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RESUMO

O receptor de androgenos é responsavel por mediar a resposta fisiolégica a
testosterona e a dihidrotestosterona, tendo um papel fundamental no processo de

desenvolvimento sexual e manutengao dos caracteres sexuais masculinos.

O gene que codifica o receptor de andréogenos tem uma regido 5 né&o
transcrita relativamente longa, o que sugere que a sequéncia a jusante dos sitios
de inicio de transcricdo seja necessaria a sua expressdo. Uma importante
caracteristica deste gene & a auséncia das sequéncias nucleotidicas TATA e
CCAAT, consideradas elementos promotores minimos necessarios a transcri¢éo

em eucariotos.

A analise de sequéncias de regifes promotoras em eucariotos vem
revelando a existéncia de polimorfismos que podem estar envolvidos com o nivel
de expressdo génica, atenuando ou amplificando tal expressédo. Tal fenébmeno
leva a indagagao sobre o significado dessas varia¢gdes nucleotidicas na introdugéo
de alteragdes funcionais que resultem em mudangas evolutivas da fisiologia,

desenvolvimento e morfologia dos organismos superiores.

Deste modo, o presente trabalho teve por objetivos especificos: (i) a
verificagcdo da existéncia de polimorfismos na regiao promotora do gene do
receptor de andrégenos em individuos doadores de sangue da populagdo normal,
bem como em pacientes portadores de cancer de prostata (CaP) por SSCP,
CSGE e sequenciamento manual, e (ii) a analise da sequéncia nucleotidica da
regido promotora do gene do receptor de andrégenos em 5 especies de
vertebrados, entre os quais um primitivo, Epfatretus sp., membro da classe

Agnatha .
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Os achados revelaram que tal regido € extremamente conservada. Apenas
uma alteragao molecular foi detectada dentre a populagdo doadora de sangue, e
nenhuma dentre os pacientes com CaP. A analise da regido promotora dos
vertebrados revelou o alto grau de similaridade da regido, onde se encontram o
sitio de ligagdo para a proteina Sp1 e os sitios de inicio de transcrigao
(Transcription Initiation Site) — TIS - | e Il, bem como a auséncia de sequéncias do

tipo TATA.
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ABSTRACT

The androgen receptor (AR) mediates the physiologic response to
testosterone and dihydrotestosterone and plays a fundamental role at on male

sexual development and on the maintenance of male secondary sex characters.

The hAR gene has a 5 UTR long region, suggesting that the sequence
downstream to the transcription initiation sites (TIS) is necessary to gene
expression. One important characteristic of the hAR gene is the absence of the
TATA and CCAAT boxes so far considered as minimum promoter elements

necessary to transcription.

The analysis of promoter sequences in eukariots shows the existence of
polymorphisms that could be associated with low or high gene expression levels.
This phenomenon leads to the question onceheather this variation introduces
functional alterations that could change physiology, development and morphology

of eukariots during the evolutionary process.

The purposes of present work were the investigation of: (i) polymorphisms
within the hAR-5 UTR region in healthy blood donors individuals and prostate
cancer patients, by SSCP and CSGE screening and sequencing, and (ii) the
sequence analysis of the androgen receptor promoter region in 5 vertebrates

species, including one primitive, Eptatretus sp., member of the Agnatha class.



These results reveal that the region is extremely conservative, with high
selective pressure. Only one mutation was detected among blood donor individuals
and none among the prostate cancer patients. The promoter analysis in
vertebrates revealed a high similarity degree at the promoter region that contains
the TIS | and Il sites and the Sp1 binding site, and the absence of the TATA and

CCAT boxes.

Xxvi



Introdugdo




INTRODUGAO

A) AsPEcCTOS EvoLuTivos

Dentre os mais intrigantes problemas na evolugdo das espécies,
encontra-se a investigagao de eventos que foram importantes na origem dos
vertebrados, especialmente aqueles relacionados com diferengas anatdmicas e
no desenvolvimento, quando comparados a de seus ancestrais invertebrados.
Parte da resposta a esta questdao encontra-se na duplicagdo de genes que
codificam proteinas que controlam o complexo processo de desenvolvimento

embrioldgico e pos-natal dos vertebrados.

A duplicacdo génica € um mecanismo poderoso na evolugcdo biolégica,
uma vez que, tendo-se duas copias de um mesmo gene, estes podem incorporar
mutagdes sem prejuizo no desempenho de sua fungdo original, pois existirdo as
duas codpias produzindo a proteina. Desta forma, tais mutagdes poderao,
adicionalmente, levar uma das copias duplicadas a novas fungdes, gerando novos

genes e promovendo vantagem seletiva (OHNO, 1970 apud BAKER, 1997).

A duplicacdo do genoma durante a transicdo de invertebrados para
vertebrados, promovendo o aumento do repertério de genes nestes organismos,
possivelmente contribuiu com tal complexidade (VENKATESH et al., 2000).
Acredita-se também que alguns destes genes recém-duplicados e fundamentais
para a conquista de novos habitats pelos vertebrados tenham se mantido

bastante conservados ao longo de milhares de anos.



O processo de crescimento e diferenciagcao celular requer uma acéo
conjunta de muitos fatores envolvidos na regulagédo da transcricao génica. Entre
estes fatores estdo os membros da superfamilia de receptores esteroidogénicos.
Membros desta superfamilia tem fung&o de fatores de transcri¢do por sua ligagao
a sequéncias nucleotidicas regulatérias localizadas nos genes-alvo. Os genes que
compdem esta superfamilia antiga evoluiram de um mesmo gene ancestral, antes
da divergéncia da taxa dos vertebrados (LAUDETT et al., 1992). Os horménios
esteroidogénicos, membros da superfamilia de receptores nucleares, apresentam
um papel central na reprodugao de todos os vertebrados, com atuagéo direta na
gametogénese, na organizagao cerebral, e no desenvolvimento e comportamento
sexuais (YOUNG et al., 1995).

Os receptores esteroidogénicos regulam a transcrigcdo génica pela interagéo
com sitios especificos de DNA. Por apresentarem diversas estruturas de ligagao,
os receptores nucleares sdo um 6timo exemplo de como o processo de
duplicacdo génica e posterior divergéncia pode gerar uma familia protéica que
responde a diversos sinais para regular uma vasta variedade de processos
fisiologicos (PINSKY et al., 1996). A esta superfamilia pertencem inumeros genes
essenciais a manutengcao da vida, os quais sao extremamente conservados ou

tem alguma regido génica de alta conservagéo de sequéncia nucleotidica.

A estrutura protéica de todos os membros da super familia de receptores
nucleares € muito semelhante, compreendendo pelo menos quatro dominios. Na
regido N-terminal encontram-se os dominios A e B, e € onde ocorre o controle de
transativacdo de genes-alvo; o dominio C esta situado na regido de ligagdo ao
DNA, a qual € a mais conservada e contém dois motivos de dedos de zinco; o
dominio D corresponde a regido de dobradica; e finalmente, o dominio E na
regido C-terminal, de estrutura complexa e responsavel pela ligagido ao hormonio,

dimerizacao e regulagao da transcricdo (LAUDETT et al., 1992).



Os receptores nucleares, organizados modularmente, com varios graus de
conservacao entre seus respectivos dominios e cujos dominios sao codificados
por diferentes éxons, motivaram investigacbes sobre sua origem: se por
sucessivas duplicagbes a partir de um ancestral comum ou se por consequéncia
de duplica¢des independentes dos dominios de ligacdo ao DNA e de dominios de
ligacéo de diferentes origens, formando uma estrutura quimérica (LAUDETT et al.,
1992).

Na tentativa de elucidar tal fato, ESCRIVA et a/ (1997) construiram uma
filogenia baseada em varias sequéncias conservadas dos receptores nucleares,
utilizando, para tal, organismos-chave no processo evolutivo. Os dados obtidos
com este trabalho corroboram a hipdtese de que a habilidade de ligacdo-
dependente foi adquirida independentemente pelos genes da super familia ao
longo da evolugéo, colocando os receptores 6rfaos como ancestrais. Deste modo,
duplicagbes sucessivas impulsionaram a habilidade especifica de ligagéo de cada
receptor, confirmando a importancia da duplicaggdo génica como mecanismo

imprescindivel na evolug&o bioldgica.

A anélise do padrdo de duplicacdo génica dos membros da superfamilia de
receptores nucleares durante a evolugao dos metazoarios mostra que a atual
diversidade dos receptores nucleares surgiu em decorréncia de duas ondas de
duplicagdo, uma antes da divergéncia dos cnidérios (provavelmente envolvendo

receptores 0rfaos), e uma segunda onda ap6s a divergéncia dos vertebrados.

Nos primeiros vertebrados sdo encontrados inumeros genes paralogos da
superfamilia de receptores nucleares. Isto significa que os ortélogos de cada gene
em vertebrados atuais sdo encontrados nos primeiros vertebrados, ja que os
grupos paralogos evoluiram antes do ultimo ancestral comum dos vertebrados
(figura 1). Assim, os membros da subfamilia de receptores esteroidogénicos,

presentes apenas em vertebrados, devem ser vistos como codpias paralogas



vertebrado-especificas de um unico receptor esteroidogénico ancestral (ESCRIVA
et al., 1997).

Um caracteristica da filogenia desta superfamilia € a pequena distancia entre
os receptores de androgenos, progesterona, glicocorticéides e mineralocorticéides
(figura 2), o que pode ser um indicativo de que estes quatro receptores estdo
envolvidos em duas duplicagdes génicas proximas. Tais receptores tém sido
encontrados apenas em vertebrados, e, analisando-se a arvore filogenética, pode-
se predizer que os receptores esteroidogénicos sexuais, e 0s adrenais,

apareceram depois da separa¢ao da Drosophila (BAKER, 1997).

/\ Duplicagao

Especiagao

Tempo
— e F—{ P —A 1 F F— corente

Espécie 1 Espécie 2

Figura 1: Genes paralogos e ortdlogos. Dois genes, o e B, os quais derivaram , a
partir de um gene precursor o, devido a um evento de duplicagdo génica em uma
espécie ancestral. Tal espécie, por sua vez, deu origem a duas outras espécies, 1
e 2, por mecanismo de especiagao. Desta forma, pode-se dizer que os genes a
nas espécies 1 e 2 sdo ortdlogos, assim como os genes B. Porém, os genes o séo
copias paralogas dos genes §.



As respostas fisiologicas, mediadas por tais receptores, promoveram aos
‘novos” vertebrados uma vantagem seletiva na competicdo com diversos
organismos que surgiram durante a explosao do Cambriano e necessitavam de
alguns ou todos os seus receptores esteroidogénicos. Deste modo, as respostas
aos disturbios do ambiente que sio mediadas pela adrenal e pelos esterdides
sexuais podem ter sido importantes na sobrevivéncia dos vertebrados durante as

posteriores catastrofes ocorridas na Terra (Baker, 1997).



As respostas fisiologicas, mediadas por tais receptores, promoveram aos
‘novos” vertebrados uma vantagem seletiva na competicdo com diversos
organismos que surgiram durante a explosdo do Cambriano e necessitavam de
alguns ou todos os seus receptores esteroidogénicos. Deste modo, as respostas
aos disturbios do ambiente que sdo mediadas pela adrenal e pelos esterdides
sexuais podem ter sido importantes na sobrevivéncia dos vertebrados durante as

posteriores catastrofes ocorridas na Terra.

3.2 Humén Androgen Receptor

Frog Androgen Receptor

Human Progesterone Receptor
®

Human Mineralocorticoid Receptor

Frog Mineralocorticoid Receptor
S Human Glucocorticoid Receptor
: 4
36 &- Frog Glucocorticoid Receptor
12 Trout Glucocorticoid Receptor
73
B 73 [~ Human Estrogen Receptor-o
—B
. 3 8 Frog Estrogen Receptor-a
14.5 20
33 Trout Estrogen Receptor-a
‘ CC> 25 Human Estrogen Receptor-f
64
Human RXR Receptor
18 49 Human Retinoic Acid Receptor
3 60 .
Human Thyroid Hormone Receptor
3.5 73
. Human Prostaglandin Receptor
59 .
2.0 Ecdysone Receptor
15 Human Vitamin D3 Receptor

Figura 2: Filogenia dos receptores nucleares (reproduzido de Baker, 1997).



Assim como outros receptores esteroidogénicos, os andrégenos podem se
ligar ao seu receptor e modular a expresséo génica, ao interagir diretamente com
os elementos responsivos aos andrégenos (AREs) (MIZOKAMI et al., 1994).
Desta forma, como um fator de transcrigdo com ampla distribuigdo, o gene do
receptor de andrégenos possui uma grande influéncia sobre diversas fungoes
bioldgicas (QUIGLEY et al., 1995).

O gene do receptor de androgenos (RA), juntamente com os outros genes
que determinam a fung&o sexual e a aptidéo reprodutiva, ocupa um papel vital na
manutencdo das espécies. O gene do receptor de andrégenos € localizado em
uma posicdo altamente conservada no cromossomo X por, pelo menos, 150
milhdes de anos (QUIGLEY et al, 1995). O receptor de andrégenos € o
responsavel por mediar a resposta fisiolégica & testosterona e a
dihidrotestosterona, tendo um papel fundamental no processo de
desenvolvimento sexual e manutengdo dos caracteres sexuais masculinos
(FABER et al., 1991). A regulagdo da proteina receptora androgénica constitui um
importante nivel de controle no qual os efeitos fisiologicos da testosterona,
responsavel pelo dimorfismo sexual em tecidos n&o-reprodutivos, podem ser
modulados (BAARENDS et al., 1990).

THORNTON & KELLEY (1998) analisaram a sequéncia completa do gene
RA bem como os quatro dominios funcionais em separado em varias espeécies de
vertebrados. As taxas de substituigdo de nucleotideo por milhdo de anos
confirmaram o que se deduzia, em funcdo dos estudos realizados em individuos
com Sindromes de Insensibilidade aos Androgenos (SIAs), que procuravam
relacionar a muta¢do encontrada com o fendtipo. As SIAs compreendem um
espectro de desordens com variagdes fenotipicas que abrangem desde individuos
do sexo masculino com genitdlia externa feminina e vagina em fundo cego,
passando por varios graus de ambiguidade genital, até homens com infertilidade.
Em geral mutagbes na regido amino-terminal estédo associadas aos quadros mais

leves, enquanto que mutagdes nas regides conservadas (como por exemplo, a de
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ligagéo ao DNA) promovem distdrbios mais graves (como o fenétipo feminino em
individuos com sexo genético masculino). Alteragdes moleculares nas regides de
dobradica e de ligagdo ao horménio estdo geralmente, mas ndo exclusivamente,

associadas as ambiguidades genitais (QUIGLEY et al., 1995).

Assim, a regido amino-terminal, a mais longa e cuja fungdo € a menos
crucial no processo de ligagdo e ativagdo do complexo horménio-receptor €
justamente a que possui a maior taxa de substituicdes (1,25), a regiao de
dobradica (localizada entre a regido de ligagdo ao DNA e a de ligagéo ao
hormdnio) possui uma taxa de 0,86; a regido de ligagédo ao hormdnio uma taxa de
0,19, bem menor em relagdo as duas primeiras como esperado e finalmente a
regido de ligagdo ao DNA com uma taxa extremamente baixa, de 0,04,
confirmando a importancia de seu papel no processo da atuagéo dos androégenos
em individuos do sexo masculino. A taxa de substituigdes da sequéncia completa
do gene é de 0,69 por milhdo de anos (THORTON & KELLY, 1998).

Deste modo, uma analise comparativa de sequéncias do gene do receptor
de andrégenos de vérias espécies pode mostrar a variabilidade e a conservagao
de dominios e sitios especificos bem como promover uma base para inferéncias
evolutivas e funcionais. Uma vez que se possa elucidar inter-relagbes, tanto em
termos de estrutura-funcéo protéicas como em termos de anélise nucleotidica, da
proteina receptora androgénica, muito podera nos ser revelado sobre as proteinas
de lentas mudancgas, auxiliando na compreensdo do seu papel evoiutivo,
extremamente importante para os vertebrados, e das bases estruturais que levam

a doengas em humanos, como a Sindromes de Kennedy e de Insensibilidade aos
Andrégenos (CHOONG et al., 1998).
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B) REGIAO PROMOTORA

Os genes que codificam proteinas em vertebrados tipicamente consistem
de regides transcritas e outras ndo. As regides nao transcritas sdo designadas de
acordo com a sua posicdo em relagao a porgado transcrita como sequéncias
flanqueadoras 5 ou 3'. A por¢ao flanqueadora 5 contém sequéncias especificas
que atuam como sinais determinando o processo de iniciagdo, a duragdo, e a
especificidade tecidual do processo transcricional, e é conhecida como regido

promotora dos genes.

Em geral, a regido promotora consiste das seguintes sequéncias
sinalizadoras: TATA box, responsavel pela escolha do ponto de inicio de
transcricdo, CAAT box, e GC box. Estes dois ultimos s&o responsaveis pela
ligacao inicial da RNA polimerase 1l ao DNA. Porém, nenhum desses sinais séo
unicamente essenciais para o funcionamento da regido promotora. Alguns genes,
como os constitutivos (ou “housekeeping’), ndo possuem TATA ou CAAT “boxes”,
e o processo transcricional é controlado por outros elementos da seqiéncia

flanqueadora 5.

Para uma melhor compreensao dos fatores que controlam a expressdo do
gene do receptor de andrégenos durante a embriogénese e na fase adulta, e da
sua regulacao transcricional, sua regiao promotora foi isolada e caracterizada in
vitro (TILLEY et al., 1990). Em humanos, o gene do receptor de andrégenos tem
uma regido 5 nao transcrita longa, com cerca de 3400 pb, o que sugere que a
sequéncia compreendida entre os sitios de inicio de transcricdo e o codon
referente ao inicio da tradugdo € necessaria a sua expressdo (MIZOKAMI et al.,
1994, PINSKY et al., 1996).
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Uma importante caracteristica deste gene € a auséncia das sequéncias
TATA e CCAAT, elementos promotores minimos necessarios a transcricdo em
eucariotos, sendo que este gene apresenta a mesma habilidade de iniciar o
processo de transcrigdo, em geral por intermédio de uma proteina capaz de
interagir com sequéncias iniciadoras ricas em pirimidinas (FABER et al., 1993,
WOLFF et al., 1993).

Os sitios de inicio da transcricdo (TIS -“Transcription Initiation Site”) se
encontram localizados @ montante do sitio de inicio da tradugao do receptor de
androgenos, nas posi¢des +1 (AR-TIS ll) e +12 (AR-TIS |) e acredita-se que estes
sejam regulados por sequéncias promotoras diferentes (TILLEY et al, 1990;
MIZOKAMI et al., 1994). Apesar da auséncia dos “box” de sequéncias promotoras
acima mencionados, o gene do receptor de andrégenos contém o “box” GC, sitio
de ligacé@o para o fator de transcricdo de mamiferos Sp1, na posigao -45 a -40 do
inicio do sitio transcricdo TIS I, o qual se encontra presente em muitos genes
“housekeeping” (MIZOKAMI et al., 1994). O elemento responsivo CRE-cAMP
(posicao -501) e o sitio Ap1 (posigao —1226) sdo também encontrados na regido
promotora do gene RA, tendo importancia no processo transcricional (FABER et
al., 1993).

Os estudos de caracterizagdo de regido promotora de varios genes vieram a
mostrar que estas regides também s&o polimorficas, assim como estudos
funcionais in vitro tem procurado avaliar o envolvimento de tais polimorfismos em
nivel de expressao génica. Entretanto, ainda sdo relativamente poucos os
exemplos de polimorfismos de regido promotora em humanos que foram
adequadamente caracterizados por estudos funcionais (TAUTZ, 2000). Porém,
uma vez que todas as regides génicas podem conter polimorfismos, estes devem
ser freqUentes per se, sendo tais variantes consistentes e explicaveis segundo o
modelo Neutralista. Entretanto, € possivel que os polimorfismos da regido
promotora que afetam especificamente a expresséo génica confiram, ou possam

conferir uma vantagem seletiva (COOPER, 1999).
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Como parte da identificagdo de mutagdes de linhagens germinativas e/ou
polimorfismos no gene do receptor de andrégenos associados ao cancer de
prostata, CROCITTO et al. (1997) analisaram a regi&o 5 n&o traduzida (5’ UTR)
em DNAs gendmicos de 38 pacientes com tais casos de cancer. Esses autores
detectaram duas mutag¢des em sitios que podem modular a expressao do gene
RA, afetando os niveis de transcrigdo e/ou tradugdo. Desta forma, torna-se
extremamente importante saber de que modo polimorfismos e/ou mutagdes
podem afetar o nivel da expresséo génica, j& que uma grande exposi¢ao a uma
expressdo aumentada deste gene pode potencialmente predispor ao cancer de
prostata (CUDE et al.,1999).

Assim, substituicdes que ocorram em regides codificantes certamente vao
atuar na estrutura terciaria ou quaternaria de uma proteina, afetando fisicamente a
funcao protéica, enquanto substituicdes em regides promotoras afetarao os niveis
transcricionais. Mudangas adaptativas na expressdo de uma proteina tém uma
maior probabilidade de ocorrer do que mudangas que afetem diretamente a
estrutura protéica, ja que mutacdes em regides promotoras no s&o restritas a
“codon-usage” ou ao efeito de trocas de aminoacidos na estrutura terciaria ou
quaternaria de uma proteina (CRAWFORD et al., 1999).

Ao analisar a funcdo de uma proteina ou regido de importéncia do DNA,
pode-se notar que quanto mais especifico for o papel da molécula, menores serao
as mudancas evolutivas em bilhdes de anos, dado que elas precisam
desempenhar seu papel com grande precisao (NEI, 1983). Se considerarmos que
a maioria das mudancgas evolutivas em nivel molecular € causada por erros
randémicos da polimerase, fixando mutantes neutros (ou quase neutros) nas
espécies, os polimorfismos de DNA, desta forma, seriam uma fase transiente da
evolugdo molecular. Porém, ndo se pode esquecer que mesmo que as mutacoes
sejam eventos estocasticos, ha regides preferenciais no genoma passiveis a
introducao de tais erros, os “hot spots” (LI & GRAUR, 1991).
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Por fim, pode-se dizer que o saldo deste aumento progressivo de
caracterizagéo da regido promotora de iniumeros genes, revelando polimorfismos
em tais regides, foi tanto o questionamento do envolvimento destas regides e
seus polimorfismos com o nivel de expressdo génica como uma analise evolutiva
da sua fungdo (CROCCITO et al.,, 1997; OKSANEN et al., 1998). Por esta razéao,
estudos referentes a presenca de alteragdes moleculares na regigo promotora de
varios genes vém sendo realizados.Com isso, tornou-se lugar—comum a idéia de
que seqUéncias regulatérias devam ser alvos primarios para a introdugédo de

alteragbes que podem atuar no processo evolutivo (TAUTZ, 2000).
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c) EsTuDO DE UM VERTEBRADO BASAL DA CLASSE AGNATHA: EPTATRETUS SP.

Atualmente os peixes vém sendo considerados bons modelos na pesquisa
biolégica. Dentre as caracteristicas que conferem tal condi¢&o aos peixes estao o
pequeno genoma de varias espécies quando comparados ao tamanho do genoma
humano. Considerando-se a expectativa de que os genes humanos mais
importantes estdo presentes e conservados nos peixes, acredita-se que tais
genomas compactos atuam como ferramentas versateis e heuristicas para projetos
gendmicos de modo geral. No peixe Fugu, por exemplo, o gene correspondente ao
da Coréia de Huntington em humanos é 7,4 vezes menor (WITTBRODT et al,
1998).

Inesperadamente, 0 aumento do nimero de genes caracterizados em peixes
nos bancos de dados sugere, de modo forte e surpreendente, que muitas familias
multigénicas contém mais membros funcionais do que em mamiferos, como um
aspecto resultante do acumulo de informagéo genémica. Tal numero aumentado de
genes em peixes possivelmente foi causado por duplicagbes génicas anteriores
adicionais, as quais aconteceram nas espécies ancestrais que levaram as
modernas, mas ndo aos ancestrais que levaram aos tetrapodes. Uma vez que
estas duas linhagens dividem o seu Ultimo ancestral comum no Devoniano (a cerca
de 460 milhdes de anos), dUpIicagées individuais de membros de familias génicas
foram perdidas em peixes (WITTBRODT et al., 1998).

As duplicacbes envolvendo a maior parte dos genomas ocorreram durante a
transicdo dos cordados simples para os vertebrados (LAUDETT et al., 1992).
Justamente nesta interface é que se encontram os “hagfishes” (ou feiticeiras), os
primeiros craniados (MARTINI, 1998).
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Ha muitos anos os habitos dos “hagfishes” e 0 seu lugar na arvore evolutiva
da vida tem sido objeto de muitas conjecturas. Estudos recentes indicam que tais
peixes, os quais parecem ter mudado muito pouco em 330 milhdes de anos, de
muitas formas lembram os primeiros craniados primitivos. O caminho evolutivo que
levou aos humanos e a outros vertebrados, provavelmente divergiu do caminho dos
‘hagfishes” a cerca de 530 milhdes de anos atras (MARTINI, 1998).

A forma do “hagfish” é muito simples, assim como sua fun¢des. Eles ndo
possuem olhos ou pares de nadadeiras, e seu esqueleto rudimentar consiste
apenas de notocorda e varios elementos cartilaginosos pequenos, incluindo um
cranio também rudimentar. Estes peixes também n&o possuem mandibulas, e suas
gueiras sé@o espalhadas ao longo da porg&o mais proximal da abertura bucal, sendo

diferentes das guelras de qualquer outro peixe existente (MARTINI, 1998).

Séo encontrados em aguas marinhas de todo o mundo, com excegéo,
aparente, dos mares Artico e Antartico. Apesar de serem seres abissais, podem
sobreviver em uma gama de profundidades, sendo a temperatura o fator primario
de determinagdo de seu habitat (no minimo 22°C). Em muitos locais do mundo os
“hagfishes” tém se tornado o foco de um grande e prospero comeércio de pesca,
pois desde a década de 60 a sua pele, devido a sua coloragdo exdtica e a sua

textura, tem sido utilizada na confecgédo de bolsas e sapatos, por exemplo.

Existem aproximadamente 60 espécies de “hagfishes”, a maioria delas
pertencente a dois géneros principais: Eptatretus e Myxine, sendo os pertencentes
ao primeiro género, em geral, maiores. Estes animais s&o tidos como os
‘limpadores” do fundo dos mares, pois se alimentam de animais mortos e em

decomposigéo.
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Apenas alguns detalhes sdo conhecidos a respeito da reproducéo destes
animais. As suas génadas se formam a partir de uma prega de tecido no lado
direito do abdémen. Nas fémeas um ovario se forma nos 2/3 anteriores a prega, e
nos machos um testiculo se forma no tergo posterior. Estas fémeas produzem
cerca de 20 a 30 ovos em forma de elipse, porém nd3o se sabe como se da a
fecundacdo. Em algumas espécies ha cerca de 100 fémeas para cada macho,

sendo raro encontrar um individuo com ambos os sexos (GORBMAN, 1990).

Além disso, ao contrario do que parece ocorrer com os peixes “modernos”, o
tamanho do genoma estimado para a classe Agnata é bastante proximo ao do

genoma humano (LI, 1997).

Dado esta biologia bizarra e misteriosa dos “hagfishes”, ndo é de se estranhar
que tais animais ndo foram imediatamente reconhecidos ou aceitos como ancestrais
distantes dos humanos. Atualmente os “hagfishes” sdo considerados maguinas
bioldgicas virtuais do tempo. O termo “féssil vivo”, o qual é usuaimente utilizado ao
referir-se ao Coelacanthus, um peixe raro e abissal, faz com que este, se comparado

ao “hagfish”, parecer um “recém nascido evolutivo” (MARTINI, 1998).

17



Objetivos

19



OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivos especificos:

1) O estudo de polimorfismos da regido promotora do gene do receptor
de andrégenos em uma amostra de individuos doadores de sangue da populacao,
bem como em pacientes portadores de cancer de prostata, para investigar a
presenca de alteragcbes moleculares que causem possiveis efeitos em nivel de

expressao génica;

2) A caracterizagdo molecular do gene do receptor de androgenos e de
sua regiao promotora em Eptatretus sp., um vertebrado basal, com o intuito de
verificar o grau de similaridade entre a seqiéncia do gene RA deste em relacao a
copia humana do gene, avaliando sua conservagdo. Com isso, poder-se-ia
compreender um pouco mais sobre a histdria evolutiva do gene, bem como o seu

papel na manutengao das espécies;,

3) A caracterizagdo molecular da regidao promotora do gene do receptor de

androgenos em outros vertebrados para determinar o grau de similaridade entre

tais seqUéncias e avaliar sua conservagao.
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MATERIAL E METODOS

1) Analise da Regiao Promotora do Gene do Receptor de Andrégenos em

Humanos

a) Casuistica

A amostra analisada constituiu-se de 100 individuos do sexo masculino, cujo
DNA foi obtido a partir de sangue periférico coletado de doadores de sangue do

Hemocentro UNICAMP. A idade desses doadores variou de 18 a 58 anos.

b) Coleta de sangue

Com o intuito de se ter um banco de amostras de DNA gendmico humano
em nosso laboratério, pedimos permissdo ao Hemocentro da UNICAMP para
coletarmos amostras de sangue de doadores de sangue do sexo masculino. A
estes individuos foi dado um formulario a ser preenchido com dados pessoais, um
termo de consentimento para utilizacdo do DNA a ser obtido a partir do sangue

coletado, bem como explicagdes sobre o estudo a ser desenvolvido.

c) Extragao de DNA
A partir destas amostras de sangue total, coletadas no Hemocentro da

UNICAMP foi extraido o DNA, segundo protocolo estabelecido no Laboratério de
Genética Humana do CBMEG (ARAUJO et al., 1996).
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d) Amplificagdo da Regidao Promotora pela Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR)

De forma a abranger o maximo possivel a regido promotora do gene do
receptor de andrégenos humano, foram desenhados quatro pares de iniciadores,
cujos produtos de amplificagdo cobriram 1235 pares de bases da regiao
promotora do gene RA. Com o intuito de se evitar contaminacéo, foram utilizadas
ponteiras com filtro para a manipulagdo das amostras de DNA. Em todas as
séries de amplificacdes realizadas incluiu-se um tubo sem DNA como controle
negativo. Na tabela 1 encontram-se descritas as sequéncias de cada iniciador
usado, bem como o tamanho de cada produto obtido e a temperatura de
anelamento. A localizacdo de cada iniciador na regido promotora esta mostrada
na figura 3. Ja na tabela 2 encontram-se indicadas as condi¢bes de amplificacao

para cada par de iniciadores.

Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores para a amplificac&o da regido promotora do
_gene do receptor de andrégenos em humanos.

Iniciador Sequéncia (5—>3’) Fragmento  Temperatura de
Gerado hibridizacao

10 S GTGAGTGCTGGCCTCCAGGA 424 64°C

2 GAGGTCACGACATGTCCTCGGC

3C GTTGCATTTGCTCTCCACCTCCC 261 60°C

4C TCACCGAAGAGGAAAGGGCAGCTC

1C CTTCGAAGCCGCCGCCCGG 351 62°C

2C TGGCTCCTAAGAGCCTTCTT

776 S TGCAGAGAGGTAACTCCCTTTG 489 64°C

1245 AS CGCTCTGAGAGCCTCAAAGTC
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As reacdes de amplificagéo foram realizadas em volumes de 50 ul, com a
seguinte concentragéo de reagentes: 100 uM de cada desoxirribonucleotideo
trifosfato (dATP, dTTP, dGTP, dCTP); 30 pMol de cada iniciador; 1,25 unidades
de Tag DNA polimerase; 1,5 mM de MgClz, presentes no tampao 10X especifico
da enzima (Gibco BRL).

-303
CCAAATTTCQTGRGTﬂCTGGCCTCCRGGAAKTCTGGAGCCCTGGCGCCTARACCTT
GGTTTAGGAAAGCAGGAGCTATTCAGGAAGCAGGGGTCCTCCAGGGCTAGAGCTAG
CCTCTCCTGCCCTCGCCCACGCTGCGCCAGCACTTGTTTCTCCAAAGCCACTAGGC
AGGCGTTAGCGCGCGGTGAGGGGAGGGGAGAAAAGGAAﬁgﬁGGAGGGGAGGGAAAA
GGAGGTGGGAAGGCAAGGAGGCCﬁgggCGGTGGGg%gGGGACCCGACTCGCAAACT
GTTGCRTTTGCTCTCCACCTEQEAGCGCCCCCTCC%AEATCCCGGGGAGCCAGCTT
GCTGGGAGAGCGGGACGGTCCGGAGCAAGCCCACAGGCAGAGGAGGCGACAGAGGG
AAAAAGGGCCGAGCTAGCCGCTCCAGTGCTGTACAGGAGCCGAAGGGACGCACCAC
GCCAGCCCCAGCCCGGCTCCAGCGACAGCCARCGCCTCTTGCAGCGCGGCGGLTTC
GAAGCCGCCGCCCGGA@CTGCCCTTTCCTCTTCGG”GAHGTTTTTAAAAGCTGCTA
AACACTCGGAGGAAGCAAGGAAAGTGCCTGGTAGGACTGACGGCTGCCTTTGTCCT
CCTCCTCTCCACCCCECCTCCCCCCACCCTGCCTTCCCCCCCTCCCCCGTCTTCTC
TCCCGCAGCTGCCTCAGTCGGCTACTCTCAGCCAACCCCCCTCACCACCCTTCTCC
CCACCCGCCCCCCCGCCCCCGTCGGCCCAGCGCTGCCAGCCCGAGTTTGCAGAGAG
GTAACTCCCTTTGGCTGCGAGCGGGCGAGCTAGCTGCACATTGCAAAGAAGGCTCT
TAGGAGCCAGGCGACTGGGGAGCGGCTTCAGCACTGCAGCCACGACCCGCCTGGTT
AGGCTGCACGCGGAGAGAACCCTCTGTTTTCCCCCACTCTCTCTCCACCTCCTCCT
GCCTTCCCCACCCCGAGTGCGGAGCCAGAGATCAARAAGATGAARAGGCAGTCAGGT
CTTCAGTAGCCAAAAAACARAACAAACAAARACAAAAAAGCCGAAATAAAAGARAA
AGATAATAACTCAGTTCTTATTTGCACCTACTTCAGTGGACACTGAATTTGGAAGG
TGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGAATCTACCCTTCA
AGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGATCTTGTCCACCGTGTGTCT
TCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGCGCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCA
AGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCAGGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCA
TCATCACAGCCTGTTGAACTCTTCTGAGCAAGAGARAGGGGAGGCGGGGTARGGGAA
GTAGGTGGAAGATTCAGCCAAGCTCAAGG T35 +1127

Figura 3: Localizag&o, na regido promotora, dos iniciadores utilizados para
amplificagéo, do sitio de ligagéo para Sp1 (em azul claro) e 0s TISlell (em
verde claro), e o cddon referente ao inicio de tradugdo 7= (em lilas).
Numeracéo segundo TILLEY et al., 1990.
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Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1.2%, em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, contendo brometo de
etidio para posterior visualizag&o sob iluminagao ultravioleta, a fim de se verificar

a eficiéncia da reagéo.

Tabela 2: Condi¢des de amplificagao.

Reagentes (pl) Iniciador Iniciador Iniciador Iniciador
10S/2 1C/2C 3C/4C 7761245

H.0 33,25 33,75 34,25 32,75

Tampé&o 10X 50 50 50 50

MgCl2 (50mM) 1,5 1,5 1,5 2,0

dNTPs (10mM) 50 50 50 50

Primer Sense 1,5 (30 pMol) 1,5 (30 pMol) 1,5 (30 pMol) 1,5 (30 pMol)

Primer Antisense 1,5 (30 pMol) 1,5 (30 pMol) 1,5 (30 pMol) 1,5 (30 pMol)

DNA 2,0 1,5 1,0 2,0
Enzima (Taq) 0.25(~1U)  025(~1U)  025(~1U)  0.25(~1U)
Temperatura (°C) 64 63 62 62
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e) Detecgao de Polimorfismos

1) SSCP

Para o rastreamento de alteragbes moleculares utilizou-se como um primeiro
ensaio a técnica de polimorfismo de conformacgao de fita simples de DNA por SSCP
- “Single Strand Conformation Polymorphism” (ORITA et al., 1989), por ser rapida e
amplamente utilizada no nosso laboratério, além da disponibilidade do

equipamento Phastsystem (PHARMACIA LKB) no mesmo.

Esta técnica baseia-se na observacéo de que as fitas simples de DNA,
obtidas pela desnaturagdo do DNA dupla-hélice, formam estruturas ou
configuragdes secundarias variaveis, em fungcdo da sequéncia de nucleotideos.
Essas fitas podem ser separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em
condi¢bes ndo desnaturantes, onde sua conformacéo € estabilizada por interacbes
intrafita. A migragéo das fitas simples e, consequentemente, o padrao das bandas
observadas no gel, dependem da constituicdo das bases, a qual se reflete na
configuracdo de cada um dos tipos de fitas simples presentes na amostra, em

fungcao da temperatura a que elas estdo expostas na eletroforese.

Aliquotas de 3 pl dos produtos da reagdo PCR foram misturadas a 6 ul de
“stop solution”, a qual contém formamida 95%, 20 mM de EDTA pH 8.0, e 0,05% de
azul de bromofenol. Estas misturas foram desnaturadas a 95°C por 7 min e
mantidas em gelo até o momento da aplicagdo. A anadlise da PCR-SSCP foi
realizada utilizando-se tanto os géis pré-moldados de 12,5% como os de 20% para

Phastsystem, e subsequentemente corados pela prata.
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Iniciaimente as corridas foram realizadas em géis pré-moldados de 20% de
concentragdo, a uma voltagem de 150V a 15°C por 250 Vhs. Como nenhuma
alteragao no padrao de migragao das bandas foi encontrado nas corridas sob esta
condicao, repetiu-se a analise em gel de 12,5%. O tampé&o de corrida utilizado foi o
SDS (Tricina 0.20 M; Tris 0.20 M; SDS 0.55%; pH 8.1), o que dispensa
necessidade de pré-corrida. Os géis foram corados pela prata, no proprio
equipamento Phastsystem, seguindo as etapas de revelagcédo e fixagao

discriminadas abaixo:

1) Solugéo de &cido tricloro-acético a 20%, por 5 min a 20°C;

2)Solugéo de glutaraldeido a 5%, por 5 min a 50°C;

3)Agua MilliQ, por 2 min a 50°C (2X);

4)Solugao de nitrato de prata a 0.4%, por 5 min a 50°C (2X);

5)Solugéo de carbonato de sodio a 2.5% contendo formaldeido (37.5 ul/100ml),
por 30 segundos a 30°C, seguida por nova incubagao por 4 min a 30°C;
6)Solucéo de acido acético a 5%, por 2 min a 30°C;

7)Solucao de glicerol a 13%, por 3 min a 50°C.

b) CSGE

A técnica de CSGE baseia-se na migracdo diferencial de heteroduplexes
formados pelos produtos de PCR, com uma sensibilidade de 90%, para fragmentos
de 300 a 800 pb (GANGULY ef al.,1993). O produto da PCR é desnaturado a 98°C
por 15 minutos, seguido por uma incubacéo a 68°C por 1 hora. Neste periodo
ocorrem re-associagdes aleatérias das fitas de DNA de ambos os alelos. Se houver
alteracdo na sequéncia nucleotidica, a re-associagdo das fitas ndo sera perfeita,
formando-se outras estruturas secundarias, diferentes do padréo esperado, as

quais migrardao de forma diferenciada no gel de poliacrilamida moderadamente
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desnaturante.

Como todos os doadores s&o do sexo masculino, possuindo assim apenas
um cromossomo X, visto que o gene RA esta presente neste cromossomo, fez-se
necessario misturar a cada PCR de cada individuo a mesma quantidade de um
PCR controle, previamente sequenciado. Desta forma, se houvesse alguma

alteracdo em qualquer um dos individuos, o heteroduplex seria formado.

Para o preparo da solugéo estoque (40%) utilizou-se 39,6% de acrilamida e
0,4% de um analogo da bisacrilamida, a bis-acriloil-piperazina (BAP), diluidos em
100ml| de agua destilada, e filtrados. Para o preparo do gel de CSGE foram
adicionados 37,5 ml| da solugdo estoque, 15ml de etilenogilicol, 22 5mi de
formamida desionizada, 3,75 ml de tampao Tris-Taurina-EDTA (TTE) 20X, 71,25 m|
de agua destilada, 1,5 ml de persulfato de aménio 10% e 60 ul de TEMED. Este gel
foi colocado para polimerizar entre placas de sequenciamento, utilizando-se um
espacador de 1 mm de espessura € um pente para 32 amostras. Na porgéo
superior da cuba o tampao de corrida (TTE) é diluido 1:80, enquanto que na por¢ao

inferior a diluigcao & de 1:20.

As amostras foram preparadas da seguinte forma: 5ul do produto de PCR de
um controle previamente sequenciado foram misturadas a 5ul de cada amostra, e
incubadas a 98°C por 5 minutos seguidos por uma incubagdo a 68°C por 90
minutos. Apdés 60 minutos a 68°C as amostras foram retiradas, adicionando-se a
cada uma 5 ul do tampao de carregamento (20% v/v de etilenoglicol; 30% v/v de
formamida; 0,4 g de xilenocianol e 0,4 g de azul de bromofenol), sendo entdo
aplicadas ao gel. Apds as 16 horas de corrida a 300 V, o gel foi corado com
brometo de etidio a uma concentragao final de 0,1mg/ml. O gel foi mantido nesta
solugao por 15 minutos, permanecendo aderido a uma das placas nas quais foi
corrido. Apds o tempo de coloragéo envolveu-se filme plastico do tipo Vitafiim por
toda a extensdo do gel para que o mesmo fosse retirado da placa de vidro e

transportado ao transiluminador para visualizagdo em luz ultra-violeta e
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documentagao em filme Polaroid.
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f) Seqiienciamento manual

A amostra que apresentou migracao diferencial por CSGE foi sequenciada
manualmente pelo método de SANGER (1977). A cada 2,5 ul de produto de
amplificacdo pela PCR foram adicionados 2,5 ul de agua Milli Q estéril, perfazendo
o volume de 5 pul, volume este necessario para a reagao de pré-tratamento, a qual
consiste na acdo de 1 ul da enzima Exonuclease | e de 1ul da enzima fosfatase
alcalina por 15 minutos a 37°C, sendo inativadas a seguir por aumento de
temperatura (15 minutos a 80°C). Esta reacdo foi brevemente centrifugada para

gue se tivesse novamente todo o volume inicial da reagao.

Ao volume total de reacgdo (7ul) foram adicionados: 8 ul de agua estéril; 2 ul
de tampéao de reacao; 1 ul do iniciador especifico (3C ou 4C), na concentracéo de 2
pM; e, por fim, 2 ul da enzima Thermosequenase™ (Amersham), obtendo-se desta
forma um volume final de 20 ul. Destes 20 ul, colocou-se 4,5 ul em cada tubo
(G,A,T,C) contendo 0,5 pl do seu ddNTP correspondente misturado a 2 ul do dGTP

Master Mix.

Estes tubos, agora contendo o produto da PCR, o iniciador, o tampé&o de
reacdo, a enzima, o dGTP MasterMix e o seu ddNTP [a-P] especifico (G, A, T ou
C) foram levados a um termociclador a fim de processar a reagdo. No caso do
iniciador universal a temperatura de hibridizagéo € de 50°C. Deste modo, a reacdo
se da em 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, e 72°C por 30

segundos.
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2) Anadlise da Regidao Promotora do Gene do Receptor de Androgenos em

Pacientes com Céancer de Prostata (CaP)

a) Casuistica

As amostras de DNA dos 100 pacientes com CaP foram obtidas por
intermédio da colaboragdo estabelecida com os Drs. José Carios Mesquita e
Andréa Borduchi Carvalho-Salles do Hospital de Base e do Hemocentro de Sao
José do Rio Preto, respectivamente. Tais individuos portadores de CaP, com
idades variando entre 43 e 96 anos, foram avaliados no servigo de Urologia da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, onde se estabeleceu o

diagnostico de adenocarcinoma de prostata.

b) Amplificagdo da Regidao Promotora do gene RA em pacientes com
CaP

As condi¢bes de amplificag@o usadas para o promotor do gene RA em pacientes
com CaP foram exatamente as mesmas usadas para amplificagéo desta regido nos
100 individuos doadores de sangue. Novamente, foram utilizadas ponteiras com
fitro para a manipulacdo das amostras de DNA, com o intuito de se evitar
contaminagdo. Em todas as séries de amplificagdes realizadas incluiu-se um tubo
sem DNA como controle negativo. Porém, como a regido de interesse nesse caso
era a que contém o sitio de ligagao para a proteina Sp1 e os sitios de inicio de
transcricdo TIS (Transcription Initiation Site) | e ll, apenas a porgdo distal
(correspondente aos pares de iniciadores 10S/2C e 3C/4C) foi amplificada pela
PCR e analisada por SSCP e CSGE. Essa regiao foi especificamente selecionada
para estudo em pacientes com CaP em virtude dos achados de CROCCITO et al,
(1997).
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3) Analise da Regiao Promotora do Gene do Receptor de Andrégenos em

Vertebrados

a) Amostras

As amostras de DNA de mamiferos e da ave utilizadas para a amplificacao
por intermédio da PCR foram gentilmente cedidas pela Profa Dra Edi Lucia
Sartorato do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da UNICAMP, e
o protocolo de extragdo de DNA, a partir de sangue periférico, dessas amostras
encontra-se descrito em SARTORATO, 1994. Para a extragédo de DNA genémico a
partir de figado do peixe (Eptatretus sp.) padronizou-se um outro protocolo, descrito

no tépico a seguir.

Os animais usados na analise foram:

Gato — Felix sp.

Boi - Bos taurus

Cavalo — Equuos caballus

Macaco prego — Cebus nigrivitattus
Galinha — Gallus gallus

Peixe — Eptatretus sp.
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b) Amplificagao da regido promotora

No caso da regido promotora do gene RA de vertebrados optou-se, assim
como nos pacientes com CaP, por amplificar apenas a regido mais conservada, ou
seja, a que corresponde aos pares de iniciadores 10S/2, e 3C/4C. As condi¢bes de
amplificagado utilizadas foram as mesmas que em doadores e pacientes com CaP.

Todas as reagbes foram montadas utilizando-se ponteiras com filtro.

Uma vez que foram usados iniciadores ndo-especificos para cada sequéncia
de vertebrados, optou-se pela clonagem dos produtos de amplificagdo gerados
pela PCR, com o intuito de se usar os iniciadores do sitio de clonagem do vetor

para sequenciar os insertos de interesse.

A concentragéo dos produtos de amplificagéo foi estimada por comparagéo
com um marcador de peso molecular em gel de agarose. Deste modo, adicionou-
se a um tubo eppendorff 1 ul de inserto (125ng/ul), 1 ul de vetor pGEM (50ng/p!),
1 ul de T4 DNA ligase (3U/ul), 5 ul de tampéo 2 X (Tris-HCI 60mM pH 7,8; MgCl,
20mM; DTT 20mM; ATP 2mM; polietilenoglicol 10%), e o volume final foi ajustado
para 10 ul com agua MilliQ. Esta mistura foi incubada “overnight” em geladeira
(8°C).

Para a transformacao adicionou-se 5 pl da reagado de ligacéo a 100 ul de
células competentes DH5a, permanecendo por 30 minutos em banho de gelo.
Apos este periodo foi dado um choque térmico a 42°C por 50 segundos,
adicionando-se, logo a seguir, 900 ul de meio LB. O material foi transferido para um

banho-maria a 37°C por 1 hora.
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Durante este tempo de espera, em placas de meio LB-agar com ampicilina
(50ug/ml) foram distribuidos homogeneamente 35 ul de X-gal (50mg/ml). Este
procedimento € realizado em fluxo laminar, onde as placas permanecem por alguns

minutos, até a sua completa secagem.

Tendo expirado o tempo de permanéncia das células transformadas sob a
agitagdo, uma aliquota de 200 pl foi distribuida homogeneamente nas placas pré-

tratadas com X-gal, sendo assim incubadas em estufa a 37°C “overnight”.

As colbnias brancas (recombinantes), foram inoculadas em 3 mi de meio LB
com 6 pl de ampicilina (50ug/ml), e colocadas em “shaker” a 37°C “overnight” com
uma agitacéo de 150 rpm, condi¢6es estas para facilitar o seu crescimento. Apds o
crescimento do indculo, procedeu-se a extragio dos plasmideos pela técnica de

mini-preparagao descrita abaixo.

Para o isolamento dos plasmideos (ZHOU et al., 1990), transferiu-se cerca
de 1,25 mil de cultura para um tubo eppendorff novo, centrifugando-a por 10
segundos. Forma-se um “pellet” de bactérias no fundo do tubo. Assim, descarta-se
guase o volume total de sobrenadante, deixando-se apenas cerca de 50 a 100 pl
do meio no tubo, o qual é homogeneizado completamente com o “peliet’ de
bactérias. A este homogeneizado adicionou-se 300 ul de TENS (TE 10 X; NaOH
5M; SDS 20% e agua estéril), homogeneizando-se a mistura por 5 segundos. A
mistura adicionou-se 150 ul de acetato de soédio pH 5,2, homogeneizando-se
novamente por 5 segundos, e centrifugando-a por 2 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante obtido foi transferido para um tubo eppendorff novo, € a
este foram adicionados 900 pl de etanol absoluto, homogeneizando-se a mistura
por inversado, e centrifugando-se por mais 2 minutos a temperatura ambiente. O

“pellet” foi lavado duas vezes com etanol 70% e colocado para secar. Uma vez
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seco, o “pellet” foi ressuspenso em um volume de 25 a 50 ul de TE 1X e incubado

com 1 pul de RNase (1mg/ml) para cada 25 ul de TE 1X por 10 minutos a 37°C.

Para a liberagdo dos insertos clonados a fim de se verificar se estavam
corretos, 2 ul de cada plasmideo foram digeridos com 1 unidade da enzima Nof |

(50 U/ul - Gibco BRL), em um volume final de 10 pl.

c) Seqiienciamento automatico

Os clones contendo os insertos de interesse foram enviados ao Laboratorio
de Gendmica e Expressao, do Prof. Dr. Gongalo Amarante Guimaraes Pereira, do
Departamento de Genética e Evolugao do Instituto de Biologia da UNICAMP, para
realizacdo do sequenciamento automatizado no equipamento ABI 377 (Applied
Biosystems). As reagbes de sequenciamento foram realizadas por intermeédio do kit

Big Dye (Applied Biosystems), com os iniciadores M13 direto e reverso.
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4) ISOLAMENTO DO GENE DO RECEPTOR DE ANDROGENOS (RA) E SUA
REGIAO PROMOTORA EM EPTATRETUS SP.

Para o estudo do vertebrado primitivo Eptatretus sp., inicialmente
realizamos extragcées de DNA e RNA de amostras que nos foram gentiimente
cedidas pelo Dr Roberto Avila, do Instituto Oceanografico da USP. Porém, os
resultados obtidos n&o foram adequados, uma vez que tanto o DNA quanto o RNA
estavam degradados. Como a estratégia inicial consistia da constru¢do de uma
biblioteca de cDNA para a clonagem do gene RA, e posterior construgdo de uma
biblioteca gendmica para a clonagem do promotor deste gene, havia a
necessidade se ter tanto RNA quanto DNA de excelente qualidade para que se

pudesse proceder com tais técnicas.

A fim de obter um material o mais integro e fresco possivel para a
realizagdo das novas extragbes de RNA e DNA eu embarquei, dos dias 13 a 27 de
outubro de 1998 no cruzeiro de pesquisa a bordo do navio Soloncy Moura, a
servico do IBAMA (CEPSUL/Itajai/SC). Participaram do cruzeiro os pesquisadores
do projeto REVIZEE (Ministério do Meio Ambiente) responsaveis pela porgdo sul,
englobando assim os pesquisadores de ltajai e os do Instituto Oceanografico da
USP.

O cruzeiro se deu na costa do Estado do Rio de Janeiro, sendo algumas
das coletas realizadas em aguas internacionais, pois chegamos a nos distanciar
270 milhas nauticas da costa (1 milha nautica corresponde a 1,8Km). Apenas em
dois dos oito pontos escolhidos para o langamento das pargueiras e armadilhas
(as quais ficavam submersas por 12 horas) foram capturados dois animais (um em
cada localidade), ambos fémeas. Estes dois pontos eram justamente os de maior
profundidade do cruzeiro, sendo que o primeiro animal (um Myxine) foi coletado a
1000 metros de profundidade e o segundo (um Eptatretus), a 600 metros. Os

animais chegaram vivos a superficie e foram abertos a bordo para a retirada de
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tecidos (ovos, oviduto, cérebro, figado, musculo, sangue e corag&o). Tais tecidos
foram colocados nos tubos e imediatamente congelados em nitrogénio liquido

para a sua total preservagéo.

Com este novo material, procedeu-se novamente a extracido de RNA e

DNA de Eptatretus sp., conforme os protocolos descritos a seguir.

a) Extragao de RNA

Precipitagéo de proteina:

Para todos os tecidos utilizados na extracdo de RNA (ovos, oviduto,
cérebro, figado, musculo, sangue e coragdo) procedeu-se da mesma forma: o
tecido foi picado em pequenos pedacos, por intermédio de uma l&mina de bisturi
estéril, em uma placa de Petri sobre gelo. Para cada 100 mg de tecido utilizou-se
1 ml de TRIzol (Gibco BRL), incubando-se por 5 minutos a temperatura ambiente.
Apos este tempo, acrescentou-se 0,2 ml de cloroférmio por ml de TRIzol utilizado,
homogeneizando-se vigorosamente, e incubando-se novamente, desta vez por 3
minutos, a TA. ApGs esta segunda incubacédo, centrifugou-se o material por 20
minutos a 13.000 rpm, a 8°C.

Precipitacdo do RNA:

A fase aquosa, formada apés a centrifugagdo do material, foi separada e
precipitada por intermédio da incubacéo, por 10 minutos a temperatura ambiente,
com 0,5 ml de isopropanol (por ml de TRIzol utilizado inicialmente). Apés este
periodo o material foi novamente centrifugado a 13.000 rpm, por 10 minutos, a TA.
O “pellet” formado foi lavado com etanol 75% e centrifugado a 12.000 rpm por 5
minutos a 8°C. O “pellet” de RNA formado foi seco a TA, ressuspenso em agua
estéril tratada com DEPC (dietilpirocarbonato), e incubado a 60°C por 10 minutos

para a inativagdo de qualquer possivel residuo de RNase.
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b) Northen Blot

Todo o aparato utilizado para a confecgao e corrida do gel foi previamente
tratado com agua oxigenada 10% por 20 minutos e lavado com agua com DEPC
estéril. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 0,5%, contendo 6% de
formaldeido 37%, utilizando-se como tampdo de corrida MOPS 1X (acido
propanosulfonico 3-N-Morfolino), diluido com agua com DEPC a partir de um
estoque de 10X. O formaldeido, por ser toxico, foi o uitimo a ser acrescentado, em

capela de exaustéo.

Cerca de 6 ul de cada amostra de RNA foram misturados a 13 ul de tampé&o
de desnaturacido (MOPS 10X; formaldeido 37%; formamida desionizada; agua
com DEPC; azul de bromofenol e brometo de etidio), e incubados a 55°C por 15
minutos. Ap6s este periodo de tempo as amostras foram imediatamente
transferidas para um banho de gelo e aplicadas no gel, sendo submetidas a

eletroforese a 80 V por 2 horas.

O gel foi fotografado, lavado por 15 minutos em agua com DEPC sob leve
agitacéo, e colocado em aparato de transferéncia contendo tampao SSC 2X (sal
de citrato de sédio), sendo a transferéncia para a membrana de acidos nucléicos
Hybond™-N+ - Amersham feita “overnight’. A membrana foi, apds a transferéncia,
lavada por 15 minutos em SSC 2X sob leve agitagdo, seca em papel de
germinagao sobre a bancada por 30 minutos, e incubada por duas horas em forno

a 80°C, permitindo assim a fixagdo do acido nucleico.
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b.1) Preparo das sondas heterologas

Para a hibridizagdo com a membrana de Northen Blot foram preparadas
duas sondas, uma de 1,5 kilobases (kb), e outra de 350 pares de bases (pb).
aproximadamente. A sonda de aproximadamente de 1,5 kb, foi obtida por
intermédio da digestdo do plasmideo pSVAR (figura 4), contendo o gene RA
humano, com a enzima de restricdo Nco | (Gibco BRL). Este plasmideo nos foi
gentilmente cedido pelo Dr Brinkmann, da Universidade de Erasmus em Roterda
— Holanda. A digestao se deu em um volume final de 50 ul, onde utilizou-se 24 pul

de agua estéril, 5 ul de tampdo React 3 10X, 20 ul do plasmideo pSVAR
(500ng/ul) e 1ul da enzima.

ety

e ManT

Figura 4: Mapa do plasmideo pSVAR.
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A segunda sonda, de aproximadamente 350 pb, foi obtida por meio da
amplificacdo da regido conservada do gene RA com o par de iniciadores aAR
(segundo YOUNG et al., 1995), e o cDNA utilizado como molde foi o obtido por
transcricdo reversa do RNA de testiculo de camundongo, extraido por intermédio
do reagente TRIZol (Gibco BRL). A sequéncia dos iniciadores aAR é: aAR
Sense: 5 TGTTACGAGGCGGGGATGAC 3 e aAR antisense. 5
CCAGCCCATAGCAAAGACCAT 3.

Em ambos os casos 45 ul de cada sonda foram adicionados a 9 ul de Azul
de Bromofenol e corridos em gel de agarose a 1,5% com TAE 1X até que se
obtivesse uma boa separagao. Assim, as bandas correspondentes as sondas
foram cortadas do gel com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril e purificadas
por intermédio do Kit Concert™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL).

A area do gel contendo o fragmento a ser purificado foi cortada com o
auxilio de uma lamina de bisturi estéril e pesada, pois para cada 10 mg de gel
acrescenta-se 30 ul do tampao de solubilizagdo de gel L1 (o qual coniém
perclorato de sédio concentrado, acetato de sédio e um TBE solubilizer™). Este
tampao, no qual o pedago do gel ficou imerso, foi mantido por 20 minutos em

banho a 50°C, sendo homogeneizado periodicamente.

Apos a completa solubilizagédo do gel todo o conteddo do tubo foi
transferido para uma coluna acoplada a um cartucho coletor e centrifugada por 1
minuto a 12.000 rpm, a TA. Descartou-se o liquido recolhido no cartucho e fez-se
uma segunda lavagem da coluna com mais 500 ul de tampao L1, incubando-o por

1 minuto a TA e novamente centrifugando por 1 minuto a 12.000 rpm.
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O liquido recolhido foi descartado e adicionou-se a coluna 700 ul do
tampao de lavagem L2 (o qual contém NaCl, EDTA, Tris-HCI e etanol absoluto),
incubando-a por 5 minutos a TA, e centrifugando por 1 minuto a 12.000 rpm. O
liquido recolhido foi descartado e, para se garantir que todo o tamp&o L2 foi eluido
da coluna, centrifugou-se por mais 1 minuto a 12.000 rpm. Nesta etapa o DNA
esta pronto para ser eluido. Assim, adicionou-se na coluna de 30 a 50 ul de TE 1X
(previamente aquecido a 65-70°C), a qual foi transferida para um tubo eppendorff
estéril (a fim de se coletar o DNA), incubada por 1 minuto e centrifugada por 2

minutos a 12.000rpm, a TA.
b.2) Marcagao das sondas

As sondas foram marcadas utilizando-se o kit RadPrime DNA Labelling
System (Gibco-BRL). Cerca de 25 ng de sonda, em um volume final de 20 pl,
foram desnaturadas por 5 minutos, sendo transferidas, apés este tempo,
imediatamente para um banho de gelo. A reagéo, realizada a seguir, € também
feita em banho de gelo. Aos 20 pl da sonda desnaturada adicionou-se: 1 ul de
dATP 500 uM, 1 ul de dGTP 500 uM, 1 ul de dTTP 500uM, 20 pl de “random
primers solution” 2,5X, 5 pl (50 mCi) [o->P]JdCTP, 3000Ci, 10 mCi/ml, e 1 ul de

Klenow Fragment. Misturou-se levemente e centrifugou-se por 30 segundos.

Em aparato acrilico a reagdo foi incubada a 37°C por 30 minutos,
adicionando-se logo em seguida ao tempo de incubagdo 5 pl de Stop Buffer
(EDTA 0,5M pH 8,0), e completando-se o volume para 100ul com TE. Os
nucleotideos n&o incorporados sao, entdo, eliminados através da passagem por
uma coluna de Sephadex G-50. Em seguida, estimou-se a radioatividade de 1yl
em um contador de cintilacdo liquida e calculou-se a eficiéncia da incorporagéo.
Todo o trabalho realizado com radioisétopos foi monitorado com um monitor de

radiacdo do tipo Geiger.
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b.3) Hibridizagao da membrana

Pré-hibridizagao: os filtros foram incubados em solugcdo de pré-
hibridizagdo (Formamida 50%; SSC 5x; Tris-HCI 20 mM pH 7,5; Denhardt's 10x;
SDS 1%; ssDNA 200 ug/ml - desnaturar e adicionar o ssDNA na hora do uso -
solugéo conservada a 4°C em frasco protegido da luz com papel aluminio) por 18
horas a 42°C.

Hibridizagao: a solugdo de pré-hibridizagdo foi substituida pela de
hibridizagdo, conservada a 4°C em frasco protegido da luz com papel aluminio
(Formamida 50%; SSC 5X; Tris-HCI 20 mM pH 7,5; Denhardt's 2X; SDS 1%;
Sulfato de dextrana 25%; ssDNA 200 ug/ml - desnaturado e adicionado na hora
do uso) contendo aproximadamente 2 x 106 cpm/ml da sonda, incubando-se

cerca 18 horas a 42°C.

Lavagem dos filtros: apds a hibridizagdo o filiro foi lavado uma vez em
uma condi¢do de baixa estringéncia (SSC 2X; SDS 0,1%) a temperatura ambiente

para retirada do excesso de sonda, por 15 minutos e, duas vezes em condigdes

de alta estringéncia (SSC 0,1X; SDS 0,1%) a 65°C, por 20 minutos.
Auto-radiografia: o filtro lavado foi exposto a filmes de raio-X (Kodak X-

OMAT AR) em cassetes apropriados com intensificador de sinal ("Lightning Plus"
da Dupont), a -70°C.
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c) Transcrigao de RNA

O RNA extraido foi diluido em agua tratada com DEPC, em um volume final
de 10 pl (1:1) e aquecido a 65°C por 3 minutos, sendo imediatamente transferido

para um banho de gelo.

Ainda em gelo adicionou-se 0 mix contendo: 4ul de tampao 5X, 1 ul de
RNAsin (10U), 1 pl de dligo dT (0,5 pg), 1 ul de mix de iniciadores randémicos
(0,5 ng), 2ul de dNTPs (2mM) e 1 ul da enzima AMV reverse trancriptase. Esta

mistura foi incubada a 42°C por 1 hora, seguida de 30 minutos a 52°C.

d) RACE (Rapid Amplification for cDONAComplete Ends)

d.1) Kit Gibco BRL

O RNA de oviduto, em uma concentragdo minima de 1ug, é diluido em um
volume final de 13 pl de agua destilada tratada com DEPC. Neste tubo adiciona-se
1ul do iniciador adaptador (5 GGCCACGCGTCGACTAGTy; 3’), numa
concentragdo de 10 puM. Esta mistura € aquecida a 65°C por 10 minutos,
passando imediatamente para um banho de gelo, onde permaneceu por 2

minutos, seguido de centrifugacao.

Apbs a centrifugagéo s&o adicionados 2 ul do tampao de sintese 10X; 1 ul
do mix de dNTPs a 10mM e 2 ul de DDT a 0,1 M, gentilmente misturados,
centrifugados momentaneamente e colocados por 2 minutos a 42°C. Adicionou-se
1 pl de SuperScript RT (200U/ul) e a mistura permaneceu a 42°C por mais 50
minutos. Apds este tempo as amostras foram retiradas, novamente centrifugadas
e colocadas em banho de gelo para a adicdo de 1 ul de RNase H (2U/ul),

incubando-se novamente a 37°C por 20 minutos.
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Este cDNA obtido foi usado como molde na seguinte amplificagao: 35,25 pnl
de H.0; 5 ul de Tampao 10X; 1,5 ul de MgCl, (50mM); 5 ul de dNTPs (2mM); 1 ul
do iniciador rsARsense (5 CGGGATCCGARGGNAARCARAARTA 3), 1 ul do
iniciador universal (5 CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTAC 3’), 1 ul
de DNA e 0,25 ul de Tag DNA polimerase (Gibco BRL — 5U/ul). A temperatura de
anelamento usada foi de 50 °C. O par de iniciadores rsAR, de truta, fotam
descritos por TOUHATA et al., 1999.

d.2) SMART™ RACE cDNA Amplification (Clontech)

Sintese da primeira fita de cDNA (5’ — RACE- Ready cDNA)

Foram misturados a 2 ul da amostra de RNA, extraido de oviduto de
Eptatretus sp., e cuja concentracdo era de 100ng/ul, 1 upl do iniciador
5 CDS (RACE cDNA Synthesis Primer) 10uM (5" T,sNN 3’), 1 ul de SMART I
oligo 10uM (5° AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG 3'), e 1 ul de agua,
centrifugando-os brevemente. Esta reagdo foi incubada a 70°C por 2 minutos,
sendo passada imediatamente apos este tempo para um banho de gelo por mais 2
minutos. O tubo contendo a reagdo foi novamente centrifugado e adicionou-se aos
5 ul de reago iniciais 2 ul de tampao “First-strand” 5X, 1 ul de DTT (20 mM), 1 ul
de dNTPs (10 mM), e 1 ui de MMLYV transcritase reversa (200U/pul). A reacao foi
misturada e centrifugada antes de ser incubada a 42°C por uma hora e meia.
Como se partiu de 200ng de RNA, a reagdo descrita foram adicionados 20 pl de
tampao TE 1X, aquecendo-se por 7 minutos a 72°C. Aliquotas da amostra foram

estocadas em freezer —20°C.

Em uma segunda etapa do protocolo, essa primeira fita de cDNA

sintetizada foi utilizada como molde para uma reagédo de PCR. Nessa reagao
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adicionou-se aos 2,5 ul do cDNA 5 RACE: 34,5 ul de H20, 5ul de tampéo PCR
“Advantage 2” 10X, 1ul de dNTPs MIX (10mM), 1ul de “Advantage 2 Polimerase
MIX 50X” 5 ul do iniciador universal 10X (5 CTAATACGACTCACTATAGGGC), e
1 ul do iniciador  gene-especifico  sense (GSP-sense - 5
GAAGGCAAACAGAAATACCTGTGCGC 3)).

Para o desenho da seqUéncia desse iniciador, sequéncias referentes a
regiao de ligacdo ao DNA de varios animais, disponiveis no GeneBank foram
alinhadas. Isso foi feito com o intuito de se obter um iniciador que amplificasse
esta regido, a mais conservada do gene RA, em todas as espécies. Como a T, do
iniciador gene-especifico era maior que 70°C, foram programados: 5 ciclos a 94°C
por 30 segundos e a 72°C por 3 minutos; 5 ciclos a 94°C por 30 segundos, a 70°C
por 30 segundos e a 72°C por 3 minutos; e 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, a
68°C por 30 segundos e a 72°C por 3 minutos. Os fragmentos resultantes desta
amplificagao foram purificados de gel de agarose 0,8% e clonados em vetor pGEM

para posterior sequenciamento.

e) Extragdao de DNA

Em uma placa de Petri sobre gelo cerca de 500 mg de tecido foram picados
com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril. O material foi transferido para um
tubo Falcon, misturado a 5mi de solugé@o de digestao (NaCl 0,4M; EDTA 0,1 M pH
8,0; Proteinase K 100ug/ml; e SDS 0,1%),e levado ao agitador a 56°C “overnight”.

Ap6s o periodo de incubagao acrescentou-se um volume de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (50:48:2) igual ao da solugdo homogeneizada,
deixando sob agitagdo suave por 30 minutos. Logo apds o periodo de incubagéo,

o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a TA.
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Ao sobrenadante foram acrescentados 0,1 volume de acetato de aménio
3,0 M e 2 volumes de etanol absoluto gelado misturando-se lentamente por
inversdo para a precipitagdo do DNA, o qual foi retirado com uma vareta de
inocular bactérias. O DNA foi lavado com etanol 70%, seco a TA, e ressuspenso
em TE 1X contendo RNase (100ug/ml). Para o tratamento com RNase o DNA foi
incubado a 37°C por 1 hora, sendo a enzima posteriormente inativada a 70°C por

10 minutos.

f) Curva de cinética de digestao parcial de DNA gendémico

O DNA gendmico foi submetido a digestdes parciais subsequientes para se
obter uma curva de cinética de digestdo com a enzima Mbo |. Esta cinética tinha
como intuito escolher os melhores tempos de digestdo, os quais gerariam
fragmentos de DNA com tamanhos compativeis aos necessarios para a ligagéo
com o cosmideo Lawrist 4, gentilmente cedido pelo Dr Hoheisel. O cosmideo foi

preparado segundo protocolo do pesquisador, descrito no item 4.8.

Inicialmente preparou-se 10 tubos contendo uma solugéo de parada de
reacao, a qual continha: 3 Wl de EDTA 500mM, 2 pul de Azul de Bromofenol e 5 i
de agua MilliQ. A estes tubos foram adicionados, apds os periodos de incubagao

correspondentes descritos abaixo, 5 ul da reagao de digestéo.

A reagado de digestéo, realizada em um volume final de 50 ul, continha:
40 ul de DNA gendmico (para se ter uma concentragao final de aproximadamente
1,5 ug de DNA), 7,5 ul de tampé&o da enzima (o fabricante indica o uso de tampao
1,5X), 1 wl (5U) da enzima Mbo | (Stratagene) e 1,5 ul de agua estéril para

completar o volume final. A reacio foi realizada a temperatura de 37°C.

Antes da reacdo de digestao ser colocada em banho a 37°C, foi retirada a

primeira aliquota de 5 ul, a qual foi adicionada ao primeiro tubo com a solugao de
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parada de reagao. Apos 30 segundos foi retirada a segunda aliquota; a 1 minuto a
terceira; a 1minuto e 30 segundos a quarta; a dois minutos a quinta; a 2 minutos e
30 segundos a sexta; a 3 minutos a setima; a 4 minutos a oitava; a 8 minutos a

nona; e por fim a ultima aliquota foi retirada aos 30 minutos.

Os 15 pul (resultantes da mistura de reagéo de digestdo com a solugdo de
parada) retirados nos diferentes tempos foram aplicados em um gel de agarose
0,5% (em TAE 1X) e corridos a 40 V “overnight’. Como marcador aplicou-se 50
ng de A DNA (Gibco BRL) na primeira linha do gel, pois o DNA de A tem o

tamanho conhecido (40 Kb). O gel foi corado em Brometo de Etidio e fotografado.

g) Preparagao do Cosmideo Lawrist 4

Os cosmideos da série Lawrist foram descritos por de DE JONG et al.
(1994). Cerca de 100 ug do vetor foram dissolvidos em 340 pl de agua destilada
para que se procedesse a digestao. Para tal foram acrescentados 40 ul do tampao
10X apropriado e 20 pul da enzima de restricdo Sca | (10U/ul). A digestao foi

realizada “overnight’.

Uma aliquota da digestao foi verificada em gel de agarose 0,8%, sendo
adicionado 2 ul de fosfatase alcalina (1U/ul — Boehringer Mannheim) e incubado
por 1 hora a 37°C. Apos este periodo mais 2 ul de fosfatase foram adicionados, e
a temperatura de incubagéo elevada para 56°C, por mais 30 minutos. Para a
inativacdo da enzima a reagdo é colocada por 10 minutos a 70°C. Foram ainda
adicionados 10 ul de EDTA 0,5M, 10 ul de SDS 20% e 5 ul de Proteinase K

(10mg/mi) e novamente incubada a reagao por 30 minutos a 56°C.

A reacdo foi submetida a uma extragdo com fenol-cloroférmio (450 pul),

sendo centrifugada por 5 minutos a 12.000 rpm. A fase aquosa, foi adicionado o
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mesmo volume de cloroférmio / alcool isoamilico (24:1). As fases foram
novamente separadas por uma breve centrifugacao, e a fase aquosa (superior)
retirada para ser precipitada “overnight”, por intermédio da adigcédo de 10% do

volume final de acetato de sédio 3M e 2 volumes de etanol gelado.

A amostra foi centrifugada por 10 minutos a 4°C e dissolvida em 160 p! de
agua MilliQ. Para que se procedesse a digestdo foram adicionados 20 ul do
tampé&o 10X correspondente a enzima Bam HI e 20 ul desta, a uma concentragéo
de 20U/pl. A digestao foi realizada por, no minimo, 2 horas a 37°C, e verificada em
gel de agarose 0,8%. Assim, tendo-se o vetor totalmente digerido este foi extraido
uma vez com fenol e outra com cloroférmio / alcool isoamilico (24:1). A fase
aquosa foi precipitada com 20 ul de acetato de sédio 3M e 450 ul de etanol gelado
“overnight” e centrifugada por 20 minutos a 4°C. O “pellet” foi lavado com 200 pl
de etanol 70%, seco a temperatura ambiente e dissolvido em 100 ul de agua

MilliQ.

h) Construgao de Biblioteca Genémica em cosmideo Lawrist 4

Em um volume final de 200 pl, foram colocados 35 ug de DNA, 20 ul de
tampéo 10X (New England Biolabs 4) e 1 ul de Mbo | (5U/ul), incubando-se a
37°C. Trés aliquotas de 66 pi foram retiradas, respectivamente, nos tempos 2, 2,5
e 3 minutos. Logo apds a retirada de cada aliquota foi acrescentado a cada tubo o
mesmo volume de EDTA 50mM para a finalizagdo da reag&o. A enzima, por sua
vez, foi inativada por calor (68°C por 10 minutos). O DNA de cada aliguota foi
extraido com fenol-cloroférmio (v/v) e precipitado com 6 ul de NaCl 5M e 240 pul de
etanol absoluto. Apés uma hora em freezer —20°C, centrifugou-se por 20 minutos
a 12.000 rpm a 4°C.
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Os “pellets” de DNA foram ressuspensos em 44 pul de agua MilliQ,
acrescentando-se a cada tubo 5 pl de tampao 10X e 1 pl de fosfatase alcalina
(Boehringer Mannheim — 1U/ul). Esta reacéo foi incubada por 1 hora a 37°C e por
subsequentes 30 minutos a 56°C, sendo interrompida por inativagédo da enzima ao
ser exposta a 70°C por 10 minutos. Apds este periodo acrescentou-se 2 ul de
EDTA 500mM, 2 ul de SDS 20% e 2 ul de Proteinase K (10mg/ml) e incubou-se a
por 30 minutos a 56°C. Novamente o DNA foi extraido com fenol (v/v) e
cloroférmio — alcool isoamilico (v/v) separadamente, e precipitado com 1/25
volume de NaCl 5M e 2 volumes de etanol absoluto. Apés uma hora o DNA foi
centrifugado por 20 minutos a 12.000 rpm, lavado com etanol 70%, seco a
temperatura ambiente e ressuspenso em 14ul de agua MilliQ, ficando em uma
concentragéo final de 500 ng/ul. Juntou-se as trés amostras em um s6 tubo, e 5 ul
desta foi misturada a 2 ul do vetor Lawrist 4 preparado, 2,6 ul de tamp&o de
ligacdo 10X e 0,9 ul de ATP 100mM, e ajustando-se o volume final de 25 ul com
agua e 1 ul de T4 DNA ligase (1U/ul — Gibco BRL). Esta reacao de ligagao foi

incubada a 15°C “overnight”.

Esta ligagdo do vetor como inserto foi empacotada em particulas de fago
lambda. Para isso utilizou-se o Gigapack [l XL Packaging Extract (Stratagene),
sendo acrescentado a este 4 ul da ligagdo sem que nenhuma bolha de ar fosse
introduzida, e incubando-se por 2 horas a temperatura ambiente. Como controle

positivo, empacotou-se o DNA de fago lambda.

Apds as duas horas adicionou-se 500 ul de tampao SM (NaCl; MgSOy; Tris-
HCI), homogeneizando por leve inversao, e 20 ul de cloroférmio, invertendo-se o
tubo novamente algumas vezes. Centrifugou-se rapidamente e o sobrenadante foi
transferido para um tubo novo. O DNA empacotado deve ser armazenado a 4°C,

podendo permanecer nesta temperatura por varias semanas.
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Para o preparo da bactéria hospedeira, inoculou-se 500 ul do pré-indculo de
DH5a em 50 ml do meio 2YT (1,6% Bacto triptona; 1% de extrato “bacto yeast”;
0,5% de NaCl) contendo 500ul de MgSO4 1M e 500 ul de maltose 20%. O indculo
cresceu por 6 horas a 37°C, sendo centrifugado a 4.000 rpm por 20 minutos a 4°C
apos este periodo. O “pellet” formado foi ressuspenso em 10 m!l de MgSO4 10mM
estéril. A densidade otica (DO) destas células foi determinada em 600nm de
comprimento de onda, e diluida novamente em MgSO,4 10mM, de forma a se obter

uma DOggo de 1.

Diluiu-se 20 pl da solugéo estoque de fago em 180 i do tamp&o SM. Esta
diluicao foi feita novamente para que se tivesse uma diluicao de 1:100. Misturou-
se 10 ul de cada diluicdo de fago a 200 ul de solugéo de bactérias hospedeiras,
incubando-se a 37°C por 15 minutos em “shaker” a 100 rpm para que os fagos se
aderissem as células. Adicionou-se 1ml| de meio 2YT pré-aquecido € manteve-se
por mais 1 hora a 37°C. Os fagos complexados as bactérias foram misturados a
Top agarose 0,3% e plaqueados em meio 2YT/Kanamicina para se realizar a

titulacdo do banco.

i) Southern Blot

Para a obteng&o da membrana (blot), os DNAs digeridos “overnight” (em
temperaturas e concentragdes ideais, indicadas pelos fabricantes) com as nove
enzimas de restricdo (Ava |, Taq |, Hinf |, EcoR |, Xba |, Kpn 1, Pvu ll, Pst |, e
BamH 1) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%, sendo a
migracao feita a 5V/cm. Em seguida o gel foi corado com brometo de etidio por

30 minutos, fotografado e lavado, sob leve agitagao.
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Em seguida o gel foi tratado com HCI 0,25N por 15 minutos (para que
houvesse depurinagéo), lavado novamente em agua destilada, tratado com NaOH
0,4N / NaCl 1M por 30 minutos (para que houvesse a desnaturacéo do DNA), e
posto em um aparato de transferéncia, sendo o veiculo de transferéncia a propria
solucéo de desnaturagio. Sobre o gel colocou-se uma membrana de transferéncia
de acidos nucléicos (Hybond™-N+ - Amersham), duas folhas de papel Whatman
3MM e grande quantidade de papel absorvente (aproximadamente 6 cm). A
transferéncia foi realizada “overnight’”. No dia seguinte a membrana foi
neutralizada com tampéao fosfato de sddio 0,1M por 30 minutos sob agitacéo e

seca (“queimada”) a 80°C por 2 horas.

Inicialmente esta membrana foi hibridizada com o gene RA de truta (rsAR —
figura 5), cujo plasmideo contendo o cDNA do gene nos foi gentilmente cedido
pelo Dr. Ken Touhata, da Universidade de Kyoto, Jap&o. Para a liberagao do

inserto foi feita uma dupla digestdo com as enzimas de restricdo Eco R | e Hind Ill.

Eco RI

L EcoRI
L EcoRI

— Pstl

——  Not |

Kpn |

Bluescript —
P SK- P Pst |

Pst |

Pst |
Sac
Pst |

———  Hind IlI
—— Xholl

\ Kpn |

Figura 5: Mapa do plasmideo pBluescript SK- rsAR
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Porém, como o resultado da hibridizagdo nédo foi satisfatério, um par de
iniciadores, rsAR sense (TOUHATA et al, 1999) e GSP anti-sense (5
GCGCACAGGTATTTCTGTTTGCCTTC 3'), foi usado para amplificar a regiao
conservada do gene AR de truta. Essa amplificag@o pela PCR teve como intuito
a obtencao de um fragmento (em torno de 700pb), referente a tal regido do gene
RA de truta, a ser utilizado como sonda. Novamente, para a obtengcao do
iniciador GSP anti-sense procedeu-se da mesma forma: sequéncias referentes a
regido de ligagdo ao DNA de varios animais, disponiveis no GeneBank foram
alinhadas para que se desenhasse um iniciador que anelasse na regiao mais

conservada do gene.

j) Mini banco construido com DNA digerido com Pvu Il

A hibridizagdo da membrana com a sonda de 700 pb gerada por PCR
revelou a presenca de varias bandas, correspondentes ao gene RA em Epftatretus
sp.. Assim, escolheu-se a banda referente a hibridizagdo com a digestéo com Pvu
I, por ter um tamanho pequeno (menor que 1kb) e por esta enzima produzir cortes

abruptos, o que facilita a ligagdo com o vetor.

Assim, cerca de 10 ug de DNA foi digerido “overnight” com 30 unidades da
enzima Pvu ll. Esta digestdo foi precipitada com 0,1 volume de NaAc 3M e 3
volumes de etanol absoluto, sendo ressuspensa em 20 pyl de TE 1X Todo o
volume foi aplicado em um gel de agarose 0,8% e corrido por cerca de 40 minutos.
Todo o DNA cujo tamanho estava entre 0,5 e 1 kb foi cortado do gel e purificado
com o auxilio do kit Concert™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL). Este
DNA, utilizado como inserto, foi ligado ao vetor pUC 18, componente do kit Sure
Clone (Amersham Pharmacia), segundo as instrugbes do fabricante. Foram

realizadas quatro reacgdes, sendo que em duas usou-se 4 ul de inserto e nas

outras duas, 7 pl.
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O fragmento a ser ligado deve ser purificado e quantificado. A massa
requerida de DNA para a ligacdo € designada de acordo com o tamanho do
inserto (tabela apresentada no kit). Os fragmentos foram submetidos ao

tratamento de preenchimento e fosforilagdo, por intermédio da seguinte reagéo:

Produto de PCR 1-16ul
Klenow fragment 1Tul
10X Blunting/ Kinasing buffer 2ul
Polinucleotide kinase Tul
H,0 destilada gsp 20ul
Volume total 20ul

Esta reagao foi incubada a 37°C por 30 minutos. Apds este periodo foram
adicionados 20 ul de fenol/cloroférmio, vortexado e centrifugado por um minuto. A
fase aquosa foi coletada e passada pela coluna de purificagdo. Esta coluna
contém a resina Sephacryl S-200 (500 ul), a qual se ligara ao DNA presente na
fase aquosa coletada na etapa anterior. A mistura foi centrifugada a 12.000 rpm
por 30 segundos e a coluna descartada. 2 ul do efluente recolhido foram utilizados

na ligagao com o vetor, seguindo-se a reagao:

Efluente da coluna 2ul
Vetor desfosforilado (50ng) Tl
Tampéao de ligagao 2X 10ul
Solugdo de DTT Tl
T4 DNA ligase Tul
H,0 destilada gsp 20ul
Volume final 20ul
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Dos 20 ul de volume final de cada reagao, cerca de S pl foram utilizados por
vez para a transformagdo de células competentes. A transformagao foi feita por
choque térmico por 1 minuto a 42°C, seguido por resfriamento em gelo e
crescimento por 1 hora em “shaker” a 37°C, para subsequente plaqueamento em

meio LB agar com ampicilina e X-Gal.

Cerca de 500 ciones recombinantes foram inoculados em meio LB,
crescidos “overnight” sob agitacdo a 37°C, e a estas culturas de células obtidas
procedeu-se as extragdes de plasmideo por mini-preparagdo. As 500 amostras de
DNA plasmidial obtidas foram testadas em gel de agarose 0,8 % para a
quantificacdo da concentragdo de cada uma delas, para que se pudesse passar
para a proxima etapa de fixacdo dos DNAs em membrana (macroarray) e
posterior hibridizag&o. Assim, todos os DNAs plasmidiais foram digeridos de
forma a ficarem com a mesma concentragédo de 100ng/ul. Esta concentracao foi
novamente alterada quando se partiu para a fixagdo dos DNAs em membrana. As
amostras fora diluidas em NaOH (em uma concentragao final de 0,2M) para que
ficassem com uma concentracdo final de 50ng/ul, e aquecidas a 37°C por 15

minutos para que se procedesse ao preparo da membrana.

As amostras foram colocadas em placas de 96 pogos em fundo cdnico,
juntamente com o NaOH. O carimbo, com também 96 “capilares”, era encaixado
na placa e pela marcagao guia, levemente pressionado na membrana. Este
procedimento era repetido para cada placa, de modo a se obter uma
concentracido final de 100 ng de cada amostra na membrana. Cada amostra foi
“carimbada” em duplicata. Assim, obteve-se uma unica membrana com 500
amostras em duplicata, distribuidas de forma que as amostras iguais nao
ficassem préximas. A membrana foi colocada por 2 horas em forno a 80°C a fim
de se fixar o acido nucleico, pré-hibridizada por uma hora e hibridizada com a
sonda GSP sense/rsAR anti-sense, de 700 pb, “overnight”. Os pontos mais fortes
foram manualmente sequenciados com o kit Thermosequenase (Amersham

Pharmacia) e as sequéncias obtidas submetidas ao Blast.
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k) Isolamento de banda-Southern / PCR / Clonagem com pGEM T easy

Na tentativa de se isolar o gene RA, também se tentou restringir a
quantidade de DNA. Para isso, algumas bandas relativas as hibridizagées com a
sonda GSP senselrsAR anti-sense foram isoladas de gel de agarose 0,8% com o
auxilio do kit Concert™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL). O DNA assim
obtido foi usado como molde para a amplificacdo pela PCR. A condi¢do de
amplificacdo utilizada encontra-se na tabela 3. Varios pares de iniciadores também
foram utilizados, encontrando-se as sequéncias na tabela 3, e as combinagdes
dos mesmos na tabela 4. A condi¢do de amplificagéo usada foi a seguinte: 35,25
ul de H0; 5 ul de Tampéao 10X; 1,5 ul de MgCl, (50mM); 5 ul de dNTPs (2mM); 1
ul de cada iniciador (sense e anti-sense), 1 ul de DNA e 0,25 pl de Tag DNA

polimerase (Gibco BRL — 5U/pl). A temperatura de anelamento usada foi de 50 °C.

Os fragmentos obtidos pela PCR foram clonados com o auxilio do kit pGEM
T easy vector da Promega, e 0s clones recombinantes sequenciados também
manualmente. As sequéncias lidas foram submetidas a comparag&o com o banco
de dados do GeneBank por intermédio do BLAST.

Tabela 3: Sequéncias dos iniciadores aAR (sense e antisense), rsAR (sense e
antisense) e degenerados (sense e antisense).

Iniciador Sequéncia
GSP sense GAAGGCAAACAGAAATACCTGTGCGC
GSP antisense GCGCACAGGTATTTCTGTTTGCCTTC
rsAR sense CGGGATCCGARGGNAARCARAARTA
rsAR antisense ATGGATCCNGCYTTCATNARRAAYTC
aAR sense TGTTACGAGGCGGGGATGAC
aAR antisense CCAGCCCATAGCAAAGACCAT
aAR degenerado sense TGYCAGCCYATCTTYCTSAA
aAR degenerado antisense TCWGVYCWTCCACWKGMAGCGC

N = A/T/G/C W= AT

R=AG V= AICIG

Y=CIT K=G/T

S= GIC M=A/C
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Tabela 4: Combinagao de iniciadores utilizada para a amplificagao de fragmentos
onde houve a restricdo de tamanho do DNA gendmico de Eptatretus sp..

Sense Antisense aAR rsAR GSP Degenerado
aAR X X X
rsAR X X X
GSP X X

Degenerado X
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Resultados
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RESULTADOS

1) Analise da Regiao Promotora do Gene do Receptor de Andrégenos

em Doadores de Sangue

A reacdo de PCR, realizada para amplificar a regido promotora do gene
RA, apresentou apenas uma banda amplificada, de tamanho esperado, para cada
um dos quatro pares de iniciadores usados (tabela 1 ), em todos os 100 individuos
doadores de sangue analisados. Nas figuras 6 a 9 podem ser observados os
produtos de amplificago relativos a cada par de iniciadores, de alguns individuos,

com o tamanho do fragmento indicado.

Figura 6: Fragmentos gerados por amplificagdo pela PCR com os iniciadores 10S/2
(PM = peso molecular de 100 pb — Gibco BRL).

PM 12 3 4 5 6 7 89 10 1

Figura 7: Fragmentos gerados por amplificacdo pela PCR com os iniciadores
3C/4C (PM = peso molecular de 100 pb — Gibco BRL).
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M 1 2 3 4 5 67T 8 9 10

Figura 8: Fragmentos gerados por amplificacdo pela PCR com os iniciadores
1C/2C (PM = peso molecular de 100 pb — Gibco BRL).

PM1 2 3 4 5 6 7 89 101

<« 489 pb

Figura 9: Fragmentos gerados por amplificacdo pela PCR com os iniciadores
776/1245. (PM = peso molecular de 100 pb — Gibco BRL).

Inicialmente o rastreamento de alteracées moleculares nos fragmentos
amplificados foi realizado por intermédio da técnica de SSCP. As condi¢des
testadas para todos os fragmentos amplificados encontram-se descritas em
Material e Métodos. Porem, em nenhum dos DNAs analisados dos 100 individuos

doadores de sangue foi detectada alteracéo de migragao por SSCP.

Na figura 10 acha-se representado um gel de SSCP, correspondendo ao
padréao de migracdo do produto de PCR dos iniciadores 3C/4C, de alguns

individuos do grupo de doadores.



e s SR T .

Figura 10: SSCP dos produtos da PCR, gerados com os iniciadores 3C/4C, de
alguns individuos doadores, sem alterag&o de migracao.

A técnica de CSGE, realizada com os produtos de amplificagédo de 100
amostras detectou alguns padrdes diferenciais de migracdo, o que poderia
representar a existéncia de alguma alteracdo molecular. Para que tal fato fosse
confirmado, os amplificados que apresentaram alteracdo de migracao foram
manualmente sequenciados. Foram detectadas 3 alteragdes de migragao com 0s
iniciadores 10S/2 (figura 11), 1 com os iniciadores 1C/2C (figura 12), e 1 com os
iniciadores 3C/4C (figura 13). Nenhuma alteragdo de migragéo foi detectada com
o par de iniciadores 776/1245 (figura 14).

) l

1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15161718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96

Figura 11: CSGE dos produtos da PCR gerados pelos iniciadores 10S/2. As setas indicam
as alteragdes de migragao.
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33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

Figura 12: CSGE dos produtos da PCR gerados pelos iniciadores 1C/2C. A seta indica a
alteracao de migracéo.

¥

1 23 456789 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 39 60 61 62 63 64

65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96

Figura 13: CSGE dos produtos da PCR gerados pelos iniciadores 3C/4C. A seta indica a
alteracao de migracgao.
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33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 5

65 66 676869707172 7374757677 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 9596

Figura 14: CSGE dos produtos da PCR gerados pelos iniciadores 776/1245.

Somente uma mutagdo foi confirmada, uma delegdo de T na posicéo +36 ,
a jusante dos sitios de transcrigdo TIS | (+1) e Il (+12), sendo a unica alteragao de
migragdo detectada por CSGE nos fragmentos gerados pelo par de iniciadores
3C/4C, representado em detalhes na figura 15. O resultado do sequenciamento

manual, evidenciando a delecdo da base T, pode ser visualizado na figura 16.

7 8 9 10 11 12 13 14 15

2 3 < 5 6

Figura 15: CSGE dos produtos da PCR gerados pelos iniciadores 3C/4C. A seta indica a
alteragdo de migracao.
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GATC GATC

Figura 16: Sequenciamento do fragmento distal com o iniciador 3C. a) individuo
normal; b) individuo apresentando delecdo detectada na posicdo +36. A seta
evidencia a base T na posigao + 36, presente no individuo usado como controle.
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2) Anélise da Regido Promotora do Gene do Receptor de Andrégenos
em pacientes com CaP

Os 100 DNAs de pacientes com CaP, amplificados com os quatro pares de
iniciadores, também revelaram fragmentos de tamanho esperado. Na figura 17
acha-se ilustrado o resultado da reagéo de PCR de alguns individuos deste grupo,
com os iniciadores 3C/4C.

s
S
e
—
e
=
L il
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e
e

Figura 17: Fragmentos gerados por amplificagdo pela PCR com os iniciadores
3C/4C (PM = peso molecular de 1 kb — Gibco BRL).

Os fragmentos foram submetidos inicialmente a técnica de SSCP para a
deteccdo de possiveis alteragées moleculares, porém nenhuma alteracao de
migracéo foi verificada. Neste caso utilizou-se o produto da PCR do individuo que
apresentou a delecdo —T como controle positivo de alteragédo de migragéo. A
figura 18 ilustra o resultado da analise de SSCP dos produtos de PCR gerados
com o par de iniciadores 3C/4C, de alguns individuos deste grupo.

1'2 3. € 45 6

Figura 18: SSCP dos produtos da PCR, gerados com os iniciadores 3C/4C, de
alguns pacientes com CaP, sem alteracdo de migrac&o. C = controle (doador com
a delecdo de T na posicéo +36 ).

O rastreamento por CSGE foi realizado para os produtos de PCR
correspondente aos pares de iniciadores 10S/2 e 3C/4C. Em ambas as situacdes

(figuras 19 e 20), nenhuma alteragdo de migracéo foi detectada.
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1 2 345678910 111213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

65 666768 6970 7172 7374 75767778 7980 81 82 83 84 85 86 87 88 89 909192 93 94 95 96

Figura 19: CSGE dos produtos da PCR gerados pelos iniciadores 3C/4C.

1 2 3456 7891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 545556 57 58 59 60 6162 63 64

Figura 20: CSGE dos produtos da PCR gerados pelos iniciadores 10S/2.
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3) Analise da Regido Promotora do Gene do Receptor de Andrégenos em

Vertebrados

Os clones obtidos a partir da ligagdo dos produtos de amplificagao pela
PCR dos vertebrados analisados (figura 21) foram sequenciados, e as sequéncias
obtidas foram submetidas ao BLAST (Basic Local Alignment Search Tool —
ALTSCHUL et al., 1990). Porém apenas os produtos de amplificacéo obtidos com
o par de iniciadores 3C/4C revelaram um bom grau de similaridade (em torno de

80%) com a regido promotora do gene RA humano, como mostrado no Anexo .

PM 1 23 4 5 6

< ~ 260 pb

Figura 21: Produto de amplificagéo utilizando-se o par de iniciadores 3C/4C e,
como molde o DNA gendmico de: 1 — gato, 2 — boi, 3 — cavalo, 4 — macaco, 5 —
galinha, 6 — peixe (PM = peso molecular de 100 pb — Gibco BRL).

Ja os produtos de amplificagdo da PCR obtidos por intermédio do par de
iniciadores 10S/2, quando submetidos ao alinhamento por BLAST, n&o revelaram

nenhuma similaridade de sequéncia com a regido promotora do gene RA humano,

ou de outros receptores esteroidais.
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As sequéncias dos clones (produtos de amplificagao com 0s iniciadores
3C/4C) que revelaram similaridade (gato, cavalo, boi, macaco, galinha e peixe),
em conjunto com as sequéncias da regido promotora do gene RA de rato (acesso
n® L15691), camundongo (acesso n® X59591) e humana (acesso n® X78592),
obtidas do banco de dados do GeneBank, foram alinhadas por intermédio do
programa CLUSTAL W (HIGGINS et al., 1996). O resultado do alinhamento

encontra-se na figura 22.

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

galinha! ' W @ i—eee—smemo—sero S i e e e e b e 2
Baber @0 EESSEEETEEETE GGGGETGTNCNT TNATGCCTTGACTACCATAGGGCGAATTGGGCC 45
boi =00 e e e e
egua TGCCTTTNGACTACCNTAGGGCGAATTGGGCC 32
macaco e
epta; @@=z 0 —mmmmm— GGBNGTGTGTARAAAT TNTNAACTCT TNGARAAACCCCAGGGCGTTTGGGNCC 52
rato e AAAGGGGAGGGGAGGGEAGEGGAGGEEAGEEGAGAGAGGANA 42
CEmMuUndengo = —omm—emeees e GGAANGGGGAGGGGAGGEEAGEEGAGEEAG-AMAA 33
humano GCAGGCETTAGCGCGCGETCAGGGGAGGGGAGAARAAGGAALAGGGERAGEGGAGGEA--AAA 58
galinha CGAC-CCGCATGCTCCCG--GUCECCATGEUEECEECEEEAAT TCGATTCGCARACTGTT 59
gato CGACGTCGCATGCTCCCG--GCCGCCATGGCEGCCECEEEAAT TCGATTCGCARACTGTT 103
Febii>al R e e COG--GCCGCC-TGGCEGCCECEEEAAT TTNAT-CGCARACTGTT 41
egua CGACGTCGECATGCTCCCG-—GCCGCCATEGCEECCECEGEAATTCGATTCGCARRCTGTT 90
MAETzaia | 4 e e CCCCG--GCCGCC-TGENBEECGCEEEAATTTGATTCGCARACTGTT 44
epta CGACCTCGCATGCTOCOG--GCCGCCATGGCEECCGEEGEAATTCTATTCGCARACTGTT 110
rato GGAGGTGGEGAAGGCAGGGAGGCCGEEC———== BGEEGECGGEGEA-CC-GACTCACARACTGTT 95
camundongo GGAGGTGGGAAGGCAGAGAGGECGGCT--GCEEEEGCGEEA-CC-GACTCACAARCTGTT 89
humano CEAGGTEEEAAGGCARGGAGGCCGEECCCGGTEEEEECEGEGA—CCCGACTCGCARACTGTT 117

* ddedrd * % ko ke * * kkdddddk g

i +12 +36

galinha coarrrecrercoaceTececlcescoeeTTCBGAGATCCCAGGGAGCCAGCGTGCRCGGA 118
gato GCATTTGCTCTCCACCTCCORGCGOCCCT TORGAGATCCCAGGGAGCCAGCGTGORCGEA 163
boi GCATTTGCTCTCCACCTCCOMGCACCCCCTORGAGATCCCAGGGAGCCAGTGTGCRGCGA 101
eqgua GCATTTGCTCTCCACCTCCORGCGCCCCCTCRGAGATCCTGGGGAGTCAGCTTGCEGAGA 150
macaco GCATTTGCTCTCCACCTCCORGCGCCCCT TCRGAGATCCCGGGGAGGCAGCTAGCGGGA 104
epta GCATTTGCTCTCCANCCCCCRGCGOCCCCTORGAGATCCCEGGEAGCCAGCTTGCHIGGNA 170
rato GCATTTCGTTTCCACCTCCCRGCGCCCOCTORGAGATCCCTAGGAGCCAGCCTGCHGGGR 155

camundongo GCATTTCGTTTCCACCTCCORGOGCCCCCTCRGAGATCCCTAGGAGCCAGCCTGCRGGGR 149

humano GCATTTGCTOTCCACCTCCCRGOGCCCCCTCRGAGATCCCGEGGAGCCAGCTTGCHGGGER 177
FhE Tk de okdkdk ok kdkdkkdh bkt kb khkdbdddd e et gk A *d *
galinha GAGCTGGAGGETCCCGAGCTANC -CGGGAGGCA-NARGAGGCAGRAGAGG——AARGAGAC 175
gato GAGCTGGAGGEETCCCGAGCTAGC-CGGGAGGCA-NARGAGGCAGARAGAGG——AAAGAGAC 219
boi GCGCCGGAGGETCCGGAGCARGC-CTGEAGGCA—GAGCCAGOGACCGAGGG-AAAGCGAA 158
egua GAACCAGAGGETCCCGAGCAAGC—CTGGAGGCA-CAGGAGGCGACGEAG-—————————= 187
macaco GAGCGGEACEETCGEGAGCARGC-CCAGAGGLG-GAGGAAGCGACAGAGA——ARRACGGC 160
epta GAGCGENACGGTCCUGAGCARGCTCCAGANGCATNAGGAGGCGATAGAGGNARAAAGGGC 230
rato GAACCAGAGGGTCCEGAGCARRC-CTGGAGGCT -GAGAGGGCATCAGAGGGGAARAGA-C 212
camundongo GARACCAGAGGGETCCEGAGCARAC-CTGGAGGCT -GAGAGGGCATCAGAGGGGRARAGA-C 206
humano GAGCGEGACGGTCCGGAGCAAGC-CCACAGECA-GAGGAGGCGACAGAGGEGARAMAGEGC 235
* £ L hddkd * e *  ded * dede * ko
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galinha
gato

boi

egua
macaco
epta

rato
camundongo
humano

Figura 22: Alinhamento, por CLUSTAL W, das seqUéncias da regi&o
promotora do gene RA de vertebrados, amplificadas por PCR a partir de
iniciadores humanos. Os asteriscos abaixo das sequéncias alinhadas indicam que
nesta posicdo a base nucleotidica é idéntica em todas as amostras analisadas. As
bases marcadas em amarelo correspondem ao sitio de ligag&o a proteina Sp1,

em verde ao TIS I, em azul ao TIS | e em magenta a base ausente detectada por

CGAGCTAGCAGC——TCCAGTGTGGGACAGGAGbTGAAGGGACATACCGCGTCAACCCC—Ak

CGAGCTAGCAGC-—TCCAGTGTGGGACAGGAGCTGAAGGGACATACCGCGTCAACCCC—A
CGAGCTAGCTGT——TTCCGTGCGGGACAGGGGCCTAAGGGACGCACCGCGTCAACCCC—A
———————— CCEC--TTCAGTGCGEGACAGGAGCCGAAGGGAGCCACCGCGTCAACCCC-A
CGAGCTAGCAGN——TNCAGTGCTGTACAGGAGCCGAAGGGACGCACCACGCCAGCCCNCA
CTAGCTAGCCGT--TCNAGT GNTGTACAGGAGCNGAANGGACGCACCACGCC~~——===~
TGAGCTAGCCACCCTCCAGTGCCATACAGAAGCTT~~-—~=~—w= - - - ===~ == — ===~
TGAGCTAGCCACH = — m e — s - M S TS TS m S oS T
CGAGCTAGCCGC——TCCAGTGCTGTACAGGAGCCGAAGGGACGCACCACGCCAGCCCC—A
*

CSGE em um dos individuos doadores de sangue. -
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4) Isolamento do gene do Receptor de Andrégenos (RA) e sua regiao
promotora em Eptatretus sp.
a) Northen blot

Uma vez que ndo se obteve resultados com a sonda de 1,5Kb, a membrana
de Northen blot foi hibridizada com a sonda de 350 pb, obtida a partir de PCR,
tendo-se como molde cDNA de testiculo de camundongo. Na figura 23 acha-se
reproduzido o resultado da auto-radiografia referente a este experimento. Uma
banda de fraca intensidade foi detectada, na canaleta correspondente ao RNA de
tecido do oviduto. Algumas outras bandas, também de fraca intensidade foram

detectadas).

Figura 23: Autoradiografia da hibridizacdo da sonda de 350pb (obtida pela
amplificagdo de cDNA de testiculo de camundongo com os iniciadores aAR) com
a membrana de Northen blot. A seta indica a banda correspondente a hibridizagéo
da sonda com o tecido de oviduto. C = RNA controle de testiculo de camundongo.
1 — cérebro, 2 — coragéo, 3, 4, 5 e 6 — figado ( em concentragdes crescentes de 1,
3 e 5ug), 7—musculo, 8 e 9-ovos, 10 e 11 — oviduto.
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b) Amplificagdo de cDNA de oviduto por intermédio de iniciadores

degenerados para obtengao de sonda homéloga

Como resultado das primeiras clonagens realizadas, a partir da
combinagao dos iniciadores degenerados (tabela 4) e do adaptador de dligo dT,
clonou-se um gene mitocondrial (CO Il - citocromo oxidase Il), com 90 % de
similaridade com um peixe do mesmo género (Myxine glutinosa) (ARNASON et
al.,, 1998). Abaixo segue a figura 24, com o alinhamento das seqUéncias,

indicando o grau de similaridade.

gi|12084808|refINC_002639.1| Myxine glutinosa mitochondrion, complete genome
Length = 18909

Score = 359 bits (18l1), Expect = 2e-96
Identities = 289/325 (88%), Gaps = 3/325 (0%)
Strand = Plus / Minus

Query: 107 taatttaatatttgaagcttttagggtcttttcegtcttatataagaatttctgtetttga 166

FEET FEEE et e e e ee b Pt
Sbjct: 18371 taatctaatatttgaagcttttagggtcttttegtcttataggettatetctgectttgg 18312

Query: 167 acagaaaggataatttcattgataaaaattaggagacagtttggctttecgttaatccatt 226

R N R R NN
Sbjct: 18311 acagagaggttaatttcattgataggaaataggagacagttcggctttegttaatccatt 18252

Query: 227 cattctagtctataattaatagacaattgattatgctacgttatcatcagagatggececgt 286
PEEEETErrrrr trrr ey bbbt e e e et e
Sbjct: 18251 cattctagtctaaaattaatagacaattgattatgctacgttatcatcaaagatggeccgt 18192

Query: 287 tgaaaaa-tcactgggcaggtaggacttattatattaattaaacaataagegatgttttt 345
PUEETEE B bbb bt e b e | PEELERER It
Sbjct: 18191 tgaaaaaatcactgggcaggtaggacttattatatttttataacaataagcgatgttttt 18132

Query: 346 ggtaaacaggcgaagccatagtttgecgagttecttctaannnnnnnaatctttctctaa 405

RN FEEEEEREr ettt PLrrerrr fd
Sbjct: 18131 ggtaaacaggcgaag--atagtttgeccgagttecttctaattetttttatetttctttaa 18074

Query: 406 tatactcctgtgttgggtttacgat 430
PEbrrrerrrerrrrrr vretl
Sbjct: 18073 aatattcctgtgttgggttaacgat 18049

Figura 24: Alinhamento de sequéncias por BLAST de um dos fragmentos obtidos
por amplificacido com iniciador degenerado (S1) e adaptador AS, com 88% de
similaridade com o gene mitocondrial CO Il de um peixe do mesmo género.
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c) Race

As sequéncias geradas por RACE (tanto com o kit da Gibco BRL, quanto
com o da Clontech) foram submetidas ao BLAST. Porém, nenhuma destas
sequéncias revelou similaridade com o gene RA ou algum outro receptor

esteroidal.

d) Construgao de Biblioteca Genémica em cosmideo Lawrist 4

Varias tentativas foram feitas para a construgéo da biblioteca genémica de
Eptatretus sp. em Lawrist 4, porém n&o se conseguiu ligar o DNA do peixe, digerido
com a enzima de restricdo Mbo |, ao vetor. Deve-se ressaltar que foi feito um

controle de ligagao, o qual revelou resultados positivos.

e) Southern blot

Na figura 25 encontra-se representada a auto-radiografia referente ao
experimento de Southern blot, onde detectou-se bandas correspondentes a
hibridizagado da porgéo conservada da sonda rsAR com o DNA de Eptatretus sp

.digerido com diferentes enzimas de restricdo (indicadas por setas).
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Aval Taq| Hinf| EcoR | Xbal Kpn Pvull Pstl BamH|

Figura 25: Auto-radiografia da hibridizagdo da membrana de Southern blot
contendo as amostras de DNA de Eptatretus sp,. digeridas com 9 enzimas de
restricdo diferentes (Ava |, Taq |, Hinfl, EcoR |, Xba |, Kpn I, Pvu ll, Pst |, e BamH
), com a sonda GSP sense/rsAR antisense. A seta vermelha corresponde a banda
escolhida para a construgdo do mini-banco (Pvu Il).
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f) Macroarray do mini banco construido com DNA digerido com Pvu li

Na figura 26 encontra-se representado o resultado referente a hibridizagao
dos 500 clones isolados do mini banco de DNA gendmico de Eptatretus sp.
digerido com Pwvu Il (macroarray). Os clones passiveis de conter sequéncias de
DNA correspondem aos pontos com maior intensidade de marcagdo, e foram
manualmente sequenciados com o kit Thermosequenase (Amersham Pharmacia).
As sequéncias obtidas foram submetidas ao Blast, porém nenhuma similaridade

com o gene RA foi detectada.

Figura 26: Auto-radiografia da hibridizagdo da membrana de macroarray com a
sonda resultante da amplificagdo do par de iniciadores GSP sense/rsAR anti-
sense, utilizando-se como molde o clone da sonda rsAR. Os borrGes em cada uma
das extremidades da membrana s&o devido ao excesso de sonda aplicada, a qual
foi colocada nestes pontos com o intuito de se ter um controle positivo de
hibridizag&o. Foram aplicados, tal qual cada amostra, 100 ng de sonda, quando,
na verdade, apenas 5 ng seriam mais do que necessarios. As setas indicam
alguns dos clones que apresentaram sinal de hibridizag&o e foram sequenciados.
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Discussdo
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DISCUSSAO

A ) REGIAO PROMOTORA DO GENE DO RECEPTOR DE ANDROGENOS EM HUMANOS

O receptor de androgenos, necessario para o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais masculinas secundarias, pertence ao subgrupo de
receptores esteroidogénicos, com dominios funcionais caracteristicos e bem
determinados. Além do dominio de ligagdo ao DNA e aos horménios, o gene RA
possui uma regido NH, terminal necessaria para a ativagao transcricional, a qual
claramente a mais divergente, em termos de sequéncia, de outros receptores
(CHOONG et al., 1998).

Na regido NH; terminal do gene RA, ha varias seqiéncias repetidas de
trinucleotideos, cujas fungdes sdo pouco conhecidas. A repeti¢do de glutamina, a
qual se inicia no cédon 58 do gene RA humano é altamente polimérfica, com uma
meédia de repeticdo de 22~2 residuos na populagdo (EDWARDS et al, 1992). A
expanséo desta repeticdo € associada com a doeng¢a de Kennedy (LA SPADA et
al., 1991), enquanto que as diminuigbes destas repeticbes estio relacionadas a
um maior risco de CaP agressivo (CHOONG et al., 1998).

A acdo dos andrégenos no desenvolvimento e crescimento de carcinomas
prostaticos € bem documentada. O RA facilita a regulagédo de genes andrégenos-
induzida, envolvidos na proliferagao e diferenciagdo celular. Desde o inicio da
década de 40 a ablagdo de andrégenos vem sendo a base do tratamento para o
cancer de prostata metastatico. Apesar de sua alta eficiéncia inicial, a terapia
hormonal n&o é curativa, e a resisténcia tumoral tende a prevalecer (CUDE et al.,
1999).
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Mutacdes as quais alterem a conformacgéo, fungéo e/ou regulagéo do RA
podem promover uma vantagem seletiva de crescimento para subpopulagdes
celulares tumorais que sejam capazes de proliferagdo em um meio com
deprivacdo androgénica. Clinicamente tais mutaces s&o de grande importancia,
uma vez que estas podem levar ao crescimento de tumores androgeno-

independentes, progredindo a um estado refratario (CUDE et al., 1999).

Mutacdes soméaticas em regides codificantes, as quais s&o de fato a maioria
das alteragdes detectadas em pacientes com CaP, estéo distribuidas ao longo de

todo o gene RA (http://ww2.mcqill.ca/androgendb/ ). S&o conhecidas 61 alteracoes

moleculares, das quais apenas 4 sdo de linhagem germinativa (Tabela 5).
Encontra-se uma maior concentracéo de diferentes trocas nucleotidicas no éxon 5,
o qual corresponde & regido de ligagdo ao hormdnio. Entre estas, uma mutagao
germinativa representada por uma transverséo de G para T no aminoacido 726
(R726L) pode corresponder a 2% das alteragdes detectadas em pacientes
finlandeses com CaP (MONONEN et a/., 2000). A casuistica analisada por estes
autores constou de 418 pacientes com CaP esporadico e 106 pacientes com

recorréncia familial.

Dentre as outras mutacbes detectadas em linhagem germinativa, uma
delas ocorre no éxon 6, levando & substituicdo de aminoacido na posigdo 798
(Q798E). Esta mutag&o, encontrada por EVANS et al. (1996) em DNA gendmico
de um paciente com CaP, ja foi descrita em dois pacientes com insensibilidade
parcial aos androgenos (QUIGLEY et al., 1995 ; BEVAN et al,, 1996) e em dois
pacientes com azoospermia (WANG et al., 1998 ; HIORT et al., 2000).
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Tabela 5: Mutagbes descritas no gene do receptor de andrégenos em
pacientes com CaP (GOTTLIEB et al., 1997).

Tipo de Alteragao Numero de ocorréncias
Defeitos Estruturais Somatico Germinativo
Delecao génica parcial 1
Delecbes de 1 a4 pb 5
Insergdes 1
Mutagdes de Ponto Somatica Germinativa
Cédon de terminagéo precoce 4
Substituicao de aminoacido 38 2
Substituicao dupla de aminoacido 6

Substituicdes multiplas de aminoacido 1
Regido 5° UTR 2
Regido 3" UTR 1

As outras duas mutagbes germinativas estéo localizadas na regiao 5 UTR
e foram detectadas por CROCITTO et al. (1997). Estes autores analisaram
amostras de DNA de 38 pacientes com cancer de préstata e de 32 individuos
sadios, por meio de SSCP radiativo. Tais alteragbes moleculares, situadas na
porcao distal do promotor do gene RA, podem estar envolvidas em um possivel
papel do promotor do gene RA na predisposi¢céo ao CaP, bem como na expressao
génica. A primeira delas, uma substituicdo G2T, acha-se localizada no sitio de
transcricdo TIS Il, e foi detectada em um paciente de 65 anos de idade sem
historia familiar de CaP. A segunda, uma transversdo C214A, situada numa regiao
rica em GC, foi detectada em um paciente de 76 anos, com pai e irm&o afetados
por CaP. Esses autores consideram que, embora raras, mutagbes na regido &’
UTR do gene RA poderiam contribuir para a manifestagdo do cancer de prostata,

alterando a taxa de transcri¢do e/ou de tradugdo do gene.
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Como visto, somente uma mutacdo foi detectada no presente trabalho,
tratando-se de uma delecdo de uma base T localizada 36 bases a jusante do sitio
TIS Il (figura 27). Esta delecdo situa-se entre as mutagcGes descritas por
CROCITTO et al. (1997), e foi encontrada em um individuo do grupo de doadores
de sangue, referido como sadio e pai de trés filhos, com cerca de 45 anos de
idade. Nessa situagdo, torna-se dificil avaliar o significado dessa dele¢do na
regido promotora, uma vez que por estar localizada entre as sequéncias mais
importantes da regido regulatéria (sitios TIS e regides ricas em GC), pode tanto

comprometer fortemente a fungdo do gene RA a longo prazo como ser inécua.

(+405)
(-40) 1) (+12) (+36) Regido rica
Spl TISTT TIST delT em GC

1 ; e M L 1SN s

+1125]

ATG

Figura 27: Regido promotora do gene RA. Destaca-se nesta figura a
alteracdo molecular detectada, espacialmente localizada em relagéo aos sitios de
inicio de transcricdo (TIS | e I1) e ao sitio para Sp1 (numeragéo segundo TILLEY et
al., 1990). Os asteriscos indicam a posi¢&o aproximada das mutagées detectadas
por CROCITTO et al., 1997.

No presente estudo, onde dentre 100 individuos doadores cujo promotor
foi analisado apenas uma alteragéo foi detectada, pode-se considerar que tal
regido seja realmente homogénea, em decorréncia de pressdes seletivas que
foram vitais para que esse gene viesse a exercer um papel fundamental no
controle da diferenciacdo sexual masculina. Ao mesmo tempo, a auséncia de
variagdo detectavel da regido conservada dos 100 pacientes com CaP reforca a
idéia de homogeneidade dessa regido, e indica que & pouco provavel o seu

envolvimento na etiologia do cancer de prostata.
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Postula-se que a presenga de polimorfismos na regi&o promotora de genes
possa estar envolvida com a regulagdo da expressdo dos mesmos. De fato
esperava-se encontrar na regido proximal, a qual ndo possui nenhum sitio
necessario ao processo transcricional, em humanos, mais alteragbes do que foi

detectado, em fungéo de uma menor pressao seletiva.
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B) REGIAO PROMOTORA DO GENE DO RECEPTOR DE ANDROGENOS EM VERTEBRADOS

O alinhamento das sequéncias da porgdo distal da regido promotora do
gene RA em vertebrados revelou um alto grau de similaridade entre as mesmas,
com a conservacao integral da seqiiéncia correspondente aos sitios de inicio de
transcricdo (TIS) | e 1, e uma grande similaridade da sequéncia de seis
nucleotideos, referentes ao sitio de ligacdo a proteina Sp1. N&o podemos
esquecer que a seqléncia consenso do sitio de ligag&o a proteina Sp1 € variavel,
podendo ser composto de 6 a 10 nucleotideos: KRGGCGKRRY, onde K=Gou T,
R= Aou G, e Y= Cou T (LOCKER, 1996). Se considerarmos a sequéncia humana
como base para comparagéo, dos seis nucleotideos que compde o sitio de ligagao
a Sp1, dois apresentam variagdo, consistindo de transicdes de G-»C. O
nucleotideo T na posigdo +36, o qual encontra-se ausente em um dos cem
individuos doadores de sangue, também mostrou-se extremamente conservado
nas espécies de vertebrados analisadas, diferindo em apenas duas delas (no

caso, o gato e a galinha), como pode ser observado na figura 7 dos resultados.

Esta regido, correspondente aos sitios de TIS | e |l, e de ligac&o a proteina
Sp1, € a mais conservada entre os vertebrados analisados, e foi amplificada
utilizando-se os iniciadores humanos 3C/4C. A outra regido do promotor que foi
amplificada revelou grande inespecificidade de seus produtos, e ap6s ligagao ao
vetor para seu seqiuenciamento, este mostrou a ngo-similaridade das sequéncias

obtidas com a regido promotora do gene RA humano.

De fato isso era esperado, uma vez que, no caso da regido promotora do
gene RA humano, os elementos responséaveis pela transcricdo, como o sitio de
ligacdo da proteina Sp1, os sitios de inicio de transcricdo (TIS) I e II, e outros
elementos como CRE-cAMP responsivo e o sitio Ap1 encontram-se localizados na
porcdo distal do promotor (FABER et al., 1993). De fato, a discussdo grau de

conservacdo de regido distal/proximal do promotor torna-se importante quando
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localizamos espacialmente os elementos necessarios ao processo transcricional.

No caso da regidao promotora do gene RA em humanos sabe-se que € na
regiao distal, em relagdo ao coédon de inicio da tradugdo ATG, onde se encontram
os sitios de ligagao a proteina Sp1 e de TIS, sendo esta a que sofre conservagéo
seletiva. Em outros genes efou outros organismos esta regido pode sofrer
variagbes, sendo, por exemplo, a proximal ao ATG, a mais conservada. De
qualquer forma, o grau de conservagado dessas regibes estara intimamente

relacionado com a presenga de sitios envolvidos com o processo transcricional.

Analisando-se as sequéncias da regiao promotora do gene RA em
vertebrados, pode-se dizer que provavelmente os elementos promotores minimos
TATA e CCAAT nao desapareceram ao longo de milhdes de anos, nao tendo sido
necessarios para que houvesse a transcricdo do gene. Tal fato corrobora a
hipétese de que a regido promotora do gene RA n&o perdeu nenhuma sequéncia
essencial a sua atividade, mantendo-se extremamente conservada ao longo do
processo evolutivo. Estudos de evolugdo molecular em vertebrados tém
demonstrado que as sequéncias nucleotidicas de regides promotoras podem

sofrer uma conservacao seletiva (SHAIN et al., 1998).

Um exemplo € o promotor do gene da E-proteina (ME1), um fator
transcricional “helix-loop-helix” associado com o desenvolvimento morfoldgico. A
expressao deste gene é regulada por um promotor, o qual, assim como o gene
RA, ndo possui o elemento promotor minimo TATA, e sim varios sitios de ligagao
para a proteina Sp1, “E-boxes’, e sitios de inicio de transcricdo. As regidesque
contém esses sitios s@o extremamente conservadas (mais de 80% de
similaridade) em anfibios, camundongos € humanos (SHAIN et al.,1998). Assim,
pode-se pressupor que uma forte presséo evolutiva atuou tanto nas sequéncias

regulatéria como na codificante desse gene.
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Um contraponto interessante aos promotores dos genes RA e ME1 é
fornecido pela regido promotora do gene do horménio de crescimento. Este possui
como elemento promotor minimo a sequéncia TATA, além de outros sitios de
ligacdo de fatores transcricionais. Apesar do elemento TATA ser extremamente
conservado, tanto em posicdo como em sequéncia em doze mamiferos
estudados, ao menos oito nucleotideos sdo polimérficos em humanos. A regiao
promotora deste gene também evoluiu de forma distinta, com taxas diferentes
para os varios periodos da escala evolutiva, ou seja, ndo uniformemente tanto em

termos temporais quanto espaciais (KRAWCZAK et al., 1999).

Se considerarmos o grau de conservagao de seqiéncia e a variabilidade de
cada gene, podemos dizer que genes essenciais admitiriam menos polimorfismos
do que genes ndo essenciais, dado a extrema pressdo seletiva a que estao
submetidos. S30 poucos os estudos sobre a regido promotora de genes da
superfamilia de receptores nucleares, quando comparado aos inumeros estudos
sobre estrutura-funcéo. A familia de receptores nucleares surgiu muito cedo na
histéria evolutiva do reino animal, mas incrivelmente os membros da superfamilia
esteroidogénica, como o gene RA, sdo interessantes excegbes, uma vez que sao
conhecidos apenas em vertebrados (GRONEMEYER & LAUDET, 1999).

A estrutura da regido promotora em toda a superfamilia génica parece estar
conservada em varias espécies distintas. Tal conservacdo pode ser um forte
indicativo de sua importancia funcional. Apesar da presenca dos sitios para a
proteina Sp1 e TIS 1 e Il terem sido observadas na regi&o promotora de todos os
vertebrados analisados no presente estudo, o mais curioso e de fato nao se ter
encontrado um numero maior de alteracdes entre humanos. A alta conservagéo de
seqiiéncia e de posicdo dos TIS | e Il entre os vertebrados é extremamente
significativa principalmente a co-incidéncia dos sitios TIS. Juntos, tais resultados
sugerem que estes possam funcionar como uma unidade de inicio de transcrigéo

em um organismo ancestral que precedeu os vertebrados.
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Em promotores onde ha auséncia do elemento minimo TATA, a interagéo
entre TIS, proteinas Sp1 e outros fatores transcricionais podem causar subitas
variagbes na expressdo, contrastando com “enhancers” ou outros elementos da
regido promotora responsaveis por padrées de expressado tecido-especificos, os
quais sdo importantes na determinagdo de quando e onde um gene sera
expresso. A variagdo nesses elementos controladores temporais e espaciais pode
resultar na disrupgdo da fungdo. Variagbes na sequéncia da regido promotora
podem ter como efeitos diretos apenas sutis mudangas nos processos
transcricionais, mas essas pequenas mudangas podem desencadear variagbes

bruscas que afetem drasticamente a expressio génica (CRAWFORD et al., 1999).

Analises evolutivas, em conjunto com a analise molecular experimental,
podem ser extremamente uteis para se determinar se variagdes nos sitios de
ligacédo proteina/DNA séo biologicamente importantes. Muitos estudos vém
demonstrando como diferentes componentes da regiao promotora interagem e
afetam os processos transcricionais, mas estes estudos ndo levam em conta
possiveis (e plausiveis) efeitos de “enhancers” distantes ou mesmo da estrutura

da cromatina.
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Figura 28: Filogenia obtida a partir das sequéncias da regiao promotora do gene
RA de vertebrados. Para tal, utilizou-se o programa MEGA - Molecular
Evolutionary Geneticas Analysis (KUMAR, TAMURA & NEI, 1994), com a distancia
p, 0 método de construgéo de arvore UPGMA.

As sequéncias da regido promotora do gene RA em vertebrados indicam
que os elementos — TIS | e Il, e sitio de ligacéo a proteina Sp1 - sempre foram os
responsaveis, durante o processo evolutivo, por desencadear e controlar a
transcricdo génica, uma vez que estdo altamente conservados em todas as
seqguéncias analisadas. No entanto, arvore filogenética gerada a partir dessas
seqliéncias ndo é capaz de ordenar evolutivamente as espécies estudadas (figura
28). De fato, apesar de altamente similares, estamos trabalhando com sequéncias
curtas e ndo codificantes, que ndo permitiram gerar arvores robustas e confiaveis.
Neste caso seria de grande valor e importancia que dispuséssemos da regiao
codificante do gene RA de todas as espécies estudadas para que fosse valida e

confiavel a analise filogenética.
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C) ISOLAMENTO DO GENE DO RECEPTOR DE ANDROGENOS (RA) E SUA REGIAO
PROMOTORA EM EPTATRETUS SP.

Por se tratarem de genomas extremamente instaveis, provavelmente devido
a presenga de transposons, a clonagem de DNA gendmico de peixes nao &
considerada trivial (TRICHET et a/, 2000). Em adi¢&o a instabilidade gendmica,
outros elementos indicam que a tentativa de isolamento do gene RA nesses

espécimes de Eptatretus sp. possa ndo ser viavel, sendo discutidos a seguir.

Desta forma, parte dos problemas com a clonagem do gene pode estar
relacionada por pouco se conhecer a fisiologia reprodutiva desses animais, sendo
esses estudos limitados a trés espécimes: Myxine glutinosa (costa norte do
Atlantico), Eptatretus stouti (costa leste do Pacifico) e Eptatretus burgeri (costa
oeste do Pacifico), havendo um excesso de fémeas e a definigdo sexual

ocorrendo em espécimes com mais de 20 cm de comprimento (GORBMAN, 1990).

De fato, os dois espécimes capturados na nova coleta eram fémeas, com
comprimento superior a 30 cm. Apesar de ambos serem fémeas e isso ja
representar uma grande desvantagem, frente a chance de expressao do gene RA,
sempre haveria a possibilidade de que o mesmo fosse transcrito, quer no figado,
quer no ovario/oviduto, mesmo que em pequena quantidade. Com efeito, em
estudo realizado em uma espécie unissexual de lagarto (Cnemidophorus
uniparens), a expressao do gene RA foi detectada em ovidutos e rins (YOUNG et
al., 1995).

Entretanto, ao que tudo indica, este gene pode estar sub-representado,
mesmo no DNA gendmico, ou ter sofrido rearranjos, pela possibilidade de
instabilidade gendémica mediada por retrotransposons. Além disso, a variabilidade
do tamanho do genoma estimada para a classe Agnata (de 637 Mb a 2,7 Gb, LI,
1997), torna muito mais dificii a construgdo de uma biblioteca gendmica

representativa.
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Curiosamente, esses peixes primitivos também exibem um fenédmeno
inicialmente reconhecido apenas em alguns invertebrados: a eliminagéo
cromossOmica. Assim, por exemplo, em Eptatretus burgeri, observou-se um
namero dipldide de 48 cromossomos nas espermatogdnias, mas apenas 36
cromossomos sdo observados nas branquias e em outros tecidos (KOHNO et al.,
1998). As percentagens de decréscimo de DNA em células somaticas de oito
espécies de mixinideos analisadas variaram entre 20 e 74%. As evidéncias
citogenéticas indicam que os cromossomos eliminados nos tecidos s&o Banda C
positivos, isto &, ricos em heterocromatina, de modo que haveria um predominio
na eliminagdo de DNA altamente repetido. No entanto, em algumas espécies
também ocorre a eliminagao de cromossomos ricos em eucromatina. (KOHNO et
al., 1998)

O fato de ter sido obtida a amplificacdo de uma regido promotora de
Eptatetrus sp com uso de iniciadores humanos para regiao promotora do gene RA,
foi surpreendente. Por outro lado, por se tratar de uma regido relacionada ao
controle da expressdo génica, € de se supor que esta possa ter sido mais

conservada ao longo do processo evolutivo.

Frente a todos os aspectos levantados, ndo se pode afirmar
categoricamente que a regiao promotora clonada por PCR em Eptatreus sp seja
de fato a regido promotora do gene RA, ndo se descartando a hipotese de se
tratar da regido promotora de algum receptor 6rfdo, membro da superfamilia de

receptores nucleares.

Em principio, 0 mesmo poderia ser dito em relacdo as seqiéncias
correspondentes as regides promotoras amplificadas das outras espécies
analisadas no presente trabalho. Entretanto, nessas outras espécies estudadas, o
processo de diferenciacido sexual € bem estabelecido, havendo nitidas distingdes

entre machos e fémeas, dependentes de interagdes entre hormdnios sexuais e
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seus receptores.

Na classe Agnatha, existem indicagbes da producado de esterdides sexuais
pelas gbnadas, todavia em quantidades muito inferiores as observadas na maioria
dos vertebrados (revisdo em PATZNER, 1998). Isto pode significar que os
processos de diferenciacao gonadal e sexual nao sejam horménio-dependentes e
que a presenga de receptores 6rfaos nesses animais tenha diferente significado

funcional.

Como as “feiticeiras” sdo os vertebrados mais primitivos, estudos da sua
reproducao tornam-se essenciais para a compreensdo de aspectos filogenéticos
da reprodugdo em todos os vertebrados. Assim, todos os pontos acima
levantados, ao mesmo tempo em que fundamentam as possiveis causas do
insucesso quanto ao objetivo de se isolar o gene RA e sua promotora em
Eptatetrus sp. , também revelam um modelo bioldgico fascinante, que merece ser

objeto de maiores investigagdes citogenéticas, fisiolégicas e moleculares.
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Conclusoes
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CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos a partir deste trabalho nos levam as

seguintes conclusdes:

- A regiao promotora do gene RA mostrou-se extremamente
conservada entre humanos, sendo apenas uma alteragcdo (uma

delegao) detectada.
- Em vertebrados, a analise mostrou um alto grau de similaridade

na regidao onde ha os sitios de ligagao (TIS) | e 1l e o sitio de ligagéo

a proteina Sp1, o que indica a evolugao conservativa desta regido.
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ANEXO |

Boi

>gi|183783|gbM63504.1lHUMHARA Human androgen receptor gene, transcription
initiation sites
Length = 420
Score = 202 bits (102), Expect = 2e-49
Identities = 232/272 (85%), Gaps = 3/272 (1%)
Strand = Plus / Plus

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbjct:

31

150

91

210

151

270

210

330

269

390

acctcccagcaccccctccgagatcccagggagec

HIHIIHHIIIIHHIHIHIHIHHH HLPTETETEETTE THHTT

ccacctcccagcgecccecctccgagatccecggggagec

agtgtgctgecgagecgecggagggtccggagcaagectggaggcagagccagecgaccgagg

PR T T PP FEER e TP e

agcttgctgggagagcgggacggtccggagcaagecccagaggcagaggaggcgacagagg

g—aaagcgaacgagctagctgttteccgtgegggacaggggecctaagggacgcaccgegtce

RN R R,

gaaaaagggccgagctagccegctceccagtgectgtacaggageccgaagggacgcaccacgece

aacccca-nngggctctggcgacagccaacgcctecttgcaccgeggeggecttctaagteg

LU TR TEEERP TP R FEEEEEEREREE P

agccccagccecggctceccagecgacagecaacgectcecttgecagegeggeggettcecgaagecg

cgc ttcggtga 300

III IIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHI

ttecctettecggtga 420

109

209

150

269

209

329

268

389



Macaco Prego

>gi|183783|gb|M63504. 1lHUMHARA Human androgen receptor gene, transcription
initiation sites

Length = 420

Score = 365 bits (184), Expect = 2e-98
Identities = 249/268 (92%), Gaps = 4/268 (1%)
Strand = Plus / Plus

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

33

150

93

210

151

270

211

330

271

389

tcgcaaactgttgecatttgctctcecaccteccagegecectteccgagatecccggggagg

O T T 1

tcgecaaactgttgecatttgectctcoccaccteccagecgececcectecgagatecccggggagec

agctagctgggagagcgggacggtcocgggagcaagcccagaggcggaggaagecgacaga—-

T T T T

agcttgctgggagagcgggacggtccggagcaagecccagaggcagaggaggegacagagyg

gaaaaacggccgagctagcagntncagtgctgtacaggagccgaagggacgcaccacgcc

P T T T AT

gaaaaagggccgagctagccgctccagtgectgtacaggagccgaagggacgcaccacgcece

agcccencagcteggectceggegacagccaacgcecctecttgecagetecggeggettenaagece

T T T T

agccc-cagcccggctccagecgacageccaacgecctecttgecagecgecggeggecttcgaagece

gccgcccctgagectgecctttectette 298

LT TRV

gccg-cccggagctgccctttectette 415

110

92

209

150

269

210

329

270

388



Gato

>0i|183783|gbM63504. 1lHUMHARA Human androgen receptor gene, transcription
initiation sites
Length = 420

Score = 133 bits (67), Expect = 1e-28
Identities = 174/209 (83%), Gaps = 2/209 (0%)
Strand = Plus / Plus

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbjct:

92

150

152

210

212

270

270

330

cagcgccccttecgagatceccagggagcec

HHIIIIHHIIlllllllillllllllllllllllll LEEETEETET TITETT

ccacctcccagecgecceccccteccgagatccecggggagec

agcgtgecccggagagctggagggtcecccgagctagecgggaggcanaagaggcagaagagg

T T T T T i i i

agcttgctgggagagcgggacggtccggagcaageccagaggcagaggaggcgacagagg

—-—aaagagaccgagctagcagctccagtgtgggacaggagctgaagggacataccgegtce

LD PEEEREE T TP PEEEL T T

gaaaaagggccgagctagceccgctccagtgectgtacaggagccgaagggacgecaccacgec

aaccccagctgggcteccggcgaccgeccaa 298

| LT TR TR T

agccccagcccggctccagecgacagccaa 358

111

151

209

211

269

269

329



Egua

>gi|183783|gb|M63504. 1lHUMHARA Human androgen receptor gene, transcription
initiation sites
Length = 420

Score = 133 bits (67), Expect = 2e-28
Identities = 103/115 (89%)
Strand = Plus / Plus

Query: 79 tcgcaaactgttgcatttgctctccacctecccagecgeccectectgagatcectggggagte 138

ST T T QT

Sbjct: 150 tcgcaaactgttgcatttgctctccacctecccagegececcteccgagatcccggggagee 209

Query: 139 agcttgctgagagaaccagagggtcccgagcaagcctggaggcacaggaggcecgac 193

LECELEE e T e e e P CeeEr

Sbjct: 210 agcttgctgggagagcgggacggtccggagcaagcccagaggcagaggaggecgac 264

Score = 127 bits (64), Expect = 1e-26
Identities = 119/136 (87%), Gaps = 1/136 (0%)
Strand = Plus / Plus

Query: 196 agccgcttcagtgcgggacaggagccgaagggagccaccgcgtcaaccccagacccgete 255

T T T T T T T

Sbjct: 286 agccgctccagtgctgtacaggagccgaagggacgcaccacgccageccccageceggecte 345

Query: 256 tggcgacagccaacgccttttgcagtgecggeggettcectaageegectgecccggagetgee 315

T 0T O T T

Sbjct: 346 cagcgacagccaacgcctcttgcagegecggcggecttecgaageccgecg-cccggagetgee 404

Query: 316 tcttecggtga 331

lIHllHllHilH

Sbjct: 405 ttecteotteggtga 420
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Peixe (Eptatretus sp)

>¢il183783|gbjM63504. 1|HUMHARA Human androgen receptor gene, transcription
initiation sites
Length = 420
Score = 230 bits (116), Expect = 4e-58

Identities = 165/182 (90%), Gaps = 2/182 (1%)
Strand = Plus / Plus

Query: 99 ttgctctcecanceccecagegecceecteccgagatecccggggagee 158
'|||lIllllllllllllllllllll T

Sbjct: 150 tgcatttgctctccacctcccagegecccctccgagatcceggggagee 209

Query: 159 gctggnagagcggnacggtcccgagcaagectccagangcatnaggaggecgataga 218

IHHIHH T T T 0 1 1]

Sbjct: 210 agcttgctgggagagcgggacggtccggagcaagec—ccagaggca-gaggaggcgacaga 267

Query: 219 ggnaaaaagggcctagctagccgttcnagtgntgtacaggagengaanggacgcaccacg 278

AT DT T T T T

Sbjct: 268 gggaaaaagggccgagctagccgctccagtgectgtacaggagccgaagggacgcaccacg 327

Query: 279 cc 280

Sbjct: 328 cc 329

>gi|469514|emb|X78592. 1}]HSARP H. sapiens DNA for androgen-receptor-promoter
Length = 6905

Score = 222 bits (112), Expect = 1e-55
Identities = 164/182 (90%), Gaps = 2/182 (1%)
Strand = Plus / Plus

Query: 99 tcgcaaactgttgcatttgectectcecanccecccagegececececteccgagatcceggggagee 158

T T TP T T T

Sbjct: 5746 tcgcaaactgttgcatttgctctccacctcccagegecceccteccgagatceccggggagee 5805

Query: 159 agcttgctggnagagcggnacggtcccgagcaagctccagangcatnaggaggcgataga 218

T T T DO ot o i i

Sbjct: 5806 agcttgctgggagagcgggacggtccggagcaagc—ccacaggca—gaggaggcgacaga 5863
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Query: 219 ggnaaaaagggcctagctagccgttcnagtgntgtacaggagengaanggacgcaccacg 278

T AT (0 T TH T

Sbjct: 5864 gggaaaaagggccgagctagccgctceccagtgctgtacaggageccgaagggacgcaccacg 5923

Query: 279 cc 280

Sbjct: 5924 cc 5925

>gi|179025|gb|M58158. 1HUMARPR Human androgen receptor gene, 5' end and promoter
region
Length = 1432

Score = 222 bits (112), Expect = le-55
Identities = 164/182 (90%), Gaps = 2/182 (1%)
Strand = Plus / Plus

Query: 99 tttgctctceccancecececcagecgeccecteccgagatceccggggagee 158
IIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIH | IIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIlIlI

Sbjct: 272 catttgctcteccacctceccagegeccecctecgagatcccggggagee 331

Query: 159 gctggnagagcggnacggtcccgagcaagctccagangcatnaggaggcgataga 218

HIHHHI VL TECEEEE TEREEET TEE e T T

Sbjct: 332 agcttgctgggagagcgggacggtccggagcaagc-ccacaggca—-gaggaggcgacaga 389

Query: 219 ggnaaaaagggcctagctagccgttcnagtgntgtacaggagcngaanggacgcaccacg 278

T T T T T T

Sbjct: 390 gggaaaaagggccgagctagccgctccagtgectgtacaggagccgaagggacgcaccacg 449

Query: 279 cc 280

Sbjct: 450 cc 451

114



>gi|14761773|ref] XM _010429.3| Homo sapiens androgen receptor (dihydrotestosterone
receptor;

testicular feminization; spinal and bulbar muscular

atrophy; Kennedy disease) (AR), mRNA

Length = 2888

Score = 159 bits (80), Expect = 1e-36
Identities = 124/139 (89%), Gaps = 2/139 (1%)
Strand = Plus / Plus

Query: 142 cgagatcccggggagce ggnacggtcccgagcaagctccagang 201

HIHIIHHI T T T i

Sbjct: 1 cgagatcccgggga ctgggagagcgggacggtccggagcaage-ccagagg 59

Query: 202 catnaggaggcgatagaggnaaaaagggcctagctagccgttcnagtgntgtacaggage 261

T T T T i i

Sbjct: 60 ca—-gaggaggcgacagagggaaaaagggccgagctageccgectccagtgetgtacaggage 118

Query: 262 ngaanggacgcaccacgcc 280

LT

Sbjct: 119 cgaagggacgcaccacgcc 137

>gi|4557330jref]NM_000044.1| Homo sapiens androgen receptor (dihydrotestosterone
receptor;

testicular feminization; spinal and bulbar muscular

atrophy; Kennedy disease) (AR), mRNA

Length = 4321

Score = 151 bits (76), Expect = 3e-34
Identities = 123/139 (88%), Gaps = 2/139 (1%)
Strand = Plus / Plus

Query: 142 cgagatcccggggagccagcttgctggnagagecggnacggtcccgagcaagctccagang 201

LVEPEETLOPEPEPEEEE LT TP FEEEEEE TP T 1|

Sbjct: 1 cgagatcccggggagccagcttgectgggagagecgggacggtccggagcaage—ccacagg 59

Query: 202 catnaggaggcgatagaggnaaaaagggcctagctagccgttcocnagtgntgtacaggage 261

LT PEEEE TR TP A TEE T

Sbjct: 60 ca-gaggaggcgacagagggaaaaagggccgagctagccgctccagtgectgtacaggage 118
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Galinha

>gi/4902757|emb|AL049564.10[HSDJ80804 Human DNA sequence from clone RP4-
80804 on chromosome Xql11.1-12.

Contains the 5' end of the AR gene for androgen receptor
(dihydrotestosterone receptor), a PABPN1 (poly(A)-binding

protein, nuclear 1) (PABP2) pseudogene, ESTs STSs, GSSs

and two putative>

Length = 139033

Score = 155 bits (78), Expect = 4e-35
Identities = 226/273 (82%), Gaps = 5/273 (1%)
Strand = Plus / Minus

Query:

Sbijct:

36044

Query:

Sbjct:

35984

Query:

Sbjct:

35924

Query:

Sbjct:

35864

Query:

Sbjct:

52

36103

112

36043

172

35983

230

35923

288

35863

cccagcgcecceccctteccgagatecccagggagcece

| || i I||IIIIHI|I T T

te ttt
I IIlHI T
tgctctcecaccteccagecgeccccteccgagatceccggggagec

tgttge
| 1111
tc gttg

it
caaact cat

agcgtgccocggagagctggagggtceocgagetanccgggaggcanaagaggcagaagagg

RN .

agcttgctgggagagcgggacggtccggagcaagecccagaggcagaggaggcgacagagg

~--aaagagaccgagctagcagctccagtgtgggacaggagctgaagggacataccgegte

LT LEEER T TEEEEEE PR P e

gaaaaagggccgagctagccgctccagtgectgtacaggagccgaagggacgcaccacgcc

aaccccagctgggctcecggecgaccgccaaggetttttgecagegeggeggct——aacgceccg

ST T T T i

agccccagcccggctccagecgacagccaacgectecttgecagecgeggecggettcgaagecg

ccgcctcagagctgnectttcectecttcagtgaa 320

HURRRIRIn

ccgcc—-cggagctgcectttecctctteggtgaa 35832
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171

229
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Abstract

The androgen receptor mediates the physiologic response to
testosterone and dihydrotestosterone, and has a fundamental role at the
male sexual development and maintenance of male secondary sex
characters. In order to understand the factors that control the androgen
receptor gene (AR) expression during embryogenesis and adult life, the
human AR promoter region was isolated and characterized in vitro by Tilley
et al. (1990). This gene has a 5 UTR long region, suggesting that the
sequence downstream to the transcription initiation sites (T1S) is necessary
to the gene expression. One important characteristic is the absence of the
TATA and CCAAT boxes in the promoter region. The analysis of promoter
sequences in eukaryotes shows the existence of polymorphisms that could
be associated with diminished or amplified gene expression levels. The
purpose of present work is the verification of the presence or absence of
polymorphisms within the AR-5UTR region in healthy blood donors
individuals and prostate cancer patients, by CSGE screening and
sequencing. The resuits reveal that the region is extremely conservative,
with high selective pressure. Only one mutation was detected among the
blood donor individuals, and absolutely none among the prostate cancer

patients.

Key words: Human Androgen Receptor gene / Polymorphisms/ Promoter

region/ Prostate cancer/ 5’-untranslated region
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Introduction

The androgen receptor protein (AR) is essential for androgen
action, since it binds either testosterone or its 5a-reduced metabolite,
Sa-dihydrotestosterone. Thus, the androgen receptor gene (AR) plays
an essential role in the development of male sexual characteristics

(Quigley et al., 1995).

This ligand-activated receptor belongs to a super family of genes
that encode receptors for steroid hormones as weli orphan receptor
proteins (Baker et al., 1997). The human AR (hAR) gene is localized in
the X chromosome, at position Xq11-12, comprising 8 exons and with a

relatively long 5’ untranslated region (5 UTR) (Pinsky ef al., 1996).

The hAR promoter has several specific features in common with
the members of the nuclear receptors super family, since the majority of
these members do not have the characteristic TATA or CAAT box
elements. This super family contains multiple transcription start sites,
and the promoter region is G+C rich with multiple putative GC-box
consensus sequences, such as the SP1 protein-binding site (Tilley et al.,

1990).

There are few studies of the nuclear receptor promoters, compared

with other studies of nuclear receptors structure-function. Sequence
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conservation in promoter regions is usually held to be an indicator of
functional importance (Crawford et al., 1999). Up to now the promoter
region of the AR gene was characterized only in humans, mouse and
rat, revealing to be conservative at the TIS region. The alignment of
these sequences shows similarity among them, starting from base -
1044 to —1609 of the human gene (numbering according to Tilley et al.,
1990). The similarity score is higher from base —1044 to —1269, fairly

where the TIS regions and GC box are localized.

The action of the androgens in the development and growth of
prostate carcinomas is well documented. The AR facilitates androgen-
induced regulation of genes involved in cellular proliferation and
differentiation. Mutations that alter AR conformation, function, and
regulation may provide a selective growth advantage for subpopulations
of cells within the tumor that are able to proliferate in an androgen-

deprived environment (Cude et al., 1999).

Since the SUTR region may play a role in translation control,
protein expression could be also modulated by polymorphisms in the
normal male population. In addition, a previous report of two germ-line
point mutations in the SUTR of the hAR gene in men with prostate
cancer (Crocitto, et al., 1997) suggest that alterations in this region may
contribute to this disease. We therefore evaluate the variability of this
region in healthy individuals and in prostate cancer patients from a

Brazilian population.
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Materials and Methods

For the present study, blood samples were obtained from 100
patients evaluated at the Urology Outpatients Clinic from the Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP), Sado José do Rio
Preto, Séo Paulo, Brazil, where the diagnosis of adenocarcinoma of the
prostate was established by one of the authors (JCM). The age of these
patients ranged from 43 to 96 years old. The DNA samples of 100 male
healthy individuals were obtained from blood donors at the Hemocentro
of the State University of Campinas, Sao Paulo, Brazil. The age of these
individuals ranged from 18 to 58 years old. In all cases, the blood

samples were collected only after given informed written consent.

Genomic DNA was extracted from white blood cells by phenol-
chloroform method (Araujo et al.,, 1996). The amplification reaction was
performed using 1X PCR buffer (20mM Tris-HCI, pH 8.0, 500 mM KCI);
1.5mM MgCl;; 200 mM of dATP, dCTP, dGTP and dTTP; 20 pMol of
each primer set, 500 ng of genomic DNA and 1U of Tag DNA
polymerase. The healthy individuals DNA amplification were performed
using four different primer sets to cover around 1,3 kb of the promoter
region (table 1). In the cancer prostate patients, only the most
conservative portion of the promoter region was analyzed, by

amplification with the pairs of primers 1S/2AS and 3S/4AS.
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CSGE (Conformation Sensitive Gel Electrophoresis) was
performed using a 10 ul mixture of the PCR product from a control
individual with the PCR product of each sample, using 10% acrylamide
gel with 1,4-Bis(acryloil)piperazine, formamide 15% and ethylenglycol
10% (Ganguly et al., 1993). CSGE gel was run at 300 V for 16 hours at
room temperature and colored by ethidium bromide. The specimen with
CSGE band shifts was sequenced using the Thermosequenase DNA
Sequencing system (Amersham Life Science, Inc. Cleveland, Ohio),

according to the manufacturers recommendations.
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Results

CSGE band shift (figure 1) was evident in only one of the hundred
blood donor individuals analyzed, with the product of primers 3S5/4AS. A
T (+36, according Tilley et al., 1990) deletion was located 24 bases
downstream from the TIS | (figure 2). No band shifts were detected in

the patients with prostate cancer.
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Discussion

The AR, required for the development of male secondary sex
characteristics, belongs to the steroid subgroup, and its functional
domains are well established and characterized. The AR gene has also
an NH2-terminal region, required for transcriptional activation (Choong et
al., 1998). Several trinucleotide repeat sequences of unknown function
are found at the first exon of hAR that codes for the NH2-terminal region.
There is one polymorphic glutamine repetition beginning at codon 58 in
humans, and its expansion is associated with the Kennedy's disease
(Edwards, et al., 1992; La Spcda et al., 1991), while shorter CAG repeat
lengths were found to correlate with increased risk of aggressive

prostate cancer (Giovannucci et al., 1997).

Most of the molecular alterations detected in patients with prostate
cancer are somatic mutations at coding regions. They are distributed all

over the hAR gene (http://ww2.mcqill.ca/androgendb/). A total of 61 AR

mutations were found in prostatic cancer tissue. Among these only 4 are
germ-line mutations (Gottlieb et al, 1997). One of them, a germ-line
mutation at codon 726 in exon 5 (R726L), was detected in two
apparently unrelated Finnish prostate cancer patients (Mononen et al,
2000). Another germ-line mutation is the glutamine to glutamic acid
substitution at position 798 (Q798E), which occurs at exon 6 (Evans et

al., 1996), and was also described in two patients with Partial Androgen
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Insensitivity Syndrome - SIPA (Quigley et al, 1995; Bevan et al, 1996)
and in two individuals with azoospermy (Wang et al., 1998 ; Hiort et al.,

2000).

The other two germ-line mutations, characterized by Crocitto et al.
(1997), were respectively located within the hAR transcription initiation
site | (AR-TIS 1) and within the GC rich region of the 5 UTR. These
molecular alterations could be associated with a possible factor that
increases the risk of prostate cancer predisposition, as well as with the
regulation of gene expression. According these authors, mutations (even
rare) within 5 UTR region could contribute to the prostate cancer

etiology, changing the transcription and/or translation gene rates.

In the present work, only one mutation was detected, a T deletion
at position +36, downstream to TIS | site. This mutation is localized in
the same region where Croccito et al. (1997) described the two germ-
line & UTR mutations. The deletion was detected in one healthy blood
donor 45 years old individual, father of three children. In such a situation,
it is extremely difficuit to evaluate if this deletion, localized between the
TIS sites and a GC rich sequence, could be innocuous or compromise
the function of AR gene. Since only one mutation was detected, we can
consider that this region is extremely homogeneous and conservative,
by vital selective pressure. Moreover, the total absence of detectable

variation within the 5 UTR region among the 100 prostate cancer
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patients corroborates the idea of homogeneity of this region, indicating a

low probability of its involvement with the prostate cancer etiology.
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Figures

Figure 1: CSGE of 3S/4AS set primer PCR product. The arrow

indicates the differential band pattern migration.

GATCGATC

Control a)| = b) Mutant

Figure 2: Manual sequencing to detect the mutation that causes
the differential migration pattern in CSGE. The four lanes at the left
correspond to the normal promoter gene sequence. The four lanes at the
right correspond to the blood donor's sample where the shift was
detected. The arrow indicates the presence of the T base in the normal

sequence.
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