

Os fragmentos de DNA correspondentes ao gene SRY normal e mutante foram
amplificados a partir dos DNAs controle e mutante através de PCR com um par de primers
desenhado de forma a criar sitios de restricdo para as enzimas Bam HI e Nde I (nas

extremidades 3’ e 5°, respectivamente) no fragmento de 629 pb amplificado.

Primers

SRYs Ndel (5’- TGCATATGCAATCGTATGCTTC - 3°)
SRYa BamHI (5> - GTTACCCGAGGATCCTACAGC - 3’)

Ciclo de Amplificacdo

94°C por 5 minutos;
Ciclo 35X -94°C por 45 segundos; 55°C por 45 segundos; 68°C por 1 minuto;
68°C por 10 minutos;

15°C - o0

Reacdo da PCR

H,0 MilliQ 33,5uL
10X High fidelity PCR Buffer (Invitrogen) SuL
dNTP (2 mM) 7,5 uL
Primer Ndel (20pMol/uL) 1 uL
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Primer BamHI (20pMol/uL) 1 uL
Pfx 50 DNA Polymerase (Invitrogen) 1 uL
DNA 1 uL
Volume final 50 pL

Como a enzima de atividade exonucledsica Pfx50 ndo deixa nos fragmentos
amplificados extremidades com o nucleotideo A, extremidades necessdrias para clonagem
no vetor pGEM-T Easy (Promega), o produto da PCR foi incubado com a enzima Taqg DNA
Polymerase Recombinant (Invitrogen) comum durante 45 minutos a 72 °C.

O produto da PCR ap6s a incubagio foi purificado por extracao de banda, utilizando

o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

2.2.2 Clonagem pGEM-T Easy

Os fragmentos purificados foram clonados utilizando o kit pGEM-T Easy Vector

System (Promega), na seguinte reacdo de ligacdo, incubada overnight a 8°C:

2x Rapid ligation buffer S5 uL

Vetor pGEM-T Easy (50ng/uL) 1 L
Fragmento purificado(~100ng) 3ul
T4 DNA Ligase (10u/uL) 1 puL

Volume Final: 10 pL

2.2.3 Preparo de células competentes DH5a para transformacdo quimica (PEG)

Solugoes e meios

Para o preparo das células competentes foram utilizados 300 mL de meio TYM, 150

mL de TBF1 e 15 mL de TBF2.
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TYM (300 mL) — Autoclavado

Peptona 6g
Extrato de Levedura _15¢g
NaCl 1,74 g
MgSO4 (7TH,0) _075¢

TBF1 (150 mL) — Esterilizado por filtragem

KOAc 0,44 g

MnCl, (4H,0)____ 1,48 g (L2 51)
KC1 L1l g

CaCl, (2H,0) 0,22 g (L2 148)

Glicerol 15% 25,86 mL de glicerol 87%

TBF2 (15 mL) — Esterilizado por filtragem

MOPS (pH7 — 0,01M)___ 0,03 g

CaCl, (2H,0) 0,16 g (L2 148)

KCl1 0,01 g (L2 66)

Glicerol 15% __ 2,58 mL de glicerol 87%
Procedimento

OBS: Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar
- Uma placa de meio LB agar sem antibiético foi inoculada com uma cultura permanente de
células DH5a para obteng@o de uma colonia isolada,
- Uma coldnia isolada foi selecionada com um bastido estéril, inoculada em 5 mL de meio
TYM e incubada overnight a 37°C e 300 rpm;
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- 500 pL do pré-inéculo foram aplicados em 50 mL de meio TYM e a cultura foi incubada
a 37°C e 300 rpm até atingir a densidade 6tica de aproximadamente ODggo = 0,6 ;

- Essa cultura foi vertida em um Erlenmeyer contendo 200 mL de meio TYM, e a cultura
foi incubada a 37°C e 300 rpm até atingir absorbancia de ODgpp = 0,6 ;

- Atingido o estdgio de crescimento desejado, a cultura foi colocada em gelo para resfriar
por 5 minutos, e depois vertida em 2 frascos para centrifuga ja esterilizados e resfriados
(125 mL em cada);

- Os frascos foram centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o pellet de bactérias ressuspendido em 100 mL de TBF1 gelado;

- As células ressuspendidas foram vertidas em 2 tubos Falcon j4 resfriados (50 mL/tubo) e
centrifugadas por 8 min a 3000 rpm e a 4°C;

- O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 10 mL de TBF2 gelado (5
mL/tubo);

- Foram feitas aliquotas de 100 puL da suspenssdo de células ji competentes em tubos
Eppendorf de 1,5 mL, que foram prontamente congelados em nitrogénio liquido;

- As aliquotas congeladas foram armazenadas a -70°C.

2.2.4 Transformacao da Ligacdo Inserto + pGEM-T Easy

A ligacdo foi transformada em células competentes DHS5a através do método
quimico, utilizando PEG (Polietilenoglicol), com o seguinte procedimento, todo realizado

em fluxo laminar:

- A ligacdo (10 pL) foi misturada em um tubo Eppendorf com 40 pL de tampao TT de
transformacdo (10% KCM 10X, 15% PEG6000-10%, 75% H,O MilliQ)

- Uma aliquota de 100 pL de células competentes foi descongelada vagarosamente no gelo;
- A ligagdo foi adicionada as células competentes e misturou-se suavemente;

- A mistura foi mantida no gelo por 15-30 minutos e em seguida deixada a temperatura

ambiente por 10 minutos;
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- 500 pL de Meio LB sem antibiético foram adicionados e incubou-se a 37°C por 1 hora a
300 rpm;

- As bactérias transformadas foram espalhadas com alca de vidro em placas com LB agar
contendo ampicilina (50 ug/mL) e 60 uL de X-Gal (20 mg/mL).

- As placas foram incubadas overnight em estufa a 37°C.

2.2.5 Isolamento das colonias recombinantes e confirmagdao da clonagem dos insertos

A ampicilina € um marcador para selecio de coldnias resistentes que foram
transformadas com éxito e que contém o plasmidio, podendo ser recombinantes ou nao.
Neste caso, o vetor pGEM-T Easy possui, além da marca de selecdo para a ampicilina, o
gene da [-galactosidase, que permite selecionar além das coldnias transformadas, aquelas
em que o plasmidio possui o fragmento de interesse. O X-Gal é um substrato da f-
galactosidase, utilizado em meio sélido, ndo difusivel no meio, incolor, mas
cromogénico quando hidrolisado por esta enzima, libertando um composto azul, o indigo-5-
bromo-4-cloro. As bactérias que expressam a enzima [-galactosidase formam coldnias
azuis. Ja as coldnias recombinantes, cujo gene da P-galactosidase foi interrompido, sdo
selecionadas por manterem a cor branca.

Dessa forma, as colOnias brancas foram coletadas com um palito de dente estéril e
inoculadas em 5 mL de meio LB + Ampicilina (50 pug/mL). Esse pré-inéculo foi incubado
overnight a 37°C no shaker com agitacao de 200 rpm.

Apos a incubagdo, 450 pL de cada pré-indculo foram transferidos para um tubo
Eppendorf de 1,5 mL e centrifugados por 1 minuto a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o pellet de bactérias foi ressuspendido em 100 pL de TE. As amostras foram
desnaturadas por 5 minutos em dgua fervendo, e em seguida armazenadas a -20°C.

Foram utilizados 2 pLL de cada uma dessas amostras em uma PCR para confirmacao
da clonagem correta dos insertos no vetor pGEM-T Easy. Foram utilizados primers

especificos do vetor (SP6 e T7), que flanqueiam a regido polylinker do vetor.
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2.2.6 Minipreparacao dos plasmidios pGEM-T Easy recombinantes

As amostras que confirmaram por PCR a inser¢do do fragmento do gene SRY

tiveram seus plasmidios pGEM-T Easy recombinantes extraidos através de minipreparacio

de DNA:

Solugoes

P1 (Armazenada a 4° C apds adicao de RNAse)

- Tris-HCI (pH 8,0) (50 mM) => 1,25 mL

- EDTA (pH 8,0) (10 mM) ===> 1 mL

- RNAse — 100 pg/mL =======> 10 pL por 1 mL (colocada s6 na hora)
Volume final 50 mL

P2 (Feita na hora de usar)
- NaOH (200 mM) => 50 uL. de NaOH 10M
- SDS 1% ========> 125 pL de SDS 20%

- Completar até 2,5 mL. com H20 destilada e autoclavada

P3 ( Armazenada a 4°C)
- Acetato de Potassio 3M

- pH ajustado para pH 5,5 com acido acético glacial

Procedimento

- Primeiramente, foi feita cultura permanente a partir dos pré-inéculos (450 pL de cultura
bem misturados com 50 pL de glicerol 87% e armazenados a -70°C).

- O restante dos pré-indculos foram colocados em tubos Eppendorf de 1,5 mL e
centrifugados a 14.000 rpm por 1 minuto;

- O pellet de bactérias foi ressuspendido em 300 pL de solucdo P1 utilizando o vortex;
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- 300 pL de solugdo P2 foram adicionados e os tubos agitados por inversao suave (5 vezes)
e incubados por 5 min a temperatura ambiente;

- 300 puL de solugdo P3 foram adicionados e os tubos foram agitados por inversdo
suavemente (por 10 vezes);

- Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 30 minutos em centrifuga refrigerada a
4°C;

- O sobrenadante foi coletado com cuidado e transferido para outro tubo;

- Foram adicionados 400 pL de isopropanol e os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm
por 10 min a temperatura ambiente;

- O sobrenadante foi descartado com cuidado e foram adicionados 700 pL de etanol 70%;

- O tubos foram invertidos com cuidado algumas vezes e centrifugados a 14.000 rpm por 5
minutos.

- Todo o sobrenadante foi removido, e o pellet foi secado e solubilizado em 20 pL. de H,O
livre de nucleases;

- Amostras das minipreparagdes foram aplicadas em gel de agarose 1%, a fim de testar o

sucesso da extragdo plasmidial.

2.2.7 Sequenciamento dos plasmidios extraidos

Para confirmar se os insertos estavam com a sequéncia correta € com os sitios de
restricdo intactos, foi realizado o sequenciamento dos plasmidios extraidos, da seguinte

forma:

Reacdo de Sequenciamento

H,O 4 uL
5x Sequencing Buffer (Applied) 2 ulL
Primer Sense ou Antisense (5 pM) 1 uL
Big Dye v3.1 (Applied Biosystems) 2 uL
Miniprep (plasmidio) 1 puL

Volume Final 10 pL
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Ciclo de amplificacdo

96°C por 2 minutos;
Ciclo 36X: 96°C por 30 segundos; 58°C por 20 segundos ; 60°C por 4 minutos;
4°C oo
A reagdo de sequenciamento foi purificada e sequenciada no equipamento ABI

Prism 310 (Applied Biosystems).

2.2.8 Digestdo e subclonagem no vetor pET28a

Os plasmidios recombinantes pGEM-T Easy com a sequéncia do inserto confirmada
por sequenciamento foram selecionados para a subclonagem no vetor de expressao pET28a
(Novagen). A subclonagem do fragmento do gene SRY no vetor pET28a foi iniciada apds a

digestao do vetor pGEM-T Easy para extracao do fragmento a ser subclonado.

Digestao pGEM-T Easy

Tampao OPA (One-Phor-All) (Pharmacia) 5 uL
Enzima BamHI (10 U/uL) (Fermentas) S5 uL
Enzima Ndel (10 U/uL )(NEB) S uL
Miniprep (1 pg/uL) 10 uL
H,O 25 uL

Volume Final. 50 pLL

Ap6s 3 horas de incubagdo a 37°C, foi retirada uma amostra de 3 pL e aplicada em
gel de agarose 1%, para verificar se digestdo total ou parcial. Com a digestdo total
confirmada, foi realizada a inativagdo das enzimas, incubando a digestdo por 15 minutos a

85°C. Ap6s a digestao, foi feita a purificacdo da banda corresponde ao fragmento liberado
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pelo pGEM-T Easy em gel, utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega).

Maxiprep pET28a

Anteriormente a digestdo, para obter uma boa quantidade do vetor pET28a para esta

e posteriores clonagens foi realizada uma maxipreparagdo do vetor utilizando o kit Plasmid

Midi Kit (Qiagen).

Digestdo pET28a

Tampao OPA (One-Phor-All) (Pharmacia) S uL
Enzima BamHI (10 U/uL) (Fermentas) S uL
Enzima Ndel (10 U/uL )(NEB) SuL
Maxiprep pET28a (1 pg/ pL) 10 pLL
H,O 25 uL
Volume Final 50 pLL

Ap6s a confirmacgdo da linearizacdo do vetor e inativacdo das enzimas, foi realizada

a purificacdo da banda do vetor em gel da mesma forma descrita anteriormente.

Ligacao fragmento SRY + pET28a

2x Rapid ligation buffer S uL

Vetor pET28a (Novagen) 1 uL
Fragmento SRY. 3uL
T4 DNA Ligase (10u/pL) 1 uL

Volume Final: 10 pLL

A reagdo de ligacdo foi incubada a 4°C durante 2 dias.
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2.2.9 Transformacao da ligagdo fragmento SRY+ pET28a

Realizada da mesma forma que na clonagem em pGEM-T Easy, s6 que nesse caso 0o
marcador de selecdo é a resisténcia ao antibidtico kanamicina conferida pelo plasmidio

pET28a. Esse antibiotico ¢ utilizado na mesma concentragdo que a ampicilina (50 pg/mL).

2.2.10 Isolamento das colonias recombinantes e confirmacdo da clonagem dos insertos

Procedimentos realizados da mesma forma que na clonagem anterior, sé sendo
modificados os primers utilizados para confirmacdo por PCR da presenga do inserto no
vetor pET28a. Esses primers, especificos para esse vetor, sdo os primers T7 Promoter e T7

Terminator, sintetizados segundo manual do pET28a.

2.2.11 Minipreparacdo dos plasmidios pET28a recombinantes e sequenciamento dos

plasmidios extraidos

A minipreparacdo seguiu o protocolo descrito no item 2.2.6. Para certificar que a
proteina SRY serd expressa no frame correto, a inser¢do correta do fragmento no vetor

pET28a foi conferida por sequenciamento.

2.2.12 Transformacgdo vetor pET28a recombinante na linhagem BL21DE3

Com a sequéncia e o frame de expressao dos insertos no vetor pET28a confirmados,
fol iniciada a transformacdo dos vetores recombinantes na linhagem BL21DE3 (uma
linhagem de E. coli utilizada especificamente para a expressao de proteinas recombinantes),
utilizando a técnica de transformagdo quimica ja descrita anteriormente (item 2.2.4). A
unica modificacdo foi a quantidade de miniprep utilizada, foram aplicados 10 pL de uma

dilui¢do 1:20 da miniprep.
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2.2.13 Isolamento das colonias recombinantes e confirmagdo dos insertos

Procedimento realizado da mesma forma anterior, todas as colonias selecionadas
possuiam o fragmento SRY, sendo assim jd estavam prontas para a inducio da expressdo da

proteina.

2.2.14 Teste de expressdo em pequena escala

A fim de estabelecer as condi¢des ideais de expressao da proteina SRY pelo vetor

pET28a, foi realizado primeiramente um teste em pequena escala:

- 10 pL das culturas permanentes correspondentes as colonias transformadas de BL21DE3
foram inoculadas em 5 mL de meio LB+Kanamicina (50 pg/uL), esse pré-indculo foi

incubado a temperatura ambiente (aproximadamente 30°C) e 200 rpm;

- 100 pL desse pré-indculo foram adicionados em 10 mL de meio LB+Kanamicina (50

pg/ul), incubagao a temperatura ambiente e 200 rpm, até atingir a ODggp > 0,6;

- Com a OD alvo ideal alcangada, foram retiradas aliquotas de 500 pL (0 horas, sem
indugdo das culturas) e feita a inducdo, acrescentando 12 pL de IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) 0,8 M, numa concentragdo final de aproximadamente 1 mM de

IPTG;
- Ap6s a inducgio, foram retiradas aliquotas com 1, 3 e 5 horas de indugao;

- Todas as aliquotas foram centrifugadas por 3 minutos a 13.000 rpm, tiveram o

sobrenadante descartado e foram armazenadas a -20°C.

2.2.15 Preparo das amostras e eletroforese SDS-PAGE

- Os pellets de bactéria foram solubilizados em 30 pL de H,0 e 15 pL de Tampao de
amostra (100 mM Tris HCI pH 6.8; SDS 4%:; azul de bromofenol 0.1%; glicerol 20%; 100
mM DTT); as amostras foram vortexadas, desnaturadas por 5 minutos a 100°C e

armazenadas a -20°C até o momento da aplicacao;
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- Foi preparado um gel desnaturante de poliacrilamida segundo o sistema de tampdes
descontinuos (Sambrook & Russel, 2001). A concentracdo do gel de resoluc¢do utilizada foi

de 13,5%;

- Apés a polimerizacdo completa, o gel foi colocado em cuba vertical contendo tampao
Tris-Glicina (Tris 25 mM, Glicina 250 mM, SDS 0,1%). O pente foi retirado
cuidadosamente e entdo foram aplicados 10 uL. de cada amostra e também do marcador de

peso molecular (Protein Marker Broad Range, NEB);

- Foi configurada uma voltagem maxima de 150 V, e uma miliamperagem méxima de 20
mA; a eletroforese durou 3 horas, até o azul de bromofenol comecar a sair no tampao da

cuba inferior;

- O gel foi imerso durante 30 minutos na solu¢do corante (54% Metanol, 13,5% Acido
Acético Glacial, 0.27% Coomassie Blue R250). Para retirar o excesso de corante e
evidenciar as bandas de proteina, foi imerso durante 1 hora na solu¢do descorante I (30%
Metanol, 10% Acido Acético Glacial) e, durante toda a noite na solucdo descorante II (5%

Metanol, 7% Acido Acético Glacial).

2.2.16 Teste de solubilidade da proteina SRY

Ap6s a realizacdo de varios testes de inducdo, foram estabelecidas as condicdes
ideais de expressdo da proteina SRY. Nessas condicdes, todo o crescimento anterior € a
inducdo da expressdo devem ser feitas a temperatura ambiente, ndo ultrapassando 30°C, e
com agitacdo de 200 rpm. Além disso, a inducdo deve ser feita com IPTG numa

concentracdo final de 0.05 mM, e o tempo de inducao deve ser de 3 h.

Nessas condic¢des, o metabolismo bacteriano é reduzido, o que favorece a expressao
da proteina plasmidial e possibilita 0 melhor envelopamento e tratamento pds-traducional
da proteina SRY, o que melhora sua solubilidade e reduz o seu englobamento em
corpusculos de inclusdo. A menor quantidade de IPTG favorece uma expressao mais lenta e

assim colabora para a melhor solubilidade final da proteina exdgena.
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Desse modo, a fim de determinar se nessas condicdes a proteina SRY € expressa

com boa solubilidade, foram realizados testes de solubilidade em pequena escala:

- Ap6s induzir a expressdo conforme as condi¢des acima, toda a cultura foi
aliquotada em tubos Eppendorf de 1,5 mL. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
5.000 rpm em centrifuga refrigerada a 4°C; o sobrenadante foi descartado e os pellets de

bactéria congelados a -20°C.

- Os pellets de bactéria foram ressuspendidos por agitagdo em 500 puL de tampao de
lise (Tris HC1 20 mM pH 7; NaCl 300 mM; Imidazol 10 mM). A suspensdo (sempre
mantida em gelo) foi entdo sonicada utilizando ponteira fina (5 pulsos, amplitude 35%, 10

segundos de duragdo cada).

- Os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 14.000 rpm em centrifuga
refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi coletado, filtrado com filtro de 0,45 um e separado
em outro tubo; 20 uL de sobrenadante foram misturados com 20 pl. de Tampao de
Amostra. J4 os pellets foram solubilizados em 100 pL. de H,O MilliQ e misturados com 20
pL de Tampao de Amostra. As amostras foram entdo armazenadas a -20°C, para posterior

aplicacdo em gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

2.2.17 Extracdo da proteina SRY em larga escala

Apo6s estabelecer as condicdes adequadas para a extracdo da proteina SRY, foi
realizada a indugdo da expressdo em um volume maior de cultura, a fim de obter as

quantidades de proteina necessdrias para os procedimentos posteriores de purificacdo:

- A expressao foi induzida em 2 L de cultura; apds as 3 h de induc@o a cultura fo1
transferida para garrafas de centrifuga, que foram centrifugadas por 10 minutos a 5.000 rpm
em centrifuga refrigerada a 4°C; o sobrenadante foi descartado e os pellets de bactéria

congelados a -20°C.

- Os pellets de bactéria foram ressuspendidos por agitacdo em 60 mL de tampao de

lise (Tris HC1 20 mM pH 7; NaCl 300 mM; Imidazol 10 mM). A suspensdo (sempre

70



mantida em gelo) foi transferida para tubos de centrifuga e entdo sonicada utilizando

ponteira fina (10 pulsos, amplitude 40%, 15 segundos de duragdo cada).

- Os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 14.000 rpm em centrifuga
refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi coletado, filtrado em 0,45 um e separado em outro
tubo; uma aliquota de 20 puL de sobrenadante foi retirada e misturada com 20 uL de
Tampao de Amostra. Ja uma fracao dos pellets foi solubilizada em 100 pL. de H,O MilliQ e
misturada com 20 pL de Tampao de Amostra. As amostras foram entdo armazenadas a -

20°C, para posterior aplica¢do em gel de poliacrilamida SDS-PAGE;

- O restante do sobrenadante foi transferido para um tubo falcon de 50 mL e

armazenado a 4°C.

2.2.18 Purificacao proteina SRY

- Ap6s homogeneizar lentamente a resina Ni-Nta Agarose (Qiagen), foram
aplicados 2 mL da resina em uma coluna pléstica descartavel fechada; foi1 aguardada a
sedimentacdo da resina, e a coluna foi aberta para a liberacdo do etanol presente sobre a

resina; permaneceu na coluna aproximadamente 1 mL da resina;

- Apds o escoamento completo do etanol, foram aplicados 10 mL de agua MilliQ
para lavagem da resina; com o escoamento completo, foram aplicados 5 mL do tampao
para equilibrio da resina, com a mesma composi¢ao do tampao de lise (Tris HCI 20 mM pH

7; NaCl 300 mM; Imidazol 10 mM);

- Terminado o escoamento completo do tampdo de equilibrio, o sobrenadante foi
sendo transferido para a coluna, e o flowthrough proveniente da coluna coletado em tubo

falcon de 50 mL;

- Assim que terminou o escoamento de todo o sobrenadante, foram acrescentados 10
mL do tampdo de lavagem (Tris HCI 20 mM pH 7; NaCl 300 mM; Imidazol 10 mM),

sendo coletado todo o produto em tubo falcon de 15 mL;
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- Terminada a lavagem, foram acrescentados 10 mL do primeiro tampao de elui¢do
(Tris HC1 20 mM pH 7; NaCl 300 mM; Imidazol 20 mM), sendo coletado todo o produto

em tubo falcon de 15 mL;

- Ap6s a primeira eluic@o, foram acrescentados 2 mL do segundo tampao de elui¢dao
(Tris HCI 20 mM pH 7; NaCl 300 mM; Imidazol 50 mM), e coletado todo o produto. O
mesmo procedimento foi realizado utilizando tampdes de eluicio com concentragdes

crescentes de imidazol (100, 250 e 500 mM).

- Terminada a dltima eluicdo, as amostras foram armazenadas a -20°C. Foi retirada
uma aliquota de 20 pL de todas as amostras, para analise em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE e determinagdo de qual fracdo da elui¢do que possui a maior quantidade da proteina

SRY purificada.

2.2.19 Ensaio de EMSA

Sintese dos oligonucleotideos

Foi sintetizado o oligonucleotideo contendo a sequéncia alvo consenso AACAAT,

descrito em Assumpcgao et al. (2002).

Oligonucleotideos A

A-F : 5°- CCGGGTTAACAGAACAATGGGTCTGGT - 3°
A-R : 3°-ACCAGACCCATTGTTCTGTTAACCCGG - 5°

Ligagdo dos Oligonucleotideos

Para formar sondas de fita dupla, primeiramente foram adicionados volumes iguais

de cada oligonucleotideo a 200 pM. Essa mistura do par de oligos foi agitada brevemente
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em vortex, e incubada a 65°C por 5 minutos, seguido de incubagdo a 37°C; apds essa etapa,
os tubos foram deixados a temperatura ambiente até estabilizacdo da temperatura e entdao
armazenados a -20°C. Para verificar o sucesso da liga¢do, as sondas dupla-fita foram

aplicadas em gel de agarose 2% (50% agarose 1000 / 50% comum).

Marcacgdo das Sondas

~ . . . ™ 32
A marcagao das sondas com a base C marcada radioativamente (Redivue ™ o-""P-

dCTP) (Amersham) foi realizada através da reacdo Klenow fill-in (Sambrook & Russel,

2001):

1 ulL ___ oligos dupla-fita (0,1 ug/uL)

4ul____ 10x fill-in buffer (100 mM MgClI2; 500 mM NaCl; 500 mM Tris HCI pHS)
3 pLialfa—”P dCTP (Amersham)

1 uL____ enzima Klenow (Invitrogen)

31ul____ H20 MilliQ

Volume Final 40 uLL

Essa reacdo foi incubada por 1 hora e 30 minutos a 25°C, em seguida interrompida

com a adicdo de 1 uL de EDTA 0,5 M pH 8,0.

Purificagdo das sondas

Para purificagdo das sondas foi utilizado o QIAquick Nucleotide Removal Kit
(Qiagen), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Apds purificacdo as sondas
foram ressuspendidas em 100 uL de H,O MilliQ, ficando com a concentracdo final de 1,5

ng/uL.
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Preparacdo do gel

Foi preparado um gel ndo-desnaturante de poliacrilamida 6%, proporcao
acrilamida/bis-acrilamida 30:0,8. O gel (espessura 1,5 mm) polimerizou durante 1 h, e foi
submetido a uma pré-eletroforese durante 1h30, a 150V. O tampao de eletroforese utilizado

foi TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,25x e o sistema de eletroforese utilizado foi vertical.

Reacado de Ligagdo (Reagdo Shift)

Foi realizado um gradiente de concentracdo da proteina SRY, come¢ando com 0,5

até 5 pug na reacao shift. A proteina estava com uma concentra¢ao inicial de 1 pug/uL .

Sondas Livres

18 uL. Tampao Shift (10 mM TrisHCI pH7,5; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; SmM
MgCly; 100 mM NacCl; 0,05U poly DI-DC; glicerol 5%)

2 uL sonda A marcada (3 ng)

Volume Final 20 uL

Sondas + Proteina SRY

18 - 13uL, Tampao Shift (10 mM TrisHCI pH7,5; 1 mM EDTA; 1 mM DTT;
SmM MgCl,; 100 mM NaCl; 0,05U poly DI-DC; glicerol 5%)

0,5-5puL proteina SRY normal ou mutante (0,525 pug)

2 uL sonda A marcada (3 ng)

Volume Final 20 pL.

Todo o preparo das reagdes foi realizado no gelo. O tampao shift e a proteina SRY
foram misturados e incubados por 15 minutos no gelo. A sonda A marcada foi entdo

adicionada a reacdo, que foi incubada por mais 15 minutos (que temperatura??).
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Eletroforese

As amostras foram aplicadas no gel sem o Loading Buffer, para nao interferir na
migracdo dos fragmentos. Para controle da migrac@o no gel, foi aplicado o Loading Buffer

separadamente.

O tempo de eletroforese foi de aproximadamente 2 h, a 120V (miliamperagem
maxima configurada em 20 mA, estabilizada em 10 mA). Durante o procedimento, a cuba
foi colocada em geladeira a 4°C, a fim de manter a temperatura do tampao e o do gel abaixo

dos 30°C, o que é fundamental para a estabilidade dos complexos DNA/proteina.

Pos-eletroforese

O gel foi seco no aparelho Hoefer Drygel Sr por 1 h, a 75°C, sob véicuo, e em
seguida, colocado em um cassete com intensificador a -70°C, para exposi¢dao por 24 h ao

filme de raio-X (Hyperfilm MP, Amersham Biosciences).

2.3 ESTUDO IN SILICO DA PROTEINA SRY MUTANTE E89K

Foi solicitada a modelagem da estrutura da proteina normal e mutante ES9K

no software on-line Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/, acesso livre) para fins

comparativos de estrutura . As sequéncias normais e mutantes foram geradas a partir do
arquivo fasta obtido no UniProt (http://www.uniprot.org/blast/?about=Q05066[1-204])
para a proteina SRY humana. A sequéncia normal foi modelada utilizando a mesma
sequéncia do acesso Q05066 no Uniprot. A sequéncia mutante, foi modelada
utilizando a mesma sequéncia do acesso Q05066 alterando o aminodcido 89 de E (4cido
glutamico) para K (lisina), gerado de acordo com a mutacdo observada na paciente
estudada com disgenesia gonadal. Para a realizacdo da modelagem, as sequéncias em
formato fasta foram enviadas para o Swiss-Model no modo Automaético. A partir dos
arquivos no formato PDB enviados pelo Swiss-Model, a visualiza¢do e a manipulagdo das
estruturas foram realizadas através da interface grafica gerada pelo programa de acesso
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livre STING Millennium (suite BlueStar STING, www.cnptia.embrapa.br) (Neshich et al.
2003).

2.4 ENSAIO DE EMSA COM FATOR DE TRANSCRICAO SPI1

Para a caracterizacdo das interagdes da proteina Spl aos sitios SplA e Sp1B, bem
como com o sitio SplAmut (SplA mutante, com a delecio de 3pb), foram realizados

ensaios de EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay).

2.4.1 Sintese dos oligonucleotideos

Foram sintetizados oligonucleotideos correspondentes aos sitios individuais SplA,
SplAmut (com a delecdo de 3 pb correspondente a mutacdo da paciente) e SplB. Além
disso, utilizou-se também sondas com os dois sitios de ligacdo de Spl adjacentes (Spl1A+B

e Spl Amut+B), tal qual estdo no promotor do gene SRY.

a) Spl A normal:

SplA-F : 5°- GGGTGTTGAGGGCGGAGAAATG - 3°
SplA-R : 3°- *CCACAACTCCCGCCTCTTTAC - 5°

b) Spl A mut

SplAmut-F : 5" - GGTGGTGTTGGCGGAGAAATGCA - 3°
SplAmut-R : 3°- *CACCACAACCGCCTCTTTACGT - 5°
c¢) Sp1B normal:

SplB-F : 5°- GGGTAGGCTGGTTGGGCGGGGTTGAG - 3°
SplB-R : 3°- *CCATCCGACCAACCCGCCCCAACTC - 5°
d) Sp1A+Sp1B normal:

SplA+B-F: 5  -GGGTAGGCTGGTTGGGCGGGGTTGAGGGGGTGTTGAGGGCGGAGARATG-3"
SplA+B-R: 3’ -*CCATCCGACCAACCCGCCCCAACTCCCCCACAACTCCCGCCTCTTTAC-5"
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e) Spl Amut+Sp1B:
SplAmut+B-F 5’- GGGTAGGCTGGTTGGGCGGGGTTGAGGGGGTGTTGGCGGAGAAATGCAA- 3’
SplAmut+B-R 3 - *CCATCCGACCAACCCGCCCCAACTCCCCCACAACCGCCTCTTTACGTT - 5°

2.4.2 Ligacao das Sondas

Para formar sondas de fita dupla, primeiramente foram adicionados 20 uL de cada
oligonucleotideo a 100 pM. Essa mistura do par de oligos foi agitada brevemente por
vortex, e incubada a 90°C por 3 minutos, seguido de 10 minutos a 70°C; apds essa etapa, 0s
tubos foram deixados a temperatura ambiente até estabilizacdo da temperatura e entio
armazenados a -20°C. Para verificar o sucesso da ligacdo, as sondas dupla-fita foram

aplicadas em gel de agarose 2% (50% agarose 1000 / 50% comum).

2.4.3 Marcacao das Sondas

B . . TM | 32
A marcacdo das sondas com a base C marcada radioativamente (Redivue™ o->*P-

dCTP) (Amersham) foi realizada através da reacdo Klenow fill-in (Sambrook & Russel,

2001):

3ul ___ oligos dupla-fita (10 pM)

4ul____ 10x fill-in buffer (100 mM MgClI2; 500 mM NaCl; 500 mM Tris HCI pHS8)
3 pLialfa—”P—dCTP (Amersham)

1uL___ enzima Klenow (Invitrogen)

29ul___ H20 MilliQ

Volume Final 40 uLL

Essa reagdo foi incubada por 1 hora e 30 minutos a 25°C, em seguida interrompida

com a adicdo de 1 uL de EDTA 0,5 M pH 8,0.
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2.4.4 Purificagdo das sondas

Para purificagdo das sondas foi utilizado o QIAquick Nucleotide Removal Kit
(Qiagen), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Apds purificagdo as sondas
foram ressuspendidas em 50 uL. de H,O MilliQ, ficando com a concentragdo final de 3

ng/uL.

2.4.5 Preparagao do gel

Foi preparado um gel ndo-desnaturante de poliacrilamida 6%, proporcao
acrilamida/bis-acrilamida 30:0,8. O gel (espessura 1,5 mm) polimerizou durante 1 h, e foi
submetido a pré-eletroforese durante 1 h, a 350 V. O tampao de eletroforese utilizado foi

TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5x e o sistema de eletroforese utilizado foi vertical.

2.4.6 Reagdo de Ligagdo (Reagdo Shift)

Foi realizado um gradiente de concentracdo da proteina SP1 (Promega), variando de

17 a 170 ng na reacdo shift. A proteina estava com uma concentragdo inicial de 0,170

ug/ul .

Sondas Livres

7 uL H,O MilliQ

1 uL sonda marcada

2 uL Tampao Shift (5 mM MgCl,; 2,5 mM EDTA; 2,5 mM DTT; 250 mM
NaCl;

50 mM Tris HCI pH7.5; 150 ng poly dI-dC; 20% glicerol)
Volume Final 10 pL.

Sondas + Proteina SP1
S5uL H,O MilliQ

1 uL sonda marcada (3 ng)
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0,1 -1uL_____ proteina SP1 (17 a 170 ng)

2 uL Tampao Shift (5 mM MgCl,; 2,5 mM EDTA; 2,5 mM DTT; 250 mM
NaCl;

50 mM Tris HCI pH7.5; 150 ng poly dI-dC; 20% glicerol)

Volume Final 10 pL.

Todo o preparo das reagdes foi realizado no gelo. As reacdes foram incubadas por

25 minutos a 20° C.

2.4.7 Eletroforese

As amostras foram aplicadas no gel sem o Loading Buffer, para ndo interferir na
migracdo dos fragmentos. Para controle da migracdo no gel, foi aplicado o Loading Buffer

separadamente.

O tempo de eletroforese foi de aproximadamente 1 h, a 350 V (miliamperagem
maxima configurada em 20 mA, estabilizada em 10 mA). Durante o procedimento, a cuba
foi colocada em geladeira a 4°C, a fim de manter a temperatura do tampao e o do gel abaixo

dos 30°C, o que € fundamental para a estabilidade dos complexos DNA/proteina.

2.4.8 Pos-eletroforese

O gel foi seco no aparelho Hoefer Drygel Sr por 1 h, a 75°C, sob vicuo, e em
seguida, colocado em um cassete com intensificador a -70°C, para exposi¢do por 24 h ao

filme de raio-X (Hyperfilm MP, Amersham Biosciences).

2.5 AVALIACAO DE EXPRESSAO COM GENE REPORTER - REGIAO
PROMOTORA SRY
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Para se quantificar a ativagdo dos promotores normal e mutante do gene SRY pela
proteina Spl, foram conduzidos experimentos de transfeccdo e expressdo com o gene
reporter da Luciferase (Desclozeaux et al., 1998a). Foram preparados plasmidios
construidos através da inser¢@o dos fragmentos do promotor contendo os sitios Sp1 normais
e mutado no vetor de expressdo de gene reporter pGL3 (Promega). Essas contru¢des foram
transfectadas em células da linhagem Hela, que foram cotransfectadas com os vetores

controle pRLTK, para normaliza¢ao do experimento.

2.5.1 Amplificacao do promotor do gene SRY

Para a amplificacdo da regido promotora do gene SRY contendo os sitios consenso
SplA e SplB foram utilizados os primers e as condicoes de PCR (Polymerase Chain
Reaction) descritas por Shmitt-Ney et al. (1995). As sequéncias normal e mutante foram
obtidas através da amplificacdo de um DNA controle, no caso da sequéncia normal, e a
mutante foi oriunda do préprio paciente com a delecdo de 3 pb no sitio SplA. Os
fragmentos de aproximadamente 360 pb foram submetidos a um nested-PCR, com primers
desenhados de forma a criar sitios de restri¢do para as enzimas Kpn I e Xho 1 (Grupo I) e
Kpn 1 e Nco 1 (Grupo II). A finalidade da sintese de fragmentos de 2 grupos de sitios de
restri¢ao distintos € para uma posterior ligacdo em regides diferentes do vetor de expressao

pGL3.

Primers

SRY5" Kpn I-s (5°- AGGTACCATGTTTTGCTTGAGAAT - 3°)
SRYS5" Xho I-as (5’ - GCTCGAGACTTATTTTACTATCCAA - 3°)
SRYS5" Nco I-as (5° - CCATGGTCAAAAACAAGGAGAG - 37)

Ciclo de amplificacdo
95°C por 5 minutos;
Ciclo 30X: 95°C por 30 segundos; 54°C por 30 segundos; 72°C por 1 minuto;
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72°C por 5 minutos;

15°C co.

Reagdo

H,O MilliQ 39,2 uL
10X High PCR Buffer (Pharmacia) S5 uL
dNTP (2 mM) 2,5 uL
Primer Kpn 1 (20 pMol/uL) 1 uL
Primer Xho I ou Nco 1 (20 pMol/uL) 1 uL
Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen) 1 uL
Dilui¢do 1:100 PCR SRY 1 uL

2.5.2 Clonagem no vetor pGEM-T Easy
Os fragmentos foram purificados em gel utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) e foram clonados utilizando o kit pGEM-T Easy Vector System

(Promega), na seguinte reacao de ligacao, incubada overnight a 8°C:

2x Rapid ligation buffer 3 ul
Vetor pGEM-T Easy (50 ng/uL) 1 uL
Fragmento purificado SuL
T4 DNA Ligase (10 U/uL) 1 pL

Volume Final: 10 pL
As etapas de clonagem no pGEM-Teasy, de transformacdo, selecdo das colonias

recombinantes, extragdo dos plasmidios e confirmacdo da sequéncia dos insertos seguiram

os mesmos procedimentos dos itens 2.2.2 a 2.2.7.
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2.5.3 Digestao e sub-clonagem nos vetores de expressdo pGL3

Digestao pGEM-T Easy + promotor SRY

Tampao Tango 10X (Fermentas) 5 uL
Enzima Kpnl (10 U/uL) (Fermentas) S uL
Enzima Nco I ou Xho 1 (10 U/uL )(Fermentas) S uL
Miniprep (1 pg/puL) 10 uL

H,O 25 uL

Volume Final 50 pL

Linearizacdo vetores pGL3

Tampao Tango 10X (Fermentas) 1 uL
Enzima Kpn 1 (10 U/uL) (Fermentas) 1 uL
Enzima Nco I ou Xhol (10 U/uL )(Fermentas)____ 1 uL
Vetor (1 pg/pul) 1,5 uL
H,O 5,5uL

Volume Final 10 pL

Ap6s 3 horas de incubagdo a 37°C, foi retirada uma amostra de 3 pL e aplicada em
gel de agarose 1%. Com a digestdo total confirmada, foi realizada a inativacdo das enzimas,
incubando a digestao por 15 minutos a 85°C. Ap0s a digestao, foi feita a purificacdo em gel
da banda corresponde ao fragmento liberado pelo pGEM-T Easy, assim como dos vetores

linearizados, utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Os fragmentos foram ligados nos vetores pGL3 (que expressam a enzima Firefly

Luciferase), seguindo as seguintes construgdes (Figuras 13 e 14):
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Figura 13. Construgdes I e II. Os fragmentos do promotor do gene SRY foram inseridos no
polylinker do plasmidio, antes do promotor, para desse modo ter avaliada sua

atividade moduladora da expressdo do gene luc+.
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Figura 14. Construgdes III e IV. Os fragmentos do promotor do gene SRY foram inseridos

exatamente no inicio do gene luc+, para dessa forma ter sua atividade atuando

como um promotor avaliada.
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As reacdes de ligagdo foram realizadas da seguinte forma:

2x Rapid ligation buffer (Promega) 5 uL
Vetor pGL3 digerido 1 uL
Fragmento purificado 3ulL
T4 DNA Ligase (10 U/uL) (Promega) 1 pL

Volume Final: 10 pL

As etapas subsequentes de transformacdo, selecdo das col6nias recombinantes,
extracdo dos plasmidios e confirmacdo da sequéncia dos insertos seguiram 0S mesmos

procedimentos dos itens 2.2.4 a 2.2.7.

2.5.4 Obtengdo das construcdes para transfeccdo

Confirmada a sequéncia e o posicionamento dos insertos nos vetores, foi realizada
maxiprep de todas as construgdes, utilizando o kit Plasmid Midi Kit (Qiagen), a fim de
obter uma maior quantidade das constru¢des com bons niveis de pureza, necessarios para os

procedimentos posteriores de transfec¢ao.

2.5.5 Cultivo Celular e Transfecgdo das células Hela

As construcdes génicas foram transfectadas em células da linhagem Hela,
derivadas de carcinoma cervical e que possuem uma alta capacidade de transfeccdo. As
células foram crescidas a 37°C, 5% de CO;, em meio F12 suplementado com 10% de soro
fetal bovino. As células foram semeadas numa densidade de 200.000 células por poco, em
uma placa com 6 pogos, aproximadamente 18 h antes da transfecgéo.

As células foram transfectadas com 1 pg de cada uma das construgdes ou entdo dos
controles positivo (pGL3 Control — Figura 15) e negativo (pGL3 Basic — Figura 16) da
expressdo da luciferase. O vetor pRL-TK (Figura 17) foi co-transfectado (100 ng) junto
com todas as construcdes e controles, para controle interno do experimento de transfecc¢ao.
Normalizando a atividade do vetor experimental com a atividade do vetor controle interno,
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¢ minimizada a variabilidade experimental causada por diferencas na viabilidade celular ou

na eficiéncia da transfeccao.

Synthetic poly(A)
signal / transcriptional

e pause site
(for background
Amp’ reduction)
Kpnl |5
f1 ori Sacl |11
Miul Th
ori Nhel |24
Smal |28
pGLk:'!-Ctnntrnl Xhol |32
ector Baglll
2448|5al (5256bp) = 2
24421BamH| SV40 Promoter
Hindlll 245
SV40 Enhancer
fios Ncol 278
MNarl 313

SV40 late”

poly(A) signal
(for luc+ reporter)
Hpal 2094

Xbal 1934

Figura 15. Vetor de expressdao pGL3-Control, utilizado como controle positivo.
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Figura 16. Vetor de expressdo pGL3-Basic, utilizado como controle negativo.
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Figura 17. Vetor de expressdo RL-TK, utilizado como controle interno do experimento de
transfeccdo. Os dados das leituras com os vetores experimentais pGL3 (que
expressam a Firefly Luciferase) foram normalizados com os dados do vetor

pRL-TK, que expressa a Renilla Luciferase.

A transfeccdo transiente foi realizada utilizando o kit FuGENE® HD Transfection

Reagent (Roche Applied Science), segundo as especificacdes do fabricante.

2.5.6 Quantificacdo da expressao e atividade da luciferase

Apos aproximadamente 48 horas de transfeccdo, foram iniciados os procedimentos
para quantificagdo da atividade da luciferase, utilizando o kit Dual-Luciferase® Reporter
Assay System (Promega). As células HelLa foram lisadas e o extrato celular utilizado para a
leitura da luminescéncia da Firefly luciferase, seguida da leitura da luminescéncia da
Renilla luciferase. As leituras da luminescéncia foram realizadas no aparelho Triathler
Multilabel Tester (Hidex). Os valores obtidos com os vetores experimentais foram
normalizados pelos valores obtidos com o vetor controle interno pRL-TK, através da
relacdo Firefly/Renilla.

Os experimentos de transfeccdo e quantificacdo da atividade da luciferase foram

realizados em triplicata, para reduzir a influéncia das varidveis experimentais no resultado.
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RESULTADOS
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1. SEQUENCIAMENTO DO GENE SRY EM NOVOS PACIENTES COM
DISGENESIA GONADAL

No sequenciamento automdtico das amostras de novos pacientes com disgenesia
gonadal, ndo foram encontradas mutagdes no gene SRY, nem em sua regido promotora.
Foram sequenciados sete individuos (Tabela 2), inclusive o pai e o irmdo da paciente
portadora da mutagdo Glu89Lys, mas ndo foram encontradas alteracdes (Figura 18). Esse

dado confirma a mutacdo Glu89Lys como um evento de novo, nao herdado.

Glu
F F Fy C T | I = Fy = Fy T | I = C i
Pai e irmao
(normais)
[
Lys
I Y Ay C T C i iy Ay = iy T C i = C &
Paciente

Figura 18. Comparagdo da sequéncia com a mutacao Glu89Lys com a sequéncia normal
presente nos familiares e nos pacientes analisados. Em destaque esta assinalada
a trinca de nucleotideos correspondentes ao cddon 89 e a troca de um

aminoécido 4cido (dcido glutamico) por um bdsico (lisina).
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Tabela 2. Resumo dos diagndsticos clinicos e dos achados moleculares no gene SRY

Gene SRY

Paciente Diagnéstico Cariétipo Regiao 5’ nao

codificante | traduzida

1 DG pura 46, XY Normal Del 5" 3pb
HMG-Box
2 DG pura 46, XY Normal
E89K
3 DG parcial 46, XY Normal Normal
4 DG pura 46, XY Normal Normal
5 DG pura 46, XY Normal Normal
6 DG pura 46, XY Normal Normal

Normal (pai paciente 2
7 46, XY Normal Normal
portadora da mutacao E89K)

Normal (irmio paciente 2
8 46, XY Normal Normal
portadora da mutacdo E§9K)

2. EXPRESSAO DE PROTEINA SRY** MUTANTE E VERIFICACAO
DE SUA INTERACAO COM DNA POR ENSAIO DE EMSA

Com a clonagem dos fragmentos normal e mutante do gene SRY no vetor pGEM-T
Easy, e posterior sub-clonagem no vetor de expressio pET28a, foi realizada a
transformacdo desses vetores recombinantes na linhagem de E. coli BL21DE3. Apds
triagem por PCR das colonias recombinantes portadoras do pET28a contendo o fragmento

do gene SRY, foram iniciadas as tentativas de expressdo da proteina SRY.
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2.1 Expressao e purificacdo da proteina SRY normal e mutante

Foi necessaria uma padronizagdo prévia das condi¢des de expressao, como o tempo
de indugdo, a concentragdo de IPTG e a densidade 6tica no momento de inducgdo, a fim de
garantir a produgdo da proteina SRY em quantidades suficientes e em boas condi¢Oes de
solubilidade. O primeiro parametro a ser fixado foi o tempo de inducgdo (Figura 19), e
depois a concentracdo minima de IPTG necessdria para induzir a expressdo da proteina

(Figura 20).

1234 M 5678
kDa

072 —
664 —

01 -
I

270 = mp Proteina SRY(~ 30 kDa)

20.0"

Figura 19. Gel de acrilamida 13,5% contendo amostras de proteina expressas por células
E. coli BL21DES3 transformadas com o vetor de expressdo pET28a. As linhas de
1 a 4 correspondem as amostras mutantes sem inducgdo (Oh), e com 1, 3 e Sh
ap6s inducdo com IPTG, respectivamente. A linha M corresponde ao marcador
de peso molecular (New England Biolabs), e as linhas de 5 a 8 correspondem as
amostras normais controle sem indu¢do (Oh), e com 1, 3 e Sh ap6s induc@o com
IPTG, respectivamente.
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Figura 20. Gel de acrilamida 13,5% contendo amostras de proteina expressas por células
E. coli BL21DES3 transformadas com o vetor de expressao pET28a. As linhas 1
e 2 correspondem as amostras mutantes sem inducdo (0 h) e com 3 h apds
indu¢do com IPTG na concentracdo final de 0,1 mM, respectivamente. As
linhas 3 e 4 correspondem as amostras mutantes sem indu¢do (0 h) e com 3 h
ap6s inducdo com IPTG na concentragdo final de 0,01 mM, respectivamente. A

linha M corresponde ao marcador de peso molecular (New England Biolabs).

Fixados estes parametros, foi realizada a primeira tentativa de extracdo da proteina
SRY das bactérias (Figura 21), verificando assim sua presenca na fracdo insolivel (pellet)
ou solivel (sobrenadante). Neste teste foi feita ainda mais uma tentativa de diminuir a
concentracdo de IPTG, a fim de proporcionar melhores condi¢des de solubilidade a
proteina.
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Figura 21. Gel de acrilamida 13,5% contendo amostras de proteina expressas por células
E. coli BL21DES3 transformadas com o vetor de expressdo pET28a. As linhas de
1 a 3 correspondem as amostras mutantes sem indu¢do (0 h), e com 3 h apds
indu¢do com IPTG na concentragao de 0,1 e 0,05 mM, respectivamente. As
linhas de 4 a 6 correspondem as amostras normais controle sem indug¢ado (0 h), e
com 3 h apéds indu¢do com IPTG na concentracio de 0,1 e 0,05 mM,
respectivamente. As linhas 7, 9, 11 e 13 correspondem as amostras mutantes e
normais da fracdo insoluvel (pellet) obtida apds a extracdo, enquanto quer as
linhas 8, 10, 12 e 14 correspondem as amostras mutantes € normais da fragdo
solivel (sobrenadante)obtida apds a extragdo. A linha M corresponde ao

marcador de peso molecular (New England Biolabs),

Nesse teste de expressao foi possivel observar que a maioria da proteina SRY ficou
na fracdo insolivel apds a extracdo; entretanto ha na fragdo soldvel proteinas com o mesmo
peso molecular da proteina SRY.
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Desse modo foi realizado um teste para verificar a possibilidade de purificagdo da
proteina a partir da fragdo solivel nessas condi¢cdes de extracdo. Apds a inducdo em um
volume maior de cultura, a extragdo realizada nas mesmas condi¢des e o sobrenadante
filtrado foi purificado na coluna de niquel (Figura 22). Pode-se observar que juntamente

com a proteina SRY foi eluida da coluna uma proteina contaminante.

kDa M 32 3 &5 67T 8 918
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Figura 22. Gel de acrilamida 13,5% contendo amostras de proteina expressas por células
E. coli BL21DE3 transformadas com o vetor de expressdao pET28a. As linhas e
le 2 correspondem as amostras mutantes sem indugdo (0 h), e com 3 h apds
indu¢do com IPTG na 0,05 mM, respectivamente. A linha 3 corresponde ao
sobrenadante obtido apds a extracdo. As linhas 4 e 5 correspondem ao
flowthrough e a lavagem da coluna de purificacdo, e as linhas de 6 a 10
correspondem a elui¢io da proteina da coluna em concentragdes crescentes de
Imidazol (20, 50, 100, 250 e 500 mM, respectivamente). A linha M corresponde

ao marcador de peso molecular (New England Biolabs).

93



Foi realizada entdo uma purificacdo partindo de um maior volume de cultura
induzida, com o objetivo de obter a quantidade necessdria da proteina SRY suficiente para
os procedimentos posteriores. Entretanto, ndo se obteve uma diferenca significativa entre a
quantidade de proteina obtida em relacdo a purificacio teste realizada em menor escala,
(Figura 23), possivelmente devido a menor eficiéncia da lise das bactérias durante a
extracdo, ja que o volume de cultura induzida utilizado foi muito maior. Pode-se observar
que a proteina SRY foi eluida com maior intensidade pelo tampao de eluicao contendo 250
mM de imidazol, enquanto que a fracdo eluida com tampdao 100 mM contém somente a
proteina contaminante. Como o ensaio de EMSA apresenta uma alta sensibilidade e

especificidade, decidiu-se utilizar esses extratos purificados das proteinas normal e mutante

para realizar os ensaios de EMSA.
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Figura 23. Gel de acrilamida 13,5% contendo amostras de proteina expressas por células
E. coli BL21DES3 transformadas com o vetor de expressdo pET28a. As linhas e
le 2 correspondem as amostras mutantes sem indug¢do (Oh), e com 3h apds
inducdo com IPTG na 0,05 mM, respectivamente. As linhas 3 e 4

correspondem ao pellet e ao sobrenadante obtidos apds a extracdo,
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respectivamente. As linhas 5 e 6 correspondem ao flowthrough e a lavagem da
coluna de purificagdo, e as linhas de 7 a 10 correspondem a elui¢do da proteina
da coluna em concentracdes crescentes de Imidazol (50, 100, 250 e 500 mM,
respectivamente). A linha M corresponde ao marcador de peso molecular (New

England Biolabs).
2.2 Ensaio de EMSA com as proteinas SRY normal e mutante

ApO6s vérias tentativas e alteragdes nas condicdes do gel e da reacdo de ligacdo, foi
obtido um gel com boa defini¢do das bandas (Figura 24), onde foi confirmado o resultado
que indica que a mutagdo E89K na HMG-Box do gene SRY diminui muito a capacidade de
ligacdo da proteina ao DNA-alvo. Pode-se observar que a partir da quantidade de lug a
proteina selvagem mostra uma capacidade de ligacdo maior, formando complexos de DNA-
proteina bem definidos, ao contrério da proteina mutante, que comeca a formar complexos

DNA-proteina, de forma fraca, s6 nas quantidades maiores de proteina (5 pg).

"/‘ Concentragdo SRY

el do—d 5.6/ & 9

. ' ' . mpComplexos sonda-proteina

Figura 24. Ensaio de EMSA, testando a capacidade de ligacdo das proteinas SRY
selvagem e mutante a0 DNA. A linha 1 corresponde a sonda livre A. As linhas
2, 4, 6 e 8 correspondem as reacdes constituidas por sonda + proteina SRY
selvagem em concentragdes crescentes (0,5 ug; lupg; 2.,5ug; 5Sug,

respectivamente), podendo ser observada a formacdo de complexos DNA-
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proteina. As linhas 3, 5, 7 e 9 correspondem as reagdes constituidas por sonda
+ proteina SRY mutante em concentragdes crescentes (0,5 ug; 1ug; 2,5ug; Sug,
respectivamente), podendo ser observado que a formagao dos complexos DNA-

proteina € bem menor em relacdo a proteina selvagem.

3. ANALISE IN SILICO DA PROTEINA SRY MUTANTE ES9K

A anélise estrutural por homologia da variante ES9K foi realizada com a intencdo de
compreender os efeitos da troca de aminodcidos na proteina SRY. Foi utilizado como
modelo uma estrutura previamente publicada, PDB-ID 1j46 (Murphy et al., 2001), que é
resultado da resolucao por RMN de um complexo em solucdo entre a HMG-Box selvagem
de SRY e um oligonucleotideo contendo a sequéncia-alvo de ligacdo. Segundo o modelo, a
HMG-Box de SRY possui um formato de L, que consiste das duas regides C e N-terminal
em forma de fita e de 3 a-hélices (Figura 25).Vale ressaltar que a estrutura pdb utilizada
para modelagem ndo apresenta a sequéncia completa da proteina SRY, apenas a HMG-Box

€ analisada, apresentando porém alto grau de similaridade.

Figura 25. Modelo da HMG-Box de SRY complexada com o DNA (roxo). Destacadas na
estrutura as o-hélices 1 (vermelho), 2 (azul) e 3 (rosa), além do residuo E89

(verde) na a-hélice 2.

96



A estrutura da proteina homoéloga 1j46.pdb — cadeia A, apresentou cerca de
98% de similaridade com a proteina SRY mutante E89K, sendo que a similaridade com a
sequéncia normal da HMG-Box de SRY foi de praticamente 100%, diferindo apenas em
aminodcidos utilizados para clonagem e expressdo da proteina recombinante no modelo
estrutural.

A proteina SRY mutante E89K, modelada pelo Swiss-Model, foi alinhada com a
proteina disponivel no PDB, 1J46.pdb — cadeia A, representando o dominio HMG-Box da
proteina SRY selvagem e a partir da qual a mutante foi modelada. No alinhamento,
somente a por¢do correspondente ao dominio HMG-Box foi alinhada, sendo que os
outros residuos da proteina, solicitados na modelagem foram excluidos. As estruturas
ficaram praticamente idénticas mesmo com a mutacdao E89K (Figura 26), diferindo apenas
na estrutura individual dos dois aminoicidos. Segundo o modelo, o aminodcido 4cido

glutamico ndo faz ligacdo com o DNA na HMG-Box da proteina SRY selvagem.

Figura 26. Modelo 1J46.pdb, representando a HMG-Box da proteina SRY selvagem,

alinhado com a modelo gerado da proteina SRY mutante E89K.. Destacados na
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estrutura da proteina os aminodcidos que segundo o modelo interagem com o
DNA (em amarelo). Em destaque a sobreposi¢ao da residuo E no modelo
normal (em vermelho) ao residuo K no modelo mutante (em azul),
demonstrando a conformacdo estrutural discrepante entre os residuos (destaque

no quadro).

Os contatos internos realizados pelo residuo K89 na proteina SRY mutante
E89K foram analisados e comparados com os contatos realizados pelo residuo

original E89 no modelo 1j46 (Figura 27).

NPIEM NS 1%

Figura 27. Grafico de contatos internos perdidos ou estabelecidos pelas trocas de
aminodcidos (fornecido pelo programa STING). A troca de um acido
glutamico (E) por uma lisina (K) no aminodcido 89 cria mais uma intera¢ao
do tipo ponte de hidrogénio, com o aminodcido asparagina (N) na posicao 87.

Segundo o modelo, o residuo N87 interage diretamente com o DNA.
Para verificar se essa nova interacio do aminodcido lisina na posicdo 89 com a

asparagina na posi¢ao 87 afeta as interagdes também da asparagina, foi realizada a mesma

andlise de contatos internos entre as proteinas normal e mutante (Figura 28).
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Figura 28. Grafico de contatos internos (fornecido pelo programa STING) verificando o
efeito da nova interacdo estabelecida entre o aminodcido mutante lisina (K) na
posicdo 89 e o aminodcido asparagina (N) na posicdo 87. Além da nova
interagdo com o residuo K89, o residuo N87 estabelece mais uma interacao, do
tipo ponte de hidrogénio, com o aminodcido isoleucina (I) na posicao 90, além

de manter a sua interagdo com o residuo de serina (S) na posicao 91.

A conservacdo do aminoicido 89 dacido glutdmico foi analisada pelo programa
STING Report (Figura 29) e verificou-se uma alta conservagao (85%) pelo HSSP (que faz
uma estimativa de similaridade entre a proteina analisada, as estruturas de proteinas do
PDB e as sequéncias de proteinas no Uniprot), com baixa entropia relativa. A conservacao
deste e do residuo K92 com o qual ele interage indicam a importancia desses residuos para
a proteina. Os residuos N87 (que faz nova interacdo com o residuo K89 mutante) e S91
interagem diretamente com o DNA segundo o modelo, e se mostraram também altamente
conservados. Outro dado observado na andlise é que ndo hd descricdo de lisina (K) na
posicao 89, o que indica que esse tipo de alteracdo no aminodcido da posi¢ao ndao é comum,
sendo potencialmente danosa. Nenhum dos outros aminoécidos também observados nessa
posicdo, com porcentagens baixas (V, A, S, Q e N) € de propriedade semelhante ao
aminodcido K89 mutante (lisina, um aminodcido basico carregado positivamente). Fora o
acido glutdmico (E), o aminodcido mais abundante na posi¢do 89 € o acido aspartico (D),
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de propriedades semelhantes ao dcido glutamico (cadeia lateral &cida, carregada

negativamente).
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Figura 29. Andlise de conservacdo do aminodcido dcido glutamico (K) na posicdo 89 da
proteina SRY. Destacados em vermelho os residuos mais conservados, assim
como a porcentagem de conservacdo de E, auséncia de K e valor de entropia

relativa.

4. ENSAIO DE EMSA - FATOR SP1

Foram necessdrias vdrias tentativas até se chegar a uma padronizagdo dos
parametros para os ensaios de EMSA com o fator Spl. Essa ndo era uma técnica de rotina
no laboratério, e a adaptacdo dos equipamentos disponiveis para as caracteristicas
especificas desse tipo de ensaio gerou diversas dificuldades no inicio. Depois de
contornadas essas dificuldades materiais, foi necessdrio também um ajuste fino das

condicdes do gel de poliacrilamida, assim como dos componentes da reacao de ligacdo das
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sondas de DNA marcadas a proteina (como a concentracdo do fator Spl, das sondas e dos
componentes do tampao de ligacdo), até se chegar a resultados satisfatérios. A Figura 30
ilustra uma das primeiras tentativas do experimento, onde podem ser observadas as bandas
de shift entre as sondas e o fator Spl, mas a falta de definicio das bandas dificulta a

observacdo de diferencas de ligacdo entre as 2 sondas.

1 @& 3 4

‘ ‘ p ! mPlizacio sonda/sSP1

. - mp Sondaslivres

Figura 30. Ensaio de EMSA. As linhas 1 e 2 correspondem as sondas livres Sp1A+Sp1B e
SplAmut+Sp1B, respectivamente. As linhas 3 e 4 correspondem aos
complexos DNA-proteina formados entre o fator Spl e as sondas SplA+SplB e

SplAmut+Sp1B, respectivamente.

ApO6s vérias tentativas e alteracdes nas condicdes do gel e da reacdo de ligacdo, foi
obtido um gel com melhor defini¢do das bandas (Figura 31), onde foi confirmado o
resultado ja descrito na literatura (Assumpcgao et al., 2005) de que a muta¢do no sitio SplA
abole a ligacdo do fator Spl, e possivelmente estaria prejudicando a expressao do gene na
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paciente com disgenesia gonadal pura 46,XY. Entretanto, quando analisados os dois sitios
adjacentes na mesma sonda, tal qual estio no promotor do gene SRY, ndo se pode ainda

observar diferengas na ligagc@o entre as sondas normal e mutante.

I 2 3 & 5 & 7 &8 9 10
mp Ligacdo em 2 sitios

mPLizacio em 1 sitio

Figura 31. Ensaio de EMSA. As linhas de 1 a 5 correspondem as sondas livres SplA,
SplAmut, Sp1B, SplA+SplB e SplAmut+Sp1B, respectivamente. As linhas
de 6 a 10 correspondem aos complexos DNA-proteina formados entre o fator
Spl e as sondas SplA, SplAmut, SplB, SplA+SplB e SplAmut+SplB,

respectivamente

Como mais uma confirmacdo de que a mutacdo no sitio SplA impossibilita a
ligacdo do fator Spl, realizamos um ensaio de competicio com sondas frias (ndo
marcadas). Estas sondas, aplicadas em um excesso de 100 vezes em relacdo a sonda
marcada SplA + Sp1B normal, competiram com a sonda marcada pela ligag@o ao fator Spl
na reagdo de ligacdo. Como pode ser observado na Figura 32, apenas a sonda A normal
mostrou-se capaz de competir e inibiu a ligacdo de Sp1 a sonda marcada; ja com a sonda A
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mutante competindo, podemos observar as bandas de shift, j4 que a sonda marcada nao
encontrou competicdo para se ligar e formar o complexo DNA-proteina com o fator de

transcricao.

1 2 3
‘ ‘ mp Ligacdo em 2 sitios

| ’ *Ligacﬁo em 1 sitio

#Sondas livres

Figura 32. Ensaio de EMSA. A linha 1 corresponde a sonda livre SplA+Sp1B. A linha 2
corresponde ao complexo DNA-proteina formado entre o fator Spl e a sonda
SplA+SplB, mesmo com a competicdo da sonda fria SplAmut. A linha 3
corresponde a reag@o contendo o fator Spl e a sonda SplA+Sp1B, sendo que a

sonda fria Sp1A normal inibe a forma¢do do complexo DNA-proteina.

A fim de analisar se estaria sendo utilizado um excesso do fator Sp1, o qual poderia
impedir a observacado de diferencas na ligacdo entre as sondas normal e mutante, foi feito
um gradiente de concentragdo do fator Spl na reacdo de ligacdo, e assim puderam ser
observadas diferencas significativas na ligacdo. Com a redu¢@o em dez vezes da quantidade

do fator Sp1 na reagdo foi resolvido o problema estequiométrico de excesso de proteina na
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reacdo, e ficou claro que a mutacdo no sitio SplA inibe a ligacdo do fator Spl mesmo com

o sitio Sp1B adjacente, que por sua vez mantém sua capacidade de ligacdo (Figura 33).

1l 2 3 & 53 & 1 B
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Figura 33. Ensaio de EMSA. As linhas 1 e 2 correspondem as sondas livres SplA+Sp1B e
SplAmut+Sp1B, respectivamente. As linhas 3, 5 e 7 correspondem aos
complexos DNA-proteina formados entre o fator Spl e a sonda SplA+SplB,
com quantidades crescentes de Sp1 aplicadas na reagdo de ligacdo (17, 85 e 170
ng, respectivamente. As linhas 4, 6 e 8 correspondem aos complexos DNA-
proteina formados entre o fator Spl e a sonda SplAmut+SplB, com
quantidades crescentes de Sp1 aplicadas na reagdo de ligacao (17, 85 e 170 ng,

respectivamente).

As bandas de menor peso molecular correspondem aos complexos do fator Spl

ligado a somente um dos sitios (SplA ou Spl B), enquanto que a banda de maior peso
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molecular corresponde a ligacdo de Spl nos 2 sitios. Essa ligacdo dupla ndo € observada na
sonda SplAmut + Sp1B, j4 que a mutagdo no sitio Spl A praticamente abole a ligacdo do

fator Sp1 ao sitio (Figura 33).

5. ENSAIO DE EXPRESSAO COM GENE REPORTER

Com as sequéncias da regido promotora normal e mutante do gene SRY clonadas
nos vetores pGL3, foi realizada a extracdo em larga escala (maxiprep) das construgdes,
necessdria para obter um numero elevado de plasmidios com boa qualidade, para a
posterior transfecc@o das linhagens celulares.

Os resultados dos experimentos de transfec¢do transiente, expressos em unidades
relativas de luz (ULR), estdo apresentados na Tabela 3, representando as médias obtidas a

partir dos valores dos 3 experimentos de transfeccao realizado com cada construcao.

Tabela 3. Resultados das médias dos experimentos de transfec¢do transiente em células

HelLa.

Vetores/Construcoes Atividade da Luciferase (ULR)
Control (+) 15.406.007
Basic (-) 10.860
I 2.878.644
I 2.955.502
I 1.296.085
v 661.904
Células Vazias 377
DNA Nu 312
Fugene 602
Branco 99
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Os resultados estdo representados graficamente na Figura 34. As construgdes I e II
(promotor de SRY clonado antes do promotor SV40, para verificar modulacdo),
apresentaram valores proximos entre si. As construgdes III e IV (promotor de SRY clonado
em vetor pGL3 sem promotor, para verificar capacidade de promocdo da expressdo da
luciferase) foram capazes de induzir a expressdo da luciferase e apresentaram diferenca
maior entre si, sendo que a construcdo III (promotor normal) apresentou aproximadamente

o dobro de atividade que a construcdo IV (promotor mutante).

Atividade da Luciferase (ULR)

Figura 34. Atividade da luciferase apresentada pelas constru¢des génicas e controles em
células HeLa. Resultados representam média dos valores em ULR (Unidades

Relativas de Luz) obtidos em 3 experimentos de transfec¢ao.

Uma vez que a atividade da enzima luciferase corresponde a expressao do seu gene,
a atividade do vetor Control (controle positivo) foi definida como tendo 100% de atividade,
e os valores dos demais controles e construcdes foram expressos como porcentagem da
atividade do vetor Control. Essa atividade relativa da luciferase (Figura 35), indica que as
construcdes I e Il ndo diferiram muito no nivel de expressdo da luciferase (18,6% e 19,1%,
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respectivamente). A construgdo I1I, com 8,4%, apresentou o dobro do nivel de expressdo da

construcdo IV (4,2%).

Atividade Relativa da Luciferase

Control  Basic

Figura 35. Atividade relativa da luciferase apresentada pelas contru¢des génicas e
controles em células Hel.a.da luciferase das constru¢des génicas e controles
em células HelLa. As médias de atividade da luciferase das diferentes
construcdes e controles sdo expressas como porcentagem da atividade do

vetor controle pGL3 Control, definido como 100% de atividade.

Com a normalizagdo dos dados obtidos com os vetores experimentais pGL3 com os
dados apresentados pelo vetor controle pRL-TK, foi obtida a relacdo Firefly/Renilla das
construgdes (Figura 36). Novamente as construcdes I e II apresentaram um resultado muito
semelhante entre si (0,39 e 0,41, respectivamente). J4 a construcdo III apresentou uma
relacdo de 0,69, aproximadamente duas vezes maior que a relacdo da construgao IV (0,32).
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Relagiao Firefly/Renilla

Figura 36. Relacdo Firefly/Renilla, normalizando a média dos dados obtidos com os
vetores experimentais pGL3 com a média dos dados obtidos com vetor controle

pRL-TK, que foi co-transfectado com todas as construcdes.
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DISCUSSAO



1. SEQUENCIAMENTO DO GENE SRY EM NOVOS PACIENTES COM
DISGENESIA GONADAL

Niao foram encontradas mutacdes no gene SRY entre os pacientes com disgenesia
gonadal 46,XY. Possivelmente muitos pacientes com disgenesia gonadal 46,XY idiopitica,
com a sequéncia do gene SRY normal, possuem mutagdes ainda ndo descritas afetando o
timing ou entdo os niveis de expressdao de SRY, deixando a estrutura da proteina intacta
mas prejudicando sua atuacdo (Wilhelm et al., 2009). Os parentes da paciente portadora da
mutacdo E89K possuem a sequéncia do gene SRY normal. Esse dado configura essa
mutacdo como um evento de novo. Geralmente, devido ao comprometimento da capacidade
reprodutiva do individuo, as mutacdes em SRY ndo sdo herdadas, afetando somente um
individuo da familia. Entretanto, em casos incomuns, sao encontradas mutag¢des familiais
(Plaseska-Karanfilska et al., 2007; Gimelli et al., 2007; Assumpacdo et al., 2002). Essa
grande variedade fenotipica no efeito das mutacdes no gene SRY muitas vezes dificulta a

correlacdo entre o gendtipo e o fenétipo dos pacientes.

2. EXPRESSAO DE PROTEINA SRY** MUTANTE E VERIFICACAO
DE SUA INTERACAO COM DNA POR ENSAIO DE EMSA

A maioria das mutagdes reportadas no gene SRY em pacientes com distirbios da
diferenciacdo sexual tem sido descritas no dominio HMG-Box (Harley et al., 2003). Harley
e colaboradores (1992) descrevem 5 casos de disgenesia gonadal com reversdao sexual
completa, nos quais foram encontradas mutagdes na regido codificante do dominio HMG-
Box. Em 4 desses casos a atividade de ligacdo da proteina SRY mutante ao DNA foi nula,
sendo que no outro caso a atividade de ligacao foi reduzida.

A mutacdo E89K, associada com disgenesia gonadal pura 46,XY, reduziu em alto
nivel a atividade de ligacdo in vitro da proteina SRY mutante ao DNA, possivelmente

devido a troca do aminodcido Acido Glutimico (de cadeia lateral com grupo negativo
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acido) pelo amino4cido Lisina (de cadeia lateral com grupo positivo bésico). Essa troca de
aminodcidos com caracteristicas fisico-quimicas diferentes possivelmente afeta a interacdo
entre a proteina SRY e o DNA, ou entdo a prépria conformacio da proteina mutante, que
pode exibir um dominio HMG-Box com afinidade menor para ligagdo ao DNA. Em um
estudo de conservacdo da sequéncia dos aminodcidos do gene SRY, comparando diversas
espécies de mamiferos (Shahid et al., 2008), o aminoacido Acido Glutamico, na posicdo 89,
se mostra conservado em todas as espécies; quando a HMG-Box do gene SOX ¢ analisada,
apenas uma alteragdo é observada, com uma troca para o aminodcido Asparagina (polar de
carga neutra).

Mutacdes na mesma regido da proteina SRY, que € altamente conservada (alfa-
hélice II), envolvendo os aminodcidos 90, 91, 94 e 95 também causaram redu¢@o, mas nao
aboliram a atividade de ligacdo in vitro da proteina SRY ao DNA (Pontiggia et al., 1994;
Schmitt-Ney et al., 1995; Mitchell & Harley, 2002). Os efeitos das mutacdes no gene SRY
sdo varidveis; alguns mutantes possuem atividade de ligacdo ao DNA abolida ou reduzida
(Harley et al., 1992; Pontiggia et al., 1994; Poulat et al., 1994; Mitchell & Harley, 2002);
outros apresentam atividade de ligagdo moderada (Harley er al., 1992; Pontiggia et al.,
1994; Mitchell & Harley, 2002), enquanto outros exibem a mesma atividade de ligacdo ao
DNA que as proteinas selvagens (Schmitt-Ney et al., 1995; Mitchell & Harley, 2002).
Nesse casos, possivelmente uma outra propriedade da proteina SRY estd sendo afetada,
como a fosforilacdo (Assumpcdo et al., 2002) ou a importacdo nuclear da proteina
(Hersmus et al., 2009).

Uma inser¢do de uma adenina na regido codificante do cédon 89 ja foi descrita,
numa paciente com disgenesia gonadal completa 46,XY. Essa mutacdo leva a um
frameshift e a formacdo de um stop codoén no aminodcido 103 da proteina (Salehi ef al.,
2006).

H4 uma alta correlacdo entre resultados in vitro e in vivo em andlises envolvendo
mutantes da proteina SRY. Mutacdes com efeitos mais severos in vivo em geral sdo aquelas
com os maiores efeitos in vitro sobre as atividades de ligacdo e dobramento do DNA
exercidas pela proteina SRY. Além disso, foi observado que mutagdes de novo (como € o
caso da mutacdo E89K, sem casos na familia) em geral causam uma reducdo muito maior
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na atividade de ligacdo da proteina SRY ao DNA do que quando considerados os casos de
mutagdes familiais (Mitchell & Harley, 2002).

Provavelmente, um nivel minimo de atividade ou expressdo da proteina SRY deve
ser atingido para que a determinacdo testicular ocorra normalmente. A redu¢do em alto
nivel da atividade de ligacdo in vitro ao DNA mostrada pela proteina SRY mutante E§9K é
um forte indicio de que atividade reduzida da proteina ndo foi suficiente para desencadear o
processo de determinacgdo testicular, desencadeando entdo o quadro de disgenesia gonadal

46,XY apresentado pela paciente.

3. ANALISE IN SILICO DA PROTEINA SRY MUTANTE ES89K

A andlise estrutural da variante E89K foi realizado por homologia com o modelo de
uma estrutura previamente publicada, PDB-ID 1j46 (Murphy et al., 2001). Esse modelo, de
acordo com o grafico de Ramachandran, pode ser considerado um modelo de boa
qualidade, ja que possui 96,05% de seus residuos de aminodcidos em regides favoraveis,
incluindo o residuo E89. Esse residuo se encontra na a-hélice 2 da HMG-Box, e ndo possui
interacdo direta com o DNA. A partir desse modelo, foi gerado por homologia, através da
ferramenta online Swiss-Model, um modelo, contendo a troca de aminoécido E pelo K na
posicao 89 da HMG-Box de SRY. Os dados do grafico de Ramachadran para esse modelo
mutante gerado por homologia também se mostraram favordveis, com 93,42% dos
aminodcidos contidos em regides favordveis, incluindo o aminoacido K na posi¢ao 89.

Se a principio ndo traz mudangas estruturais significantes, a troca do aminoacido E
pelo K causada pela mutacdo provavelmente entdo interfere na rede de interacdes entre os
aminodcidos. A analise dos contatos internos realizados pelo residuo K89 na proteina
SRY mutante E89K revela a formagdo de novas interacdes com outros residuos
importantes. O residuo N87 se liga diretamente ao DNA, através da ligacdo de ponte de
hidrogénio entre seu grupo carboxiamida ao dtomo N-3 do nucleotideo A-10 do DNA. O
residuo S91 forma ponte de hidrogénio através de seu grupo hidroxila com o dtomo O2 do

nucleotideo T19 do DNA. O residuo 190, que interage com o residuo N87 somente na
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proteina mutante, forma um complexo responsdvel por estabilizar a orientacdo das o-

hélices 1 e 2 (Murphy et al., 2001) (Figura 37).

Figura 37. Residuo de isoleucina (branco) na posi¢ao 90, formando complexo na jungdo
das a-hélices 1 e 2. Esse conjunto de interacdes entre os aminodcidos tem
funcdo de estabilizar a orientagdo das a-hélices. O residuo 190 forma uma nova

interacdo de ponte de hidrogénio com o residuo K89 mutante.

Dessa forma, a interacdo do aminoédcido K na posi¢cdo 89 com o residuo N87, de
ligacdo direta ao DNA, pode interferir na capacidade desse residuo interagir com a base
adenina do DNA. Além disso, o residuo N87 ainda estabelece nova interagao com o residuo
190, integrante de um complexo responsdvel pela estabilizacdo da estrutura secunddria da
proteina. Pode-se inferir entdo que a mutacdo E89K, mesmo ndo afetando um aminoacido
de ligacdo direta ao DNA, pode estar interferindo indiretamente com a capacidade de
ligacdo ao DNA do aminodcido N87 pela nova interagdo estabelecida. Além disso, pode
também estar afetando a estabilidade da estrutura secunddria da HMG-Box da proteina
SRY, pela interferéncia indireta com o aminoacido 190, mesmo que no alinhamento dos
modelos ndo tenham sido verificadas alteracdes estruturais visiveis. Had que se considerar
também o fato que o residuo K89 mutante é vizinho ao residuo 190, podendo interferir
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estruturalmente no complexo de estabilizacdo das a-hélices 1 e 2.

A andlise de conservacdo revelou um alto indice de conservacdo do aminodcido
dcido glutdmico na posicdo 89 (85%). O residuo K92, com o qual ele interage, apresentou
indices ainda maiores, o que indica a importancia dos residuos dessa regido da a-hélice 2
para a fungdo da proteina SRY. Os residuos N87 (que faz nova interacdo com o residuo
K89 mutante) e S91 interagem diretamente com o DNA, e se mostraram também altamente
conservados, o que também refor¢a a sua importancia na funcdo de binding ao DNA. A
presenca do aminodcido lisina na posi¢ao 89 também se mostrou altamente discrepante pela
andlise de conservacdo, ndao tendo sido documentada anteriormente nessa posicdo da

proteina, tampouco a presenca de outros aminoécidos basicos (carregados positivamente).

4. ENSAIO DE EMSA - FATOR SP1

Com a redu¢do em dez vezes da quantidade do fator Spl na reagdo foi resolvido o
problema estequiométrico de excesso de proteina, e ficou claro que a mutacdo no sitio
SplA inibe a ligacdo do fator Spl mesmo com o sitio SplB adjacente, que por sua vez
mantém sua capacidade de ligacdo. Esse dado € condizente com a literatura, onde foi
verificado que a ligacdo do fator Spl a 2 sitios adjacentes € feita de forma independente
(Pascal & Tjian, 1991).

Segundo Pascal & Tjian (1991), o fator Spl € capaz de formar dimeros, trimeros,
tetraimeros e complexos ainda maiores quando ligado ao DNA, mesmo que em sitio Unico,
sendo que a formacgdo desses complexos € dependente da concentracdo da proteina na
reacdo. Além disso, demonstraram que o fator Spl se liga como uma tnica molécula em
condi¢cdes onde ha um excedente de sondas, ou seja, quando ndo ha moléculas de Spl
suficientes para se ligar em todos os sitios das sondas presentes na reacao. Quando ocorre
um aumento da concentragdo de Spl, o quadro se inverte e comeca a haver um excesso de
proteina em relacao aos sitios de ligacdo, ndo sobram sondas mas sim proteinas nao ligadas,
que comecam a interagir com as moléculas de Spl ja ligadas as sondas, formando entdo

complexos de maior peso molecular.
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Considerando os excessos de reagentes, provavelmente era o efeito dessa
estequiometria que ocorreu nos primeiros ensaios de EMSA e impedia a visualizacdo de
diferencas entre as sondas normal e mutante, ja que era utilizada uma concentracdo fixa de
Spl (170 ng na reacdo de ligacdo), sugerida pelo fabricante. Com esse excesso de proteina,
nas sondas normais eram observadas 2 bandas, correspondentes a ligacdo do fator aos 2
sitios ativos de ligacdo presentes; entretanto, nas sondas mutantes, mesmo com o sitio A
inativo, eram observadas também 2 bandas, mas neste caso provavelmente a banda de
maior peso molecular representaria a forma¢do de um complexo entre o fator Sp1 ligado ao
sitio B e outra molécula da proteina interagindo com o fator ligado, aumentando assim o
peso molecular do complexo e a altura da banda no gel, mascarando assim a auséncia de
ligacdo ao sitio A mutado.

Nesse quadro, a banda de menor peso molecular corresponde aos complexos do
fator Sp1 ligado a somente um dos sitios (SplA ou Sp1 B), enquanto que a banda de maior
peso molecular corresponde a ligacdo de Spl nos 2 sitios. Essa ligacdo dupla nado é
observada na sonda Spl Amut + Sp1B, ja que a mutagdo no sitio Sp1 A praticamente abole a
ligacdo do fator Spl ao sitio (Assumpc¢ao et al., 2005).

Observa-se também a auséncia de sondas livres com maiores quantidades de
proteina (80 e 170 ng), o que indica que havia mais moléculas de Spl do que sitios
disponiveis nas sondas, demonstrando que hda um excedente de proteina, possivelmente
interagindo e complexando com os fatores ja ligados as sondas. Pelo contrario, na menor
quantidade de proteina (17 ng), hd sobra de sondas livres, o que indica que havia mais sitios
do que moléculas de proteina disponiveis, e assim todas as moléculas do fator Spl
disponiveis na reagdo estdo ligadas as sondas, de forma monomérica. Esse efeito da
quantidade de proteina na quantidade final de sondas livres é semelhante ao encontrado por
Pascal & Tjian (1991).

Embora o sitio SplA exiba menor afinidade de ligacdo com o fator Spl e
aparentemente nio seja crucial para a ativacdo por Spl da transcricdo do gene SRY
(Desclozeaux et al., 1998a), ele possivelmente possui um papel de cooperagdo junto com o
sitio Sp1B. Su e colaboradores (1991) demostraram por andlises de microscopia eletronica
a interacdo entre fatores Spl ligados ao promotor SV40, que possui 6 sitios de ligagdo ao
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fator Spl (Gc Boxes) adjacentes, numa arquitetura semelhante a do promotor do gene SRY.
Possivelmente para a ativagdo da transcricdo de SRY ocorre a formac¢do de um complexo
transcricional entre fatores Spl ligados aos 2 sitios e o fator WT1 ligado ao sitio que
intercala os 2 sitios de ligagdo a Spl no promotor, e qualquer mutagdo em algum desses
sitios pode afetar a expressio de SRY em diferentes niveis. E conhecido que os niveis da
proteina SRY devem atingir um limiar para induzir a diferenciacdo testicular; sendo assim,
mutagdes na regido regulatéria podem ter um efeito varidvel, podendo ser associadas com
um homem normal ou com um fendtipo feminino de reversdao sexual, dependendo do
quanto os niveis de SRY ficaram préximos ou distantes do limiar necessario (Assumpgao et
al., 2005).

A ocorréncia de diversos fenotipos em individuos portadores da mesma mutagdo no
sitio SplA na familia objeto de nosso estudo suporta essa hipotese da variabilidade
fenotipica produzida por mutagdes em regides promotoras, que podem ter efeitos diversos

devido a complexidade das interagdes necessdrias para a ativacdo da transcricdo génica.

5. ENSAIO DE EXPRESSAO COM GENE REPORTER

J4a foi demonstrado experimentalmente a capacidade do fator Spl induzir a
expressao de gene reporter mediante ligagdo ao promotor do gene SRY (Desclozeaux et al.,
1998). As construcdes I e II, clonadas anteriormente ao promotor SV40, demonstraram
reduzida diferenca entre si na ativacdo da expressdo da luciferase. Possivelmente a
atividade forte do promotor SV40 encobriu alguma diferenca entre a capacidade de
ativacdo das construgdes.

As construgdes III e IV se mostraram capazes de induzir a expressdo da luciferase,
mesmo na auséncia de um promotor. A construcao III se mostrou em média 2 vezes mais
eficiente nessa ativacdo, permitindo inferir que o promotor normal se mostrou em média
duas vezes mais eficiente na ativacido da expressdo da luciferase que o promotor mutante.

Entretanto, mais experimentos sdo necessdrios para confirmar esse dado, até porque nas
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células da linhagem Hela ndo se tem detectado a expressdo da maioria dos genes
especificos do sexo masculino (De Santa Barbara et al., 1998).

A transfec¢do de outras linhagens celulares com perfil de expressdo mais adequado
ao estudo de atividade transcricional de SRY, como a linhagem de células pluripotentes de
teratocarcinoma testicular de embrido humano, NT2-D1 (N-Tera2, clone D1), que
expressam a maioria dos genes relacionados com a determinacdo sexual masculina (De
Santa Barbara et al., 1998), seria necessdria. Para confirmar se realmente € a muta¢ido no
sitio de ligacdo do fator Sp1A que estd causando essa diferenca na fun¢do do promotor do
gene SRY, seria necessdrio ativar e desativar a expressdo da proteina Spl. As células de
Drosophila SL2 ndo expressam os fatores de transcri¢cdo da familia Sp1 (Schneider, 1972),
e dessa forma poderiam ser co-transfectadas com algum plasmidio que expresse o fator
Spl, a fim de confirmar se realmente € a atuacdo desse fator que estd sendo prejudicada

pela delecdo de trés pares de base no sitio de ligacao.
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CONCLUSOES



Seis pacientes com disgenesia gonadal 46,XY possuem a sequéncia codificante e
promotora do gene SRY normal. Possivelmente alguma mutacdio na regido
codificante ou promotora de outro gene envolvido na cascata da diferenciacdo sexual

possa ter desencadeado a falha na determinacgdo testicular e a reversao sexual.

A mutacio E89K constitui um evento de novo, uma vez que ndo foi encontrada nos

parentes da paciente com disgenesia gonadal 46,XY.

A mutagdo E89K, associada com disgenesia gonadal pura 46,XY, reduziu
significativamente a atividade de ligacdo in vitro da proteina SRY mutante ao DNA,
o que indica que a atividade reduzida da proteina mutante ndo foi suficiente para
desencadear o processo de determinagdo testicular, produzindo entdo o quadro de
disgenesia gonadal 46,XY apresentado pela paciente. Reforcando os dados in vitro,
a andlise in silico permitiu inferir que o aminodcido K89 mutante, que nio esta
diretamente envolvido com a ligacio ao DNA, modifica realmente as interacdes
com aminodcidos importantes para esta atividade de binding e com a organizagao
estrutural da proteina SRY. Esses resultados foram reunidos no artigo: “THE
NOVEL p.ES89K MUTATION IN SRY GENE IMPAIRS DNA-BINDING AND
CAUSES XY GONADAL DYSGENESIS” que estd submetido para publicagao.

Foi possivel concluir através dos ensaios de EMSA com o fator Spl que a delecdo de
3 pb no sitio SplA da regido promotora do gene SRY realmente abole a ligacdo do
fator de transcri¢do a esse sitio no promotor, enquanto que a ligacdo ao sitio Sp1B se
mantém intacta. Possivelmente a auséncia de ligacdo do fator Sp1 ao sitio Spl1A deve
prejudicar a formacdo de um complexo transcricional entre o fator Spl e outros

fatores de transcri¢do, reduzindo assim a expressao do gene SRY.

O promotor do gene SRY nido apresentou nenhum efeito de modulagdo na expressao
da luciferase mediada pelo promotor SV40. Nao houve inclusive diferenca entre o

promotor normal e mutante.
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O promotor de SRY foi capaz de ativar a expressdo da luciferase. A construcio III
(promotor normal), foi aproximadamente duas vezes mais eficiente que a construgao
IV (promotor mutante) nessa ativacdo. Entretanto, esse ndo € um dado definitivo.
Experimentos adicionais sdo necessdrios para uma melhor normalizacdo dos dados,
além de transfeccdo em outras linhagens celulares que possuam um padrdo de
expressdo génica mais proximo daquele que desencadeia a diferenciacdo testicular na

fase embrionaria.

Quando proposto, este projeto pretendia englobar metodologias ainda ndo
padronizadas no laboratério de Genética Molecular Humana do CBMEG (Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética), como os ensaios de EMSA e a andlise
de expressdo de gene reporter. Estabelecer novas metodologias em um laboratério
de pesquisa envolve um processo moroso de tentativas com diferentes estratégias
que levam a erros e acertos. Vencidas todas as dificuldades, as técnicas foram bem
padronizadas no laboratério e, agora podem ser utilizadas para o desenvolvimento

de outros trabalhos, relacionados ou ndo a disgenesia gonadal XY e ao gene SRY.
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II - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o adendo que inclui o projeto “ANALISE DE MUTACOES E
DE SEUS EFEITOS NA EXPRESSAO DO GENE SRY EM CASOS DE
DISGENESIA GONADAL XY”, executado pelo aluno José Luiz Rosenberis da Cunha
Janior e coordenado pela Profa. Dra. Maricilda Palandi de Mello, referente ao protocolo de
pesquisa supracitado.
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