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RESUMO



O termo Distarbio da Diferenciacio do Sexo (DDS) -caracteriza-se pelo
desenvolvimento genital ou gonadal incompleto ou desordenado. Os DDS com cari6tipo
46,XY sdo caracterizados por genitdlia externa ambigua ou feminina, em alguns casos com
gbnadas disgenéticas, e presenca ou auséncia de derivados de Miiller. Os mais frequentes
sdo a insensibilidade androgénica, deficiéncia da 5-alfa-redutase tipo 2, disgenesia gonadal
e DDS ovario-testicular. Vdrios sdo os genes que participam dos processos de determinagao
e diferenciac@o do sexo. Alteracdes no gene NR5A I, que codifica o fator de transcri¢do SF-
1, € responsavel por diferentes fenotipos de DDS. A proteina SF-1 € expressa
principalmente em tecidos esteroidogénicos (gonadas, adrenais e placenta), nas células de
Sertoli, nas células de Leydig e nos ovdrios; é o principal regulador do metabolismo do
colesterol nas células esteroidogénicas. Além disso, regula a atividade de outros genes,
como os CYPs, HSD3B, StAR, SOX9, DAXI, entre outros. Na literatura sdo descritas
alteracOes no gene NR5AI associadas a DDS 46,XY, anorquia bilateral, amenorréia
primdria, faléncia ovariana precoce, hipospadia, infertilidade masculina, e alguns casos de
tumores adrenais e endometrioses. Neste trabalho foi realizada a analise molecular do gene
NR5A1 em 86 pacientes com DDS 46,XY, incluindo-se disgenesia gonadal completa (n =
7), disgenesia gonadal parcial (n = 18), DDS 46,XY idiopético (n = 41) e outros (n = 20).
Doze alteragdes foram identificadas neste trabalho, sendo: sete na regido codificante
(p-Ser32Asn, p.Arg39Cis, p.Lis38*, p.Cis65Tir, p.L8OWTs*8, p.Cis247*, and
p-Asp364Trefs*18), uma em sitio de splicing (c.1138+1G>T), duas no exon 1 ndo-
codificante (c.-133G>A e c.-156_-136ins18pb), trés na regido 5’UTR (c.-413G>A, c.-
208C>A, e c.-762C>T) e uma na regiao 3’UTR (c.*1286C>T). As variacdes aqui descritas,
ndo foram identificadas em controles sauddveis. As andlises in silico demonstraram o
possivel efeito deletério de cada alteracdo e, suas relacdes com o fenétipo dos individuos.
Embora estes resultados demonstrem a importincia de cada alteracdo para o fendtipo,
haverd ainda a necessidade de se investigar os efeitos funcionais in vitro. As alteracdes com
potencial deletério foram identificadas em maior frequéncia nos casos dos distirbios da

diferenciagdo gonadal (20%) e DDS 46,XY idiopético (22%).
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The term Disorders of Sex Differentiation (DSD) characterize incomplete or
disorganized genital or gonadal development. The DSD with 46,XY karyotype may present
either ambiguous or female genitalia, and also dysgenetic gonads in some cases, with
presence or absence of Miillerian derivatives. The most frequent are androgen insensitivity,
S-alpha-reductase type 2 deficiency, gonadal dysgenesis and ovarian-testicular DSD. There
are several genes that participate in both sex determination and differentiation processes.
Mutations in NR5AI gene, which encoding SF-1, a transcription factor, are responsible for
different phenotypes of DSD. The protein SF-1, which is expressed mainly in steroidogenic
tissues (gonads, adrenal glands and placenta), is also express in Sertoli and Leydig cells, in
the ovaries, and is the major regulator of cholesterol metabolism in steroidogenic cells.
Moreover, it regulates the activity of other genes, such as CYPs, HSD3B, StAR, SOXO9,
DAXI1, among others. The literature describes the association of changes in NR5A1 gene
with 46, XY DSD, bilateral anorchia, primary amenorrhea, premature ovarian failure,
hypospadias, male infertility, and some cases of adrenal tumors and endometriosis. The
present work involved the molecular analysis of NR5A1 gene in 86 patients with 46, XY
DSD including complete gonadal dysgenesis (n = 7), partial gonadal dysgenesis (n = 18),
idiopathic 46,XY DSD (n = 41) and others (n = 20). Twelve variations had been identified:
seven in the coding region (p.Ser32Asn, p.Arg39Cis, p.Lis38%*, p.Cis65Tir, p.L8OWTfs*8,
p.Cis247*, and p.Asp364Trefs*18), one at a splice site (c.1138+1 G>T), two in the
noncoding exon 1 (c.-133G>A and c.-156_-136ins18pb), three in the 5'UTR region (c.-
413G>A, ¢.-208C>A and ¢.-762C>T) and one in the 3'UTR (c.*1286C>T). The variations
herein described, have not been identified in healthy controls. In silico analysis showed
possible deleterious effects for each change and its correlations to individual phenotypes.
Although those results demonstrate the importance of each change for the phenotype, their
in vitro functional effects must be investigated. The potentially deleterious changes were
identified more frequently in cases of disorders of gonadal development (20%) and

idiopathic 46,XY DSD (22%).
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1. DESENVOLVIMENTO SEXUAL NORMAL

O desenvolvimento sexual em humanos é um processo que pode ser dividido em trés
etapas: na primeira ocorre a determinagdo do sexo cromossomico que é estabelecido no
momento da fecundagdo, levando a formagao de um individuo do sexo feminino (XX) ou
masculino (XY); a segunda € a diferenciacdo das gonadas bipotentes em ovarios ou
testiculos e a diferenciacdo da genitdlia externa e interna a partir de estruturas
indiferenciadas presentes no embrido; a dltima é a diferenciacdo sexual secunddria, que
ocorre em resposta aos hormonios produzidos pelas gdbnadas e que ird completar o fendtipo

sexual do individuo na puberdade (Maciel-Guerra & Guerra-Junior, 2010; de Mello et al.,

2011; Goodfellow & Darling, 1988).

Durante a quinta e sexta semana de gestacdo, as gdnadas bipotentes sdo formadas. Os
primdrdios da genitdlia interna masculina sdo representados pelos ductos de Wolff e os do
trato genital feminino pelos ductos de Miiller. Os rudimentos da genitdlia externa
compreendem um tubérculo genital, seguido de saliéncias labioescrotais e pregas
urogenitais. Este estado, do ponto de vista embrioloégico, ¢ chamado de “estado
sexualmente neutro ou indiferenciado”, e a subsequente diferenciacdo para o sexo feminino
ou masculino ird depender do sexo cromossOomico do embrido (Maciel-Guerra & Guerra-

Junior, 2010) (FIGURA 1).

No final dos anos 1950 tornou-se conhecida a importancia do cromossomo Y na
determinacgdo sexual masculina, porém apenas em 1990 foi descrito o gene especificamente
envolvido na determinacdo do sexo masculino e desencadeamento do processo de
diferenciagdo testicular (Berta et al., 1990; Sinclair et al., 1990). Este gene se localiza na
regido do brago curto do cromossomo Y (regido 1Al) e foi denominado SRY (Sex -
determining Region on the Y chromosome) (Damiani et al., 2000). Nessa época, com tal
descoberta ficou estabelecido que na presenca do gene SRY normal e ativo as gonadas

bipotentes se diferenciam em testiculos, enquanto que na auséncia de SRY formam ovdrios.

O processo de diferenciacdo sexual masculino ocorre a partir da sexta semana de

gestacdo, no qual as células epiteliais se diferenciam em células de Sertoli e as células



germinativas se diferenciam em espermatogénias. Posteriormente, na oitava semana, as
células de Leydig se formam a partir do mesénquima (Maciel-Guerra & Guerra-Junior,
2010). As células de Sertoli produzem o hormdnio anti-miilleriano (HAM) que ¢
responsdvel pela regressio dos ductos de Miiller; j4 as células de Leydig produzem
testosterona a partir do colesterol, este hormonio € responsdvel pela diferenciacdo dos
ductos de Wolff. Para a diferenciacdo da genitdlia externa masculina, a testosterona ¢é
convertida em diidrotestosterona pela enzima 5-alfa-redutase tipo 2, hormonio fundamental
no processo de virilizagao (Fliick et al, 2011). Além deles, outros hormdnios estao
envolvidos nessas etapas, como a gonadotrofina coridnica humana (hCG), que estimula as
células de Leydig a secretar testosterona, € o hormonio luteinizante (LH), importante para a

descida testicular e crescimento peniano (Maciel-Guerra & Guerra-Junior, 2010).

A diferenciacio sexual feminina depende basicamente da auséncia do cromossomo Y
e, consequentemente, do gene SRY. No entanto, hoje ja se sabe que ha necessidade da
atividade de outros genes para que ocorra a diferenciagdo das gonadas em ovarios a partir
da décima semana de gestacdo, com a produc¢do do hormonio foliculo estimulante (FSH) e
a formagao de foliculos primarios (de Mello et al., 2005). Como ndo ha producdo de HAM,
os ductos de Miiller se desenvolvem nos genitais internos femininos, e sem o estimulo de
andrégenos, os ductos de Wolff se fragmentam. Para a manuten¢do ovariana € fundamental

ainda a presenga de dois cromossomos X integros (Maciel-Guerra & Guerra-Junior, 2010).



GONADAS BIPOTENTES

Células germinativas primordiais
Ducto de Wolff
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FIGURA 1: A partir do estado sexualmente neutro, as gdnadas bipotentes irdo dar origem aos testiculos ou
ovérios dependendo do sexo cromossdmico estabelecido no momento da fecundagdo (Adaptado

de Paxton, 1986).

Para que ocorra todo o processo de determinacdo e diferenciagdo sexual, diversos
genes, além do SRY, devem se expressar corretamente. Alguns se expressam antes dele, e
por isso s@ao chamados de genes upstream, enquanto outros atuam depois dele, os genes
downstream (MacLaughlin & Donahoe, 2004). Todos que fazem parte dessa cascata sdo
genes que codificam fatores de transcricdo, sendo exemplos importantes: o WT'I (Wilms
Tumor supressor locus — gene 1), localizado em 11pl3, que € essencial para o
desenvolvimento renal e gonadal em mamiferos (Pritchard-Jones et al., 1990); o NR5AI
(Nuclear Receptor Subfamily 5, Group A, Member 1), mapeado em 9q33 e que codifica
para a proteina SF-1 (Steroidogenic Factor — I), um receptor nuclear essencial para o
desenvolvimento adrenal e gonadal (Luo ef al., 1994); o SOX9 (SRY-related high-mobility
group box 9), localizado em 17q24, que atua juntamente com o SRY na transformacdo da

gbénada bipotente em testiculo; o GATA4 (GATA binding protein 4), localizado em 8p23.1,
5



que interage com o WT1 e ativa o SRY; o DAXI (ou NROBI - Nuclear Receptor subfamily
0, group B, member 1), localizado em Xp21.3, que € um receptor nuclear altamente
expresso no desenvolvimento sexual feminino cuja duplicacdo inibe SRY; o WNT4
(WiNgless-Type MMTV integration site family, member 4), mapeado em 1p36.1, que
codifica um membro da familia de fatores de crescimento envolvidos na sinalizacdo
intracelular e participa diretamente da formacdo das gonadas e dos ductos de Miiller; além
de muitos outros (Ozisk er al., 2003; de Mello et al., 2005; Maciel-Guerra & Guerra-Junior,

2010) (FIGURA 2).

Os hormonios esterdides sdao produzidos pelas glandulas adrenais e pelas gonadas. Os
esteréides desempenham um papel vital na reproducio, especialmente na diferenciacdo do
sexo masculino durante o desenvolvimento fetal e na diferenciagdo sexual secunddria
masculina e feminina (Hughes, 2001). Sendo assim, alteragdes em algum desses genes da
cascata de diferenciagdo gonadal ou da producdo de esterdides, podem acarretar em

disturbios na diferenciagdo sexual e/ou problemas adrenais.

pES

| Crista Urogenital

2
H
-

Desenvolvimento Desenvolvimento

Primérdios da | Gonada Bipotente

Adrenal
C— DAX1
NR5A1 J WNT4
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fetal

¢

I

Cértex adrenal Estr6genos
l.adulto |
\L Cél. de Sertoli Cél. de Leydig
| Esteroidogénese | i l

‘ HAM || Testosterona |

FIGURA 2: Algum dos genes envolvidos na cascata de determinagao e diferenciacdo gonadal, e no processo
de desenvolvimento adrenal, ambos a partir da crista urogenital (Adaptado de Ozisik et al.,

2003).



2. DISTURBIOS DA DIFERENCIACAO DO SEXO (DDS)

O termo DDS caracteriza o desenvolvimento genital ou gonadal incompleto ou
desordenado, levando a uma discordancia entre o sexo genético, gonadal e fenotipico do

individuo afetado (Hughes et al., 2006; Nabhan & Lee, 2007).

Esses disturbios podem ser classificados em alguns grupos, mas para que isso seja
feito, alguns conceitos bdsicos devem ser esclarecidos, como por exemplo (Maciel-Guerra

& Guerra-Junior, 2010):

e Gonada disgenética ou em fita: constituida por tecido fibroso, sem funcdo hormonal

e sem capacidade de produzir gametas (FIGURA 3A);

e Testiculo disgenético: apresenta anomalias na diferencia¢do dos ductos de Wolff, na
virilizacdo da genitdlia externa e na regressdao dos ductos de Miiller, além de baixa

producido de andrégenos (FIGURA 3B);

e DDS ovario-testicular: coexisténcia de tecido ovariano e testicular no mesmo

individuo (FIGURA 3C).

FIGURA 3: A) Corte histolégico referente a uma goénada disgenética (Retirado de

http://www.fcm.unicamp.br/deptos/anatomia/casostgf/casos.php?subaction=showfull&id=126

0557995 &archive=&start from=&ucat=&-). B) Corte histolégico referente a um testiculo

disgenético (Retirado de Scolfaro et al., 2001). C) Corte histoldgico mostrando a coexisténcia
de tecido ovariano e testicular em uma mesma gonada (DDS ovdrio-testicular) (Retirado de

www.webpathology.com).
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Desta maneira, a partir do Consenso Chicago, os DDS podem ser classificados em

quatro grupos (Lee et al., 2006):

e DDS associados a anormalidades cromossOmicas: grupo que inclui os caridtipos

45,X (Sindrome de Turner e suas variantes), 47,XXY (Sindrome de Klinefelter e
variantes), 45,X/46,XY (disgenesia gonadal mista e DDS ovdrio-testicular) e

46,XX/46,XY (quimera e DDS ovério-testicular);

e DDS 46.XY: inclui os distirbios da diferenciacdo gonadal (disgenesia gonadal

completa e parcial, regressdo testicular e DDS ovdrio-testicular) e distdrbios na
acdo ou producdo de andrégenos (defeitos na producdo de testosterona,
insensibilidade androgénica, deficiéncia da 5-alfa-redutase tipo 2 e sindrome da

persisténcia dos ductos miillerianos);

e DDS 46.XX: inclui os distirbios do desenvolvimento gonadal (disgenesia gonadal

completa e DDS ovario-testicular) e os induzidos por excesso de andrégenos

(hiperplasia adrenal congénita, deficiéncia da aromatase, luteoma, etc);

e Qutros: casos de micropénis, hipospadia, auséncia congénita de utero e vagina, e

outras sindromes.

A casuistica deste trabalho é composta por pacientes com DDS 46,XY, por essa razdo

um enfoque maior serd dado a este grupo.

Uma caracteristica comum em grande parte dos pacientes com DDS € a presenca de
uma genitdlia ambigua, sendo que muitas vezes, este € o primeiro indicio da doenca
diagnosticada logo ao nascimento. E muito importante a investigacio da origem da
ambiguidade genital antes da definicdo do sexo de criagdo; caso contrdrio, pode haver
grandes problemas psicossociais para a crianga e para seus familiares (Maciel-Guerra &
Guerra-Junior, 2010). Danish em 1982 (citado em Damiani et al., 2001) propds que seja

considerada ambiguidade genital se qualquer uma das caracteristicas listadas abaixo estiver

presente:

Em genitélia de aspecto aparente masculino:



e Gonadas nao palpaveis;

e Tamanho peniano esticado abaixo do normal;

e Gonadas pequenas;

e Presenca de massa inguinal (pode corresponder a ttero e trompas rudimentares);

e Hipospadia.

Em genitdlia de aspecto aparente feminino:

Diametro clitoriano superior a 6 mm;

Gonadas palpaveis em saliéncia labio escrotal;

Fusao labial posterior;

e Massa inguinal que possa corresponder a testiculos.

Para melhor descrever a aparéncia da genitdlia externa ambigua, a classificacdo de
Prader € a mais utilizada. Em 1954 este classificou as genitdlias externas de pacientes
46,XX com hiperplasia congénita adrenal de acordo com o grau de virilizacdo que essas
meninas apresentavam, desde o mais leve (Prader I) até o mais virilizado (Prader V)
(FIGURA 4). A classificacdo ficou da seguinte forma (Maciel-Guerra & Guerra-Junior,

2010):
Prader I — genitélia de aspecto feminino, com leve aumento do falo;

Prader II — maior aumento do falo, associado a fusdo posterior das saliéncias

labioescrotais, sem seio urogenital;

Prader III — importante aumento do falo, associado a fusdo quase completa das

saliéncias labioescrotais, e presenca de seio urogenital com abertura perineal;

Prader IV — falo de aspecto peniano, associado a fusdo completa das saliéncias

labioescrotais, e presenca de seio urogenital com abertura uretral na base do falo;

Prader V — falo de aspecto peniano bem desenvolvido, associado a fusdo completa

das saliéncias labioescrotais, e abertura da uretra na extremidade da glande.
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FIGURA 4: Classifica¢do de Prader para os graus de ambiguidade genital a partir de uma genitalia feminina
normal, indo do mais leve (grau 1) até o mais ambiguo (grau 5) (Retirado de Maciel-Guerra &

Guerra-Junior, 2010).

Entre os DDS 46,XY, a disgenesia gonadal refere-se a um conjunto de anormalidades
em individuos que apresentam gonadas disgenéticas por falhas em genes envolvidos no
processo de desenvolvimento gonadal (Sohval, 1963). Ela pode se apresentar de vérias
maneiras: pura (completa), parcial (incompleta), mista, associada a doenga renal e
associada a displasia camptomélica (Lipay et al., 2005). Os pacientes triados neste estudo

se enquadram apenas nos casos de disgenesia gonadal pura e parcial.

A disgenesia gonadal pura (DGP) é caracterizada por individuos fenotipicamente
femininos, sem ambiguidade genital, com presenga de estruturas miillerianas, gdnadas
disgenéticas, e cariétipos normais 46,XX ou 46,XY. A DGP 46, XX € uma condicio
autossOmica recessiva, em geral diagnosticada por amenorréia primdria e atraso no
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios na presenca de genitais internos e
externos femininos e hipogonadismo hipergonadotréfico (Nishi ez al., 1988; Lipay et al.,
2005). Por sua vez, a DGP 46,XY, também conhecida como Sindrome de Swyer, se
caracteriza por genitais internos e externos femininos, gonadas em fita (streak), e risco
elevado para o desenvolvimento de tumores gonadais devido a presenca do cromossomo Y
(Maciel-Guerra & Guerra-Junior, 2010; Gourlay et al., 1994). Geralmente € diagnosticada
na puberdade, também em casos de amenorréia primdria, e hipogonadismo
hipergonadotréfico (Lipay et al., 2005). A DGP 46,XY pode resultar de delecdes ou

mutacdes no gene SRY, de uma duplicacdo da regido DDS (dosage sensitive sex reversal)
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localizada no braco curto do cromossomo X ou ser devido a mutagdes em genes
autossomicos (Mendonga et al., 2009). As alteracdes no gene SRY podem representar até
70% dos casos (Rocha et al, 2011) e sao predominantemente mutagdes de novo;
geralmente sdo encontradas dentro do dominio HGM (high-mobility group), reduzindo a
capacidade de ligacdo da proteina SRY ao DNA (Maciel-Guerra & Guerra-Junior, 2010;
Mendonga et al., 2009), e resultando no fenétipo feminino em 10 a 15% dos casos (Paliwal

etal, 2011).

A disgenesia gonadal mista (DGM) ou assimétrica, foi descrita por Sohval em 1963,
€ a unica forma que apresenta um cariétipo em mosaico, com linhagens 45,X/46,XY
(Sohval, 1963). Devido ao mosaicismo, os portadores dessa doenga representam um quadro
fenotipico bastante variado, indo desde uma genitdlia externa feminina a masculina normal,
passando por varios graus de ambiguidade genital. Devido a linhagem 45,X os individuos
apresentam sinais de Sindrome de Turner. Além disso, € comum a persisténcia de derivados
miillerianos, um testiculo disgenético de um lado e uma gonada disgenética ou ausente de
outro lado, com alto risco de malignizacdo tumoral (Lipay et al., 2005; Maciel-Guerra &
Guerra-Junior, 2010; Alvarez-Nava et al,,1999). A DGM ¢ bastante rara, podendo ser
diagnosticada ao nascimento por ambiguidade genital, ou na puberdade por falta de
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios (Maciel-Guerra & Guerra-Junior, 2010;

Lipay et al., 2005).

A disgenesia gonadal parcial ou incompleta é caracterizada pelo cariétipo 46,XY sem
mosaicismo, diferenciacdo testicular parcial, com prejuizo na produgdo de testosterona
durante a embriogénese, levando a presenca de derivados de Miiller e a ambiguidade
genital. Ao contrario da DGM, os pacientes ndo apresentam sinais de Sindrome de Turner.
A histologia gonadal € varidvel, e dependendo do grau de disgenesia, existe maior ou
menor grau de virilizagdo da genitdlia interna e externa. Assim como na DGP 46,XY ha
risco de malignizacdo gonadal (Maciel-Guerra & Guerra-Junior, 2010; Lipay et al., 2005).
A etiologia na maioria dos casos ainda € indefinida, sendo muito dificil encontrar mutacdes
no gene SRY associado a esse quadro; com os recentes estudos envolvendo os genes da
cascata de determinagdo e diferenciacdo sexual, descobriram-se novas mutacdes no gene

NR5A1 relacionadas com esta forma de disgenesia (Maciel-Guerra & Guerra-Junior, 2010).
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3. 0 GENE NR5A1 E A PROTEINA SF-1

Entre os genes estudados no desenvolvimento gonadal e nos casos de DDS, o gene
NRS5AI (Nuclear Receptor Subfamily 5, Group A, Member 1), que codifica a proteina SF-1

(Steroidogenic Factor — 1), apresenta um papel fundamental.

O gene NR5A 1, mapeado em 9q33 (OMIM +184757), tem tamanho de 30 kb e possui
7 exons, sendo que o exon 1 € transcrito, mas nao € traduzido. Até o momento, ja foram
identificados entre humanos, ratos e camundongos, cinco diferentes exons 1 (Ia, o, Ig, Ix e
IT), que variam de acordo com cada transcrito, em espécies e tecidos especificos; segundo
Kimura et al. (2000), provavelmente nem todos esses exons sao expressos em humanos,
sendo que o Ia é o que possui maior homologia entre as espécies, € € expresso em ratos e
camundongos nos tecidos esteroidogénicos, no figado, no hipotdlamo e pituitdria. Além
disso, este grupo de pesquisadores acredita que possa haver diferentes promotores para
cada um dos exons 1, e que esse multiplos exons podem fazer splicing alternativos,
controlando ndo so6 a transcricdo do gene NR5A 1, mas também explicando a capacidade que

o gene tem de se expressar em diferentes tecidos (Kimura et al., 2000).

O gene NR5AI codifica a proteina SF-1 que é formada por 461 aminodcidos e faz

parte da familia de receptores nucleares 6rfaos (Oba et al., 1996) (FIGURA 5).
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FIGURA 5: Esquema representando a estrutura do gene NR5AI. Localizado no cromossomo 9, é formado
por 7 exons e possui 30 kb. O primeiro ATG estd no inicio de exon 2, e por esta razdo o exon 1

€ apenas transcrito, mas nao traduzido.

Estudos mostraram que o gene NR5AI € extremamente conservado entre as
espécies, e a similaridade global dos aminodacidos, entre camundongos e humanos, é de
95% (Ohno & Petkovich, 1993). Em camundongos este gene € expresso muito cedo no
sulco urogenital e atua posteriormente no desenvolvimento das adrenais, das gonadas, da
hipéfise e do hipotdlamo ventromediano (Hanley er al., 1999). Delecdes do NR5A1 nesses
animais causam completa agenesia adrenal e gonadal, defeitos na virilizacao e retengdo dos
dutos Miillerianos em animais XY, e anormalidades no hipotdlamo ventromediano (Luo et
al.,1994; Sadovsky et al., 1995).

O gene NR5AI € transcrito no cromossomo 9, no sentido do centromero para o
telomero (Schimmer & White, 2010). Seu promotor estd dentro de 589 pb, se localiza na
regido 5’UTR e contém alguns sitios conservados para ligacdo de proteinas (Tremblay &
Viger, 2001). Os primeiros 110 pb da regido 5’UTR nao contém um TATA box, mas possui
um nimero pequeno de elementos regulatdrios, incluindo um sitio de ligacdo para SRY, o
que contribui para a expressdo do SF-1 nas células de Sertoli; além de uma regido E-box,
CCAAT box, e sitios para Spl/Sp3, que estdo depois do inicio da transcricdo, mas
contribuem para otimizar a atividade do promotor (Schimmer & White, 2010; Hoivik et al.,

2010) (FIGURA 6).
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Outros fatores de transcricdo também influenciam na regulacdo do NR5A1,

como o GATA4, WT1, Lhx9, SOX15, SOX30, TEAD4 e CBX2 (Schimmer & White, 2010).
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FIGURA 6: A) Regido no cromossomo 9 ao redor do gene NR5A1, a seta indica o sentido da transcrigdo e as
barras verticais representam os exons. B) Regido promotora do gene NRS5AI, a escala estd
representada em pares de bases, sendo o inicio da transcricdo no ponto O (representado pela
seta); as caixas cinzas representam regides conservadas para ligacao de proteinas (caixas ovais),
sendo Sx um sitio de ligacdo para SOX9, E box sitio para USF1 e USF2, CCAAT box sitio
para a isoforma do fator nuclear Y (NFY) e Sp sitio de ligagdo para os fatores de transcricdo

Spl e Sp3 (Retirado de Schimmer & White, 2010).

A proteina SF-1 foi isolada pela primeira vez no inicio da década de 1990 durante
duas pesquisas independentes de Keith L. Parker e Ken-ichirou Morohashi, que
procuravam por regides promotoras do citocromo P450 da enzima 21-hidroxilase (Rice et
al., 1991; Lala et al., 1992; Morohashi et al.,1992). Sua estrutura segue os dominios

tipicos de um fator nuclear, formada por:
e Um dominio de ligacdo ao DNA (DBD), contendo dois dedos de zinco;
e Um dominio de ligacdo ao ligante (LBD);
e Dois dominios de ativacdo funcional (AF-1 e AF-2);
e Uma regido acessoria (FTZ-F1);

14



e Uma regido de dobradica (hinge).

Ao contrdrio da maioria dos receptores nucleares, a proteina SF-1 se liga ao DNA
como um mondmero, com alta afinidade para a regido S’YCAAGGYCR’3 (sendo Y = T/C;
R = G/A) (Ueda & Hirose, 1991). A regido DBD ¢ estendida por uma regidao acessoria
(FTZ-F1 box), que além de ser importante para a ancoragem do DNA possui uma regido A
box, que juntamente com a regido P box, presente no primeiro dedo de zinco, define esta
especificidade de se ligar ao DNA como um mondmero, além de estabilizar essa interacdo
proteina-DNA. Como na maioria dos receptores nucleares a regido AF-2 se localiza na
porcdo C-terminal da LBD, sendo fundamental para a atividade transcricional e para
interacdo com cofatores; ja a AF-1 ndo segue os padrdes dos outros receptores nucleares, e
ao invés de se localizar na por¢cao N-terminal, se encontra na regido de dobradi¢ca (Hammer
et al., 1999). A regido de dobradigca € importante para a capacidade transcricional do SF-1,
pois contém um sitio de fosforilagdo e dois de sumoilacdo (Little et al., 2006; Wilson et al.,

1993; Hoivik et al., 2010) (FIGURA 7).
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FIGURA 7: Esquema da estrutura da proteina SF-1, contendo um dominio de ligagdo ao DNA (DBD), um
dominio de ligag¢do ao ligante (LBD), dois dominios de ativa¢do funcional (AF-1 e AF-2), uma

regido acessoria (FTZ-F1) e uma regido de dobradica (hinge) (Adaptado de Hoivik et al., 2010).
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A proteina SF-1 € expressa principalmente nos tecidos esteroidogénicos (gonadas,
adrenais e placenta), regulando quase todas as enzimas relacionadas a este processo (Parker
et al, 2002). Ela é essencial no desenvolvimento adrenal e gonadal, diferenciacdo e
determinagdo do sexo, e também exerce papéis fisioldgicos importantes no eixo hipotdlamo
ventromedial (Hoivik et al., 2010; Hanley et al., 1999). Recentemente, Buaas et al. (2012),
através da andlise de animais mutantes, forneceram a primeira evidencia genética e
molecular in vivo de que a proteina SF-1 € necessdria para a regulacdo dos genes
esteroidogénicos nas células de Leydig no periodo fetal e adulto, nas células da teca e
estroma, e nas células adrenocorticais do feto; sendo que todos os genes associados a
producdo dos hormonios esterdides a partir do colesterol, demonstraram uma expressao
reduzida nos tecidos do animal mutante estudado. Além disso, o grupo demonstrou que a
perda do SF-1 levou a interrup¢do da atividade de transcricdo e a degradagdo de outros
transcritos e outras proteinas ao longo do tempo; mostrando ainda, que a proteina SF-1 nao
regula apenas a expressdo dos genes envolvidos na sintese dos esterdides, mas também
controla a morfologia, sinalizacdo e expressdo de células nio esteroidogénicas (Buaas et
al., 2012).

Durante o desenvolvimento embriondrio, SF-1 aparece primeiramente na crista
urogenital, representando o primeiro passo da diferenciacdo adrenal e gonadal (Hanley et
al., 1999; Ikeda et al., 1994). Apesar de ser expresso também nos ovdrios, SF-1 tem um
papel mais evidente no desenvolvimento sexual masculino. A proteina € expressa nas
células de Sertoli, e juntamente com o SOX9 e o GATAA4, regula a expressdao do HAM,
levando a regressdo dos ductos de Miiller; também € expressa nas células de Leydig,
ativando a expressdo do sistema enzimatico esteroidogénico, resultando na virilizagdo da
genitdlia externa (Lin & Archemann, 2008; Schlaubitz er al., 2007; Zimmermann et al.,
1998); por fim, também estd envolvida no desenvolvimento masculino tardio, pois estimula
o gene INSL3 a promover a descida testicular (Zimmermann et al., 1998).

O SF-1 é o principal regulador do metabolismo do colesterol nas células
esteroidogénicas, uma vez que estimula a expressao de quase todos os fatores envolvidos na
mobilizacdo do colesterol e na biossintese de hormonios esterdides (Parker & Schimmer,

1997).
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A proteina SF-1 também € expressa nas células gonadotréficas, afetando diretamente
o eixo reprodutivo através da estimulacdo da transcricdo de genes que produzem os

hormoénios GnRH, aGSU, LH e FSH (Hoivik et al., 2010).

Além disso, SF-1 regula a atividade de outros diversos genes, como por exemplo,

CYPs, HSD3B, StAR, SOX9, DAX1, entre outros (Hoivik et al., 2010).

4. MUTACOES NO GENE NR5A1

A primeira mutacdo descrita em seres humanos foi a alteracdo p.Gli35Glu, relatada
em uma mulher 46, XY com insuficiéncia adrenal primaéria, disgenesia gonadal severa e
persisténcia dos dutos Miillerianos. Demonstrou-se como uma mutacdo de novo em
heterozigose, levando a troca de um aminodcido na regido P box do primeiro dedo de zinco
da regido de ligacdo ao DNA, o que afetou severamente a funcdo do SF-1 (Achermann et
al., 1999; Achermann et al., 2002; Ito et al., 2000). Posteriormente, foi descrita a mutagdo
p-Arg92GIn em homozigose em uma crianga com fenétipo similar ao da primeira paciente,
afetando a regido A box do SF-1 e causando uma perda parcial de sua funcdo (Achermann
et al., 2002; Ito et al., 2000). Esta mutacdo foi herdada e os heterozigotos ndo apresentavam
sinais tipicos de afetados.

Devido as primeiras mutacdes terem sido encontradas em pacientes com fendtipos
similares e sabendo do papel do NR5AI no desenvolvimento adrenal, por muito tempo
acreditou-se que mutacdes neste gene estariam relacionadas sempre a insuficiéncia adrenal,
porém hoje registram-se mais mutagdes identificadas no gene NRSAI em pacientes 46, XY
com DDS sem insuficiéncia adrenal, do que em pacientes 46,XY com DDS e insuficiéncia
adrenal (Tajima et al., 2009).

Atualmente vérios estudos mostraram as inimeras manifestacdes que alteracdes no

NR5A1 podem causar. Alguns trabalhos exemplificam esse fato, como por exemplo:
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Calvo et al., em 2001, relataram a mutacdo p.Arg365Pro no exon 6 em uma mulher
com ovdrio policistico, e apesar de ainda ndo estar muito claro o papel desta

mutagdo, esta alteracdo ndo foi encontrada em nenhum controle avaliado;

Figueiredo et al., em 2005, relacionaram o caso de criancas com tumores adrenais

com duplicacdes na regiao 9q33 onde o gene NR5A ! se localiza;

Xue et al., em 2007, demonstraram em seu trabalho a alta expressdao de SF-1 em

c€lulas do endométrio em casos de endometriose;

Philibert et al., em 2007, relataram a mutacdo p.Val355Met em um menino com
micropénis e sindrome da regressdo testicular, esta alteracdo levou a reducdo de

50% na atividade de transcricional da proteina;

Lin et al, em 2007, relataram a mutacdo p.Leu437Gln em um menino com

micropénis, hipospédia e chordee;

Lourenco et al., em 2009, relataram 4 familias que apresentavam mutacdo no gene
NR5AI. Na primeira familia de origem europeia, foi identificada a mutagdo
¢.666delC no caso indice de um individuo 46,XY com disgenesia gonadal completa
e em sua mae 46,XX com faléncia ovariana precoce (POF). O segundo caso, foi de
uma familia brasileira que apresentava a mutagdo p.Asp293Asn, na qual o caso
indice era uma menina de 18 anos portadora da mutacdo em homozigose,
diagnosticada com DDS 46,XY, pois apresentava amenorreia primdria e sinais de
virilizagdo, sendo considerada como disgenesia gonadal parcial; sua irma também
era portadora da mutacdo em homozigose, porém foi diagnosticada com disgenesia
gonadal pura 46,XX por amenorréia primdria; dos outros oito irmdos estudados,
quatro apresentaram a mutacao em heterozigose, mas com desenvolvimento normal;
posteriormente outra parente com disgenesia gonadal completa 46,XY foi
identificada com a homozigose da mesma mutagdo (Soardi et al., 2010). A terceira
familia de origem francesa, apresentava a mutacao p.Metllle em duas irmas, uma
com disgenesia gonadal parcial 46,XY e a outra com POF 46,XX. Por ultimo, outra
familia francesa, apresentou a mutacdo ¢.390delG em um caso de um menino com
DDS 46,XY e em sua miae com POF 46,XX;
18



Philibert et al., em 2010, relataram 5 novas mutagdes, sendo 3 trocas nucleotidicas
(p-Met1Val, p.Arg39Pro e p.Asp380Tyr), 1 delecdo (p.Glu51Argfs*23) e uma
insercdo (p.Pro124Profs*24), em meninas 46,XY com amenorréia primdria e

concentracdo baixa de testosterona;

Bashamboo et al, em 2010, identificaram 7 mutacdes em heterozigose
(p-Gli123Ala, p.Prol29Leu, p.Prol31Leu, p.Argl91Cis, p.Gli212Ser e
p-Asp238Asn) em 7 de 315 homens triados com infertilidade;

Camats et al., em 2012, encontraram em um grupo de 102 pacientes com quadro de
DDS e faléncia ovariana precoce, 10 novas mutagdes (p.Val20Leu, p.His24Tir,
p-His24TrefsX*51, p.Prol130Argfs*165, p.Cis30Trp, p.Gli90Arg,
p-GIn206Trefs*20, p.Leu231_Leu233dup, p.Pro235Leu, p.Trp302%*), eles
realizaram as andlises funcionais para essas mutacgoes, resultando em redugdo na

atividade da proteina;

A substitui¢do p.Glil46Ala, foi descrita por WuQiang et al., em 2003 em casos de
micropénis e criptorquidia; esta alteracdo prejudica a capacidade de transativacdo da
proteina, podendo também estar relacionado com uma maior susceptibilidade a
doencas adrenais. Atualmente, esta alteracdo encontra-se registrada como
polimorfismo (rs1110061) por ser freqiiente € nem sempre estar associada a alguma

caracteristica fenotipica de DDS 46,XY.

A FIGURA 8 mostra a localizagcdo das vérias mutagdes na proteina SF-1.

19



(] 00 A (T — o W

l

p-MetlVal
p.Gli90Arg

 Val20Leu p.Gli123Ala S—

p.His24Tir p-Prol24Profy=24 p.Trp302*
p.His24Trefs*51 p-Prolz9Leu p.Val355Met
p.Cis30Trp p.Pro130Argfs*165 . Arg365Pro
p.Arg39Pro p-Prol31Leu b Asp380TyT

) p.Glil46Ala )
p-GluS1Argfs*23 S p.Leu437GIn

p-GIn206Trefs*20
p-Gli212Ser
p-Asp238Asn
p-Leu231_Leu233dup
p-Pro235Leu

FIGURA 8: Esquema da estrutura da proteina SF-1 mostrando cada local onde se encontram algumas das
mutacdes ja descritas, na qual: DBD representa o dominio de ligagdo ao DNA, LBD representa
o dominio de ligacdo ao ligante, FTZ-F1 representa a regido acessoria e Hinge representa a

regido de dobradiga (Adaptado de Hoivik et al., 2010).

Desde a primeira mutacdo descrita em 1999, atualmente mais de 50 jia foram
identificadas, a maioria em heterozigose, algumas em heterozigotos compostos e poucas em
homozigose (Camats et al., 2012), indicando predominédncia de heranga dominante com

diferentes graus de penetrancia (de Mello et al., 2011).

Considerando os intimeros fenétipos que mutagdes em um mesmo gene podem
causar, ainda se torna dificil estabelecer uma correlacao fen6tipo-gendtipo para as mutagoes
encontradas no gene NR5A . Por esta razdo maiores estudos para o esclarecimento do papel

dessas mutagdes em individuos com DDS, sdo fundamentais.
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OBJETIVOS
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Objetivo geral:

Identificar alteracdes moleculares no gene NR5A 1 em individuos com DDS 46,XY.

Objetivos especificos:
1. Identificar alteracdes moleculares no gene NR5AI em individuos com distdrbios

na diferenciacdo gonadal;

2. Identificar alteracdes moleculares no gene NR5A1 em individuos ambiguidade
genital associada a presenca de testiculos, producdo normal de testosterona e
auséncia de mutacdes nos genes do receptor de andrégeno e da enzima

So-redutase tipo 2.

3. Estimar a frequéncia de mutacdes no gene NR5AI nos casos de DDS 46,XY,

estabelecendo uma correlacdo genétipo-fendtipo.
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CASUISTICA E METODOS
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1. CASUISTICA

A casuistica deste trabalho foi composta por 86 pacientes encaminhados com
Distirbios da Diferenciacdo do Sexo para a andlise molecular. Sendo que deles, 25
apresentavam anomalias do desenvolvimento gonadal (18 DG Parcial 46,XY, 7 DG Pura
46,XY), 41 foram encaminhados originalmente por ambiguidade genital com producdo
normal de testosterona, para o estudo dos genes do receptor de andrégenos e SRD5A2, que
se mostraram normal, sendo portanto considerados casos idiopdticos; alem de outros 20
casos estudados por outros motivos, como DG Mista, Sindrome de Turner (com

mosaicismo), DDS-OT e disfuncdo hormonal, (FIGURA 9).

Diagnostico dos pacientes

W DG Parical 46,XY M DG Pura 46,XY DDS 46,XY idiopaticos m Outros

FIGURA 9: Grifico mostrando a porcentagem de cada diagndstico apresentado entre os 86 pacientes

estudados.

Esses pacientes foram provenientes dos seguintes grupos:
e Grupo Interdisciplinar de Estudos dos Distirbios da Diferenciacio do Sexo
(GIEDDS), que funciona no Hospital de Clinicas (HC) — UNICAMP;
e Servico de Endocrinologia da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP);
e Servico de Genética Clinica - Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes -

Universidade Federal de Alagoas;
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e Além de alguns casos esporddicos encaminhados de Buenos Aires e da India.

O estudo foi retrospectivo e prospectivo, com reavaliacdo de individuos que foram

atendidos anteriormente ou que ainda estavam em atendimento.

2. METODOS

A FIGURA 10 representa de uma forma geral as etapas utilizadas para a realizagio

deste trabalho.

Triagem clinica dos pacientes

Extracéo de DNA a partir de sangue periférico
Amplificagao por PCR

I
. -

Sequenciamento

l— -
Estudo em grupo controle

Ve N Y \

PCR I Sequenciamento | ClustalW AliBaba2
Alelo-especifica Swiss-Model PolyPhen
STING SIFT
Millennium Aling GV-GD
PyMOL Viewer OEGE

FIGURA 10: Fluxograma ilustrando a metodologia empregada para a realizag@o deste trabalho.
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2.1 Obtencao das amostras e extracdo de DNA genomico

As amostras de DNA gendmico dos pacientes foram obtidas a partir de sangue total

periférico (aproximadamente 15 mL em adultos e 10 mL em criancgas), colhido em tubos

com 10% de anti-coagulante dcido etileno diamino tetracético (EDTA).

2.2 Extracao de DNA genomico a partir de sangue total periférico

Para extracdo de DNA foi empregado o método de lise com Proteinase K padronizada

no laboratorio de Genética Molecular Humana — CBMEG (Araujo, 1996). As etapas e as

solucdes utilizadas seguem listadas a baixo:

Solucdes:

Solucio A []final (ess‘t’(l)‘:lfi";;() [1final | SolucioC  []final
MgCl, 5 mM EDTA 20 mM Solucdo B 0,5 X
Sacarose 0,32 M NaCl 20 mM SDS 5%
Tris-HCIpH 8,0 10 mM Tris-HCI pH 8,0 20 mM Proteindse K 1 mg/mL
Triton X-100 1%

Etapas:

volume de 50 mL, permanecendo no gelo por 30 minutos;

e Centrifugou-se por 10 minutos a 2.000 rpm e 4 °C;

Para lise das hemadcias foi adicionada solucdo A ao sangue coletado até completar o

e O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) ressuspendido em 20 mL da

solucdo A. Esta etapa foi repetida até o pellet ficar livre de hemé4cias lisadas;

e O pellet foi ressuspendido em solucdo B diluida em 1X;
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e Acrescentou-se 250 puL de solugao C;
e A mistura permaneceu overnight em incubagdo a 37 °C;

¢ No dia seguinte para a extracdo de DNA dos leucdcitos foram adicionados 1,25 mL
de TE 1X (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0) e 0 mesmo volume final
de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM pH 8,0;

e Os tubos foram homogeneizados por inversao lenta durante 5 minutos;

e Para separacdo e recuperacdo da fase aquosa (superior) o tubo foi centrifugado a

3.000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente;

e Acrescentou-se a fase aquosa igual volume de fenol saturado com Tris-HCI 10

mM pH 8,0, e apds leve agitacdo por 5 minutos foi centrifugado novamente;

e A etapa foi repetida com a solucdo fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1), e

por ultimo cloroférmio:alcool isoamilico (24:1);

e Para precipitagdo do DNA, acrescentou-se 0,1 volume de acetato de sédio 3 M

pH 3,5 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado;

e O DNA precipitado foi recuperado com auxilio de uma haste de plastico esterilizada
e lavado com etanol 70% para retirada do excesso de sal, e posteriormente

ressuspendido em TE 1X (200 a 500 pL).

A concentracdo de DNA foi obtida através de leitura de absorbancia Optica a 260
nm em espectrofotdmetro e a integridade do DNA foi verificada em eletroforese de gel de

agarose a 0,8%.

2.3 Amplificacao do gene NR5A 1

A amplificacdo dos 7 exons do gene NR5AI foi realizada com primers especificos.
Estes primers foram desenhados para amplificacdo dos exons e parte da regido intronica

(nos limites dos exons), para verificagdao da regido de splicing. Também foram desenhados
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primers para as regides ndo traduzidas 5’ (cerca de 900 pb anteriores ao exon 1) e 3’ (cerca

de 1.800 pb posteriores ao cddon de parada de sintese protéica) (TABELA 1).

De uma forma geral, para a reagdo de PCR, com um volume final de 50 pl, foram

utilizadas as seguintes condigdes:

Volume dos reagentes: Ciclo:
H,0 miliq - --- 334 ulL 95 °C ——-m-- 5 minutos
Tampao 10X concentrado ---------- 5,0 uL 95 °C ---------- 1 minuto
MgCl, (50 mM) 1,5uL Tm* - I minuto** | 30x
dNTP (2 mM) -------mmmmmmmmme - 5,0 uL 72 °C ----mmmmm- 1 minuto**
Primer sense (20 pmoles) ----------- 1,0 uLL 72 °C === 10 minutos
Primer antisense (20 pmoles) ------- 1,0 uL 15 °C --------- o0
Taq DNA Polimerase --------------- 0,3 uL
DNA gendmico 2,0 uL

Quando necessério € usado 2,5 uL de DMSO
ou 0,3 uL. de BSA.

* Tm representa a temperatura média entre
0S primers sense € antisense.

** De acordo com o tamanho do fragmento
este tempo pode se estender.

No entanto, houve casos em que a reacdo basica foi modificada para se obter melhor

especificidade e eficiéncia de amplificacdo.
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TABELA 1: Primers para amplificacdo e sequenciamento do gene NR5AI.

Tm Frag.

Fragmento Primer sense (5’ - 3°) Primer antisense (5’ — 3°) (°C) (pb)

Exon 1 GGAGCAGCCCATAAATCAAG AACTCAGGTGGGGGACAGAG 56 853

Exon 4 GTTTGCATGAATCCAGGAGTG AATGCTCCTTAATGTCCCCAG 54,5 1.173

Exon 5 GGGCACAGAGAGGTTAGCTTG  ACTCCAGTGTGTTATTTCCAGACC 57 563

Exon 7 GTGACAGCAATGGTGATGGCG CCCGGCCCAGGCTCAAGTC 57 508

3’UTR2 GGCATTGATACATCAG AAGCGGGACGGACAGCAG 55,7 669

* Os fragmentos dos exons marcados sdo curtos e ficam préximos, sendo possivel realizar a amplificagdo em
uma s6 reagio.

**% O par de primers marcado corresponde a primers internos que foram utlilizados somente para o
seqiienciamento devido ao longo tamanho do fragmento amplificado com o par de primers do exon 4.
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2.4 Purificacao dos produtos da PCR

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados com o Kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-UP System (Promega) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.
Apo6s a purificagdo, as amostras foram quantificadas no equipamento Nanodrop 8000 -

Multi-Sample Micro-Volume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA).

2.5 Reacao de Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado com os préprios primers desenhados para a

amplificacdo dos fragmentos do gene NR5A .

As reagOes de sequenciamento foram separadas por eletroforese capilar no
sequenciador automdtico ABI 3500 utilizando o BigDye™ Terminator Cycle Sequencing

Kit V3.1 Ready Reaction (ABI PRISM/PE Biosystems) conforme descrito abaixo:

Volume dos reagentes: Ciclo:
H,0 miliq - - 5,4 uL 95 °C ————————-- 1 minuto
Sequencing Buffer (5X) ------------ 2,0 uL 95 °C ------—--- 20 segundos
Primer (5 pmol) 1,0 uL {0 O—— 20 segundos ( 26X
BigDye ----------=m-mmmmmm e 0,6 uL 60 °C ---------- 4 minutos
Produto da PCR purificado ------- 1,0 uL 4°C ----—--- 00

Dependendo do tamanho do fragmento amplificado, utilizou-se de 3 ng a 100 ng na

reacdo de sequenciamento.
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2.6 Purificacao da reacao de sequenciamento

Ap6s a retirada da placa de sequenciamento do termociclador os seguintes passos

foram realizados:

Adicionou-se 2,5 uL de EDTA (125 mM) em cada poco, seguidos de 25 puL
de isopropanol 100% (Merck);

A mistura foi deixada a temperatura ambiente e na auséncia de luz por 15

minutos para precipitacdo do DNA;
Centrifugou-se a 13.000 rpm e 4 °C por 35 minutos;

A placa foi invertida e o sobrenadante foi descartado, a fim de remover todo
0 isopropanol;

Adicionou-se 30 puL de isopropanol 70% (Merck), e realizou-se uma nova
centrifugacao por 10 minutos a 13.000 rpm e 4 °C;

A placa foi invertida e o sobrenadante foi descartado;

A placa foi deixada a temperatura ambiente por cerca de 40 minutos e depois
colocada no termociclador por 3 minutos a 80 °C para completar a secagem,

em seguida, foi estocada a -20 °C.

O produto da reacido de sequenciamento purificado foi ressuspendido em 10 pL de

Formamida Hi-Di (Applied Biosystem-Applera Corporation, Estados Unidos), para

posterior desnaturacdo a 94 °C por 5 minutos.

As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as sequéncias normais do

gene NR5AI (obtidas através do site www.esembl.org) com o auxilio dos programas

Chromas Lite e CLC Sequence Viewer 6.3 que sao de distribuicao gratuita.
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2.7 PCR Alelo-especifica

Para alguns casos de mutacdes novas, a técnica de PCR alelo-especifica foi utilizada

para triagem em controles normais. Foram desenhados primers especificos para a troca

nucleotidica, e a partir dai, uma reagdo com o primer normal e outra com o primer mutante

foram realizadas. Através da visualizacdo no gel de agarose 1% foi possivel verificar a

aplificacdo positiva ou negativa, com isso 100 controles foram analisados.

A condicao utilizada, para 30 uL de reagdo, foi:

Volume dos reagentes: Ciclo:
H,0 miliq - --- 20,4 uLL 95 °C ------—--- 5 minutos
Tampao 10X concentrado ---------- 3,0 uL 95 °C ---------- 1 minuto
MgCl, (S0mM) ----------m-mm - 0,8 uL Tm* ---eemem- 1 minuto 30X
dNTP (2 mM) -----------mmmmmemee 2,5uL 72 °C -==----—-- 1 minuto
Primer (20 pmoles) ------------------ 1,0 uLL 72 °C -==----—-- 5 minutos
Primer ancora (20 pmoles) --------- 1,0 uL 15 °C --------- o0
BSA - 0,3 uL

* Tm representa a temperatura média entre
0S primers sense € antisense.

Os primers especificos desenhados para as mutacdes foram:

¢.-133G>A normal (antisense) — 5> GTGCGCAGAAACCCCCTC 3’

c.-133G>A mutante (antisense) - 5° GTGCGCAGAAACCCCCTT 3’

c.-133G>A ancora (sense) — 5° GGAGCAGCCCATAAATCAAG 3’

¢.-208C>A normal (antisense) - 5° CTCCTCCCCGCCCTGGTG 3’

¢.-208C>A mutante (antisense) — 5 CTCCTCCCCGCCCTGGTT 3’

c.-208C>A ancora (sense) — 5> GGAGCAGCCCATAAATCAAG 3’
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Para outras mutacdes, as padronizagdes por PCR alelo-especifica ndo tiveram
sucesso; assim, os controles sauddveis nesses casos foram investigados através do

sequenciamento direto do fragmento onde se observou a nova troca nucleotidica.

2.8 Estudo in silico

Para as altera¢des encontradas na regido ndo traduzida do gene, foram realizadas

andlises in silico utilizando o programa AliBaba2 Gene Regultation (http://www.gene-

regulation.com/pub/programs.html), que avalia a existéncia de motivos reguladores.

Incluindo a sequéncia normal e a mutante no programa, € possivel avaliar se a regido da
alteracdo estd localizada em um sitio de reconhecimento para fatores de transcricdo, e se,

com a troca nucleotidica, estes sitios sao alterados ou nao.

Trés métodos computacionais foram utilizados para avaliar o impacto da troca de
aminodcido na proteina para as mutacdes missense encontradas, indicando se esta alteracao
seria prejudicial para sua fungdo, e se contribuiria ou nio para o fenétipo do individuo
afetado. Os programas usados foram: PolyPhen (Polymorphism Phenotyping)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)

(http://sift.jcvi.org/) e Align-GVGD (http://agvgd.iarc.fr/). O PolyPhen é utilizado para

predicao do impacto funcional e estrutural de substitui¢des de residuos de aminodcidos em
proteinas; os valores calculados vao de 0 a 1,0, sendo que quanto mais alto este valor, mais
a substituicdo estudada € raramente (ou nunca) observada na familia proteica, sendo
considerada mais deletéria (Sunyaev et al., 2000). A precisdo é de aproximadamente 81%,
com uma taxa de “falsos-negativos” e “falsos-positivos” de 31% e 9%, respectivamente
(Ramensky et al., 2002; Ng & Henikoff, 2006). A ferramenta SIFT tem como fungdo
determinar o efeito funcional causado por substitui¢cdes de residuos de aminodcidos nas
proteinas, baseando-se no pressuposto que a evolucao proteica estd correlacionada com a
funcdo proteica, mostrando a conservagdo de residuos de aminodcidos localizados em

posicdes importantes para a fungdo proteica; as substituicdes que apresentam um valor de

tolerancia menor do que 0,05 sdo consideradas intolerantes ou deletérias, enquanto que as
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que apresentam um valor maior do que 0,05 sdo consideradas tolerantes. A precisdo da
ferramenta € de 60%, sendo que as taxas de “falso-negativos” e “falso-positivos” registrada
foram iguais a 31% e 20%, respectivamente (Ng & Henikoff, 2001; Ng & Henikoff, 2006).
Ja o programa Align-GVGD ¢ baseado nas diferengas quimicas, de polaridade e de volume
molecular entre os aminodcidos trocados; dois valores sdo gerados, GD (Grantham
Difference) e GV (Grantham Variant), que predizem se a mutacdo de interesse estd dentro
de um espectro deletério ou neutro (Kabuto et al., 2012). O critério de avaliacdo dos

valores, sdo os seguintes (Mathe et al., 2006 & Tavtigian et al., 2006):

e Se GD = 0: a composi¢do, polaridade e volume do aminodcido mutante estdo dentro
da variacdo observada entre os alinhamentos, sendo considerada uma mutagdo

neutra;

e Se (GV > 61.3) e (0 < GD < 61.3): ainda € considerada como uma alteracdo

conservativa, indicando ser uma alteracao neutra;

e Se (GV =0) e (GV > 0): a posicao onde estd a mutacido € 100% conservada, sendo

assim qualquer alterac@o neste local é considerada deletéria;

e Se (0 <GV <61.3) e (GD > 0): hd uma pequena variacdo na conservaciao do
aminodcido na posi¢do indicada, mas mesmo assim, estd troca é considerada como

deletéria.

A partir dos célculos desses valores (GV e GD), a troca € classificada também dentro
de classes (CO — C65), sendo que quanto mais proximo de C65, mais deletéria é

considerada a mutagcdo (FIGURA 11).
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New Align-GVGD graded classifiers:
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FIGURA 11: Griéfico gerado no programa Aling-GVG obtido pelo site http://agvgd.iarc.fr/classifiers.php.

Cada mutagdo estudada é classificada dentro de classes, sendo que quanto mais préximo de

C65, mais deletéria € considerada a alteracio.

Para verificar a conservagdo da posicao proteica onde houve a troca de aminodcido,
as sequéncias do gene NR5A1 humano normal e mutante foram comparadas as sequéncias
de outros mamiferos. As sequéncias foram obtidas através do Uniprot

(http://www.uniprot.org/) e os alinhamentos comparativos foram realizados através do

programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).

As andlises estruturais para algumas das mutacdes encontradas também foram
realizadas para melhor compreensdo dos efeitos da troca de amino4cido na proteina SF-1.
O modelo resolvido utilizado foi de camundongo (PDB ID: 2FFO0A) com 100% de
similaridade com a proteina SF-1. Foi solicitada a modelagem da estrutura da proteina

normal e mutante no software Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/) para fins

comparativos de estrutura. A visualizacdo e manipulacdo das estruturas foram realizadas
através da interface grafica gerada pelo programa de acesso STING Millennium

(www.cnptia.embrapa.br) e pelo programa PyMOL Viewer.

Para os polimorfismos encontrados, o do programa OEGE (Online Encyclopedia for

Genetic Epidemiology studies) acessado pelo site http://www.oege.org/software/hwe-mr-
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calc.shtml, foi utilizado para calcular se as frequéncias encontradas neste trabalho estavam

de acordo com as esperadas, e dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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Entre os 86 pacientes analisados neste trabalho, foram identificadas seis mutacdes
na regido codificante (p.Cis65Tir, p.Arg39Cis, p.Lis38%*, p.L8OWIfs*8, p.Ser32Asn,
p.Cis247*, p.Asp364Trefs*18 e), uma em sitio de splicing (c.1138+1G>T), duas no exon 1

nao-codificante (c.-133G>A e c.-156_-136ins18pb), trés alteragdes na regido 5S’UTR (c.-
413G>A, c.-208C>A e c.-762C>T) e uma alteragdo na regido 3’UTR (c.*1286C>T)

(TABELA 2). Nao ha registro de outros trabalhos nos quais as mutacdes e alteracdes aqui

descritas tivessem sido identificadas. As caracteristicas clinicas de cada paciente se

encontram no quadro 1 (anexo I).

Além disso, em 31 dos 86 pacientes estudados, foi identificado o polimorfismo

p.Glil46Ala, descrito previamente por WuQiang et al. (2003). Dentre eles, os pacientes 4,

5, 8 e 11 que apresentaram mutacio, também apresentaram este polimorfismo.

TABELA 2: Alteragdes encontradas no gene NR5AI.

. TROCA ALTERACAO
PACIENTE DIAGNOSTICO LOCAL NUCLEOTIDICA PROTE'I%A
1,2e3 DDS 46,XY idiopdtico | Exon 3 c.195G>A p.Cis65Tir
4 DDS 46,XY idiopédtico | Exon 3 c.115C>T p-Arg39Cis
5 DG Parcial XY Exon 3 c.112A>T p.Lis38*
6 DDS 46,XY idiopédtico | Exon 3 c.238delC p-L8OW(Ls*8
7 DG Parcial XY Exon 2 c.94G>A p-Ser32Asn
8 DDS 46,XY idiopédtico | Exon 5 c.741C>A p.Cis247*
5 DDS 46.XY idiopdtico Exon 6 c.1296delG p-Asp364Trefs*18
Exon 1 c.-133G>A -
10 DG Parcial XY Intron 6 c.1138+1G>T -
11 DG Pura XY Exon 1 c.-156_-136ins18pb -
12 DG Parcial XY 5"UTR ¢r208CA )
c.-413G>A -
13 DDS 46,XY idiopédtico | 5’UTR c.-762C>T -
14 DDS 46,XY idiopatico | 3’UTR c.*1286C>T -
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A FIGURA 12 representa um esquema dos exons do gene NR5A1 e da proteina SF-1,
desenhada para facilitar a visualiza¢do da posi¢do de cada uma das mutacdes encontradas

neste trabalho, em rela¢do aos dominios da proteina.

| c.-133G>A |

I c.-156_-136ins18ph

| c.-413G>A I c.*1286C>T
c.1138+1G>T

SUR e il it mssssssssnlu———— we wabis wenla 3R

/ /S /

DU ‘

|
240 459

| p.Cis247* l
| p.Asp364Trefs*18 |

p.Ser32Asn

p.L8OWTs*8
p.Arg39Cis

p.Lis38*

FIGURA 12: Tlustracao mostrando a posi¢c@o de cada um dos exons do gene NR5A I, em relagdo aos dominios

da proteina SF-1, ressaltando a posi¢cdo de cada uma das mutacdes encontradas neste trabalho.

1. Mutacgao p.Cis65Tir

A mutagdo p.Cis65Tir foi identificada em heterozigose em trés irmaos (pacientes 1, 2
e 3). O primeiro filho (caso indice) foi encaminhado aos médicos por nascer com genitdlia
ambigua e chegou para avaliagdo com registro no sexo feminino; o segundo apresentava
hipospddia e gbnadas palpdveis, enquanto que o terceiro nasceu com uma abertura

urogenital e gobnadas palpaveis na regido inguinal. Os pais ndo sdo consanguineos € também
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foram estudados, verificando-se que a mutacdo foi herdada da mae (FIGURA 13). A troca

de uma guanina por uma adenina foi observada no exon 3 na posi¢do c.194 (FIGURA 14).

FIGURA 13: Heredograma da familia estudada. Os tr€s irmdos carregam a mutacdo p.Cis65Tir que foi

herdada da mae. Os filhos afetados apresentam quadros de DDS 46,XY.

A|lC G C T|G|T C C C B|IC 6 € TIR|T C C C

A

FIGURA 14: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do exon 3, mostrando a substitui¢do em
heterozigose c.194G>A, levando a mutagdo p.Cis65Tir identificada em trés irmaos portadores
de DDS 46,XY. A) Sequéncia normal do exon 3, a caixa vermelha ressalta a guanina (G) na

qual ocorreu a troca. B) Sequéncia mutante do exon 3, mostrando a troca em heterozigose de G

para A (R).
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Esta mutag@o levou a uma troca de uma cisteina por uma tirosina no residuo 65 da
proteina, que se encontra no segundo dedo de zinco da regido de dominio de ligacdo ao
DNA (DBD). Apesar de ambos os aminoicidos serem neutros e polares, eles possuem
estruturas e interagdes intramoleculares bem diferentes (FIGURA 15A). A cisteina € um
aminoicido que tem um grupamento tiol na sua composi¢do quimica, o que lhe di a
caracteristica hidrofilica; além disso, ela € susceptivel a oxida¢do para formar pontes
dissulfetos com outras cisteinas, o que constitui um fator importante para as estruturas
protéicas. Por outro lado, sua cadeia lateral lhe dé as caracteristicas hidrofébicas observadas
em proteinas. A tirosina, por sua vez, apesar de possuir um grupamento substituinte
aromdtico e neutro, € polar e susceptivel a fosforilagdo. Dentro de uma estrutura protéica,
sua caracteristica aromdtica confere a capacidade de interagir com outros residuos
aromaticos formando “stackings”. Além disso, ela pode interagir com atomos nao

carbOnicos através do grupamento hidroxila (Betts & Russel, 2003).

Através de alinhamento no Clustal (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/),

pode-se verificar que a cisteina da posi¢do 65 € altamente conservada entre os mamiferos

(FIGURA 15B).
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sp|P33242| STFl_MOUSE ORKRCPFCRFQKCLTVGMRLEAVRADRMRGGRNKFGP
sp|P50569| STFl_RAT QRKRCPFCRFQKCLTVGMRLEAVRADRMRGGRNKFGP
sp|P79387| STFl_PIG QORKRCPFCRFQKCLTVGMRLEAVRADRMRGGRNKFGP
sp|Q04752| STFl_BOVIN QRKRCPFCRFQKCLTVGMRLEAVRADRMRGGRNKFGP
sp|Q9GKL2 | STFl_HORSE LRKRCPFCRFQKCLTVGMRLEAVRADRMRGGRNKFGP
sp|Q13285| STFl_HUMAN QRKRCPFCRFQKCLTVGMRLEAVRADRMRGGRNKFGP
sp|Q95L87| STFl_MACEU QRKRCPYCRFQKCLTVGMRLEAVRADRMRGGRNKFGP
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FIGURA 15: A) Estruturas dos aminodcidos cisteina e tirosina, os quais foram trocados levando a mutagéo
p.Cis65Tir. B) Alinhamento da cisteina da posicdo 65, mostrando sua conservacio entre as

espécies de mamiferos.
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Usando o PDB: 2FF0 — cadeia A como molde, iniciou-se a andlise estrutural para
esta mutacdo. Os modelos da proteina normal e mutante foram construidos através do
programa SWISS MODEL (http://swissmodel.expasy.org/). Os contatos internos foram
avaliados através do programa STING Millenium (http://www.cbi.cnptia.embrapa.br) e
visualizados pelo PyMOL Viewer. Assim, como observacdo preliminar, foi possivel
verificar que a cisteina do residuo 65 (C65) na proteina normal estabelecia uma ponte de
hidrogénio com a arginina do residuo 69 (R69) e uma interacdo hidrofébica com a cisteina
do residuo 68 (C68) (FIGURA 16A). J4 na proteina mutante, a tirosina, agora do residuo 65
(Y65) manteve ambas as interacdes com a mesma distancia, mas um novo contato interno
com a cisteina do residuo 55 (C55) foi estabelecido, indicando provavelmente uma

mudanca conformacional (FIGURA 16B).

FIGURA 16: Anilise estrutural da mutacdo p.Cis65Tir. A) Contatos internos da proteina normal; C65
estabelece ponte de hidrogénio com R69 e interacdo hidrofébica com C68. B) Contatos
internos da proteina mutante; Y65 mantém contatos internos com R69 e C68 com a mesma
distancia, porém estabelece um novo contato hidrofébico com C55 em uma distancia de 3,42

angstroms.
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Usando as ferramentas computacionais PolyPhen, SIFT e Align-GVGD como
andlises de predi¢do para avaliar se a troca do aminodcido é prejudicial ou ndo, foram

obtidos os seguintes resultados:
PolyPhen = 1,0 — Considerada deletéria
SIFT = 0 - Considerada deletéria
Aling-GVGD = GV =0, GD = 193,72 e Classe C65 — Considerada deletéria

Os trés programas confirmaram que se trata de uma mutacdo deletéria e que

provavelmente € causadora do fenétipo do individuo.

Para descartar a possibilidade de polimorfismo, 86 controles saudaveis (172 alelos)

foram sequenciados, sendo que nenhum apresentou o alelo mutante (FIGURA 17).
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FIGURA 17: Alinhamento no programa CLC sequence viewer 6.0 das sequéncias obtidas no sequenciamento
do exon 3 de 20 controles sauddveis ressaltando a posi¢do da troca c.194G>A, levando a
mutagdo p.Cis65Tir. Os trés pacientes foram os Unicos que apresentaram o alelo mutante. Este

teste foi realizado para outros 66 controles, sendo todos homozigotos do alelo G normal.
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Apesar de nenhuma mutacdo ter sido previamente descrita no aminodcido C65,
algumas ja foram encontradas na regido DBD da proteina, porém a mais proxima deste
aminodcido mutado foi a p.Glu51Argfs*23, descrita por Philbert ef al. em 2010, no caso de
adolescentes com amenorréia primdria; esta delecdo resultava em uma proteina com

atividade nula.

Além disso, a cisteina da posicdo 65 se localiza no sitio de ligacdo ao zinco. O DBD
da proteina SF-1 € formado por dois dedos de zinco do tipo C4, cada um deles contém um
grupo de quatro residuos de cisteina que se liga a um atomo de zinco; esses dominios
interagem com sequéncias especificas do DNA e modulam o inicio da transcricdo
(FIGURA 18). Os dedos de zinco sdo diversamente funcionais, podendo estar envolvidos
na ligacdo com 4cidos nucleicos (DNA e RNA), nas interacdes entre proteinas, na ligacao
com pequenos ligantes como lipideos, e em alguns casos, pode também apresentar
propriedades enzimdticas. Realizando essas funcdes, os dedos de zinco sd@o fundamentais
em diversos processos celulares, como replicacio e reparo, traducdo e morte celular
programada (Krishna et al., 2003). Dessa maneira, a troca de uma cisteina nesta posicao,
pode ter afetado a formacdo do dedo de zinco e consequentemente a atividade

transcricional da proteina SF-1.
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FIGURA 18: A) Andlise estrutural mostrando a interacdo da proteina SF-1 com o DNA. A cisteina da
posi¢do 65 que sofreu mutagdo se encontra na regido de ligacdo direta com o DNA no segundo
dedo de zinco. B) Esquema dos dois dedos de zinco localizados no dominio de ligagdo ao DNA.
A cisteina 65, destacada em vermelho, se encontra ligada diretamente ao zinco (Adaptado de

Litte et al., 2006).

Por todas essas razoes, e também pelo fato de que os trés filhos foram diagnosticados
com DDS 46,XY, a mutagdo p.Cis65Tir pode ser considerada como causadora do fenétipo
desses individuos. Além disso, ha um primeiro relato de niveis elevados de gonadotrofinas
na mae, que atualmente estd com 32 anos e € portadora da mutagdo, sugerindo que venha a

manifestar faléncia ovariana precoce.

2. Mutacdo p.Arg39Cis

Identificou-se a alteracdo ¢.115C>T no exon em heterozigose no paciente 4 com DDS
46,XY (FIGURA 19). O paciente foi encaminhado ao servico de pediatria com 37 dias de

vida, apresentando genitdlia ambigua, sem gonadas palpaveis, falo com 1,5 cm de
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comprimento e 0,8 cm de didmetro com meato uretral na base, auséncia de ttero e gonadas
inguinais bilaterais com aspecto de testiculos.
A mutacdo resulta na troca p.Arg39Cis dentro do DBD da proteina SF-1. A anélise da

mae foi realizada, mostrando que ela também € portadora da mutacao.

TTCTTC;‘;AGGC;\CGG

FIGURA 19: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do exon 3, mostrando a substituicio em
heterozigose de uma citosina por uma timina, levando a mutacido p.Arg39Cis identificada no
paciente 4 com DDS 46,XY idiopatico. A) Sequéncia normal do exon 3, a caixa vermelha
ressalta a citosina (C) na qual ocorreu a troca. B) Sequéncia mutante do exon 3 do paciente,
mostrando a troca em heterozigose de C para T (Y). C) Sequéncia da mie do paciente,

mostrando que ela também € portadora a mesma mutagdo encontrada no filho.

Na proteina, a mutag@o levou a uma substituicdo de uma arginina no residuo 39 por
uma cisteina no ultimo aminoécido do primeiro dedo de zinco da regidio de DBD. Os
aminoacidos trocados sdo bem diferentes em suas estruturas (FIGURA 20A), ambos sdo
polares, porém a arginina é carregada positivamente, enquanto a cisteina tem carga neutra.
A arginina estd frequentemente envolvida em pontes salinas, pareando com as cargas
negativas do aspartato ou glutamina para criar pontes de hidrogénio estaveis que sdo

importantes para a estabilidade da proteina. Além disso, as argininas estdo envolvidas na
51



atividade da proteina ou nos sitios de ligacdo. Enquanto isso, como ja discutido
anteriormente, a cisteina apresenta um papel fundamental na estrutura tercidria da proteina,
formando pontes dissulfetos com outras cisteinas; ela possui um grupamento tiol na sua
composi¢ao quimica que lhe da a caracteristica hidrofilica, enquanto sua cadeia lateral lhe

da as caracteristicas hidrofobicas (Betts & Russel, 2003).

Através de alinhamento no Clustal (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/),
pode-se verificar que a arginina da posi¢do 39 € altamente conservada entre os mamiferos

(FIGURA 20B).
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sp|P33242| STF1_MOUSE MDY SYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGF FKRTVONNKH
sp|P50569 | STF1_RAT MDY SYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKRTVONNKH
sp|P79387| STF1_PIG MDY SYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKRTVONNKH
sp|Q04752 | STF1_BOVIN MDY SYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGF FKRTVONNKH
sp|QYGKL2 | STF1_HORSE MDY SYDEDLDELCPVCGDKVSGYHY GLLTCESCKGE FKRTVONNKH
sp|Q13285| STF1_HUMAN MDY SYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGE FKRTVONNKH
sp|Q95L87 | STF1_MACEU MDY SYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGE FKRTVONNKH

R e R R Y

FIGURA 20: A) Estruturas dos aminodcidos arginina e cisteina, os quais foram trocados levando a mutacao
p-Arg39Cis. B) Alinhamento da arginina da posicdo 39, mostrando sua conservagdo entre as

espécies de mamiferos.

Usando o PDB: 2FF0 — cadeia A como molde, foi realizada a andlise estrutural para
esta mutacdo. Apesar das diferencas estruturais e funcionais que os aminodcidos arginina e
cisteina possuem, quando mutados nenhuma alteragdo nos contatos internos da proteina
ocorreu. Na proteina normal a arginina do residuo 39 (R39) estabelecia uma ponte de

hidrogénio com uma glicina (G35) a uma distancia de 2,911&, e outra ponte de hidrogénio
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com uma asparagina (N43) a uma distancia de 2,73A (FIGURA 21A). Na proteina mutante
0s mesmos contatos com as mesmas distancias foram mantidos (FIGURA 21B), ficando

dificil afirmar que ocorreu alguma mudanca conformacional na proteina.

FIGURA 21: Andlise estrutural da mutacdo p.Arg39Cis. Os contatos internos permaneceram Os mesmos
tanto na proteina normal como na proteina mutante. A) Proteina normal, R(39) estabelece

contato com N(43) e G(35). B) Proteina mutante, C(39) mantém contatos com N(43) e G(35).

Como resultados dos programas PolyPhen, SIFT e Aling-GVGD obtivemos:
PolyPhen = 1,0 — Considerada deletéria

SIFT = 0 - Considerada deletéria

Aling-GVGD = GV =0, GD = 179,56 e Classe C65 — Considerada deletéria

Os trés programas confirmaram que se trata de uma mutacdo deletéria e que

provavelmente é causadora do fenétipo do individuo.

Philibert et al., em 2010 também descreveram uma mutacdo no residuo R39, a
p-Arg39Pro no caso de uma menina 46,XY com amenorréia primdria e baixa concentraciao

de testosterona; a mutacao foi descrita como potencialmente causadora do fenétipo.
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Através da andlise estrutural gerada pelo programa PolyPhen, é possivel perceber que
o aminodcido R39 se encontra em regido direta de ligacdo ao DNA (FIGURA 22). De
acordo com os pressupostos de Sunyaev et al. (2001), esta mutacdo se enquadra em dois
dos itens dos quais deve ser considerada como deletéria: o item I, na qual a variag¢do afeta
diretamente um sitio de ligacdo, no caso, para 0 DNA; e o IV, na qual a variagdo gera uma
troca na carga elétrica, pois a arginina € carregada positivamente, enquanto que a cisteina

tem carga neutra.

FIGURA 22: A) Andlise estrutural mostrando a interacio da proteina com o DNA. A arginina da posi¢ao 39
que sofreu mutacdo se encontra ligada diretamente ao DNA. Esta alteragdo provavelmente

resulta em danos na formagdo do complexo proteina-DNA.

Para descartar a possibilidade de polimorfismo, 86 controles saudaveis (172 alelos)
foram sequenciados, sendo que o alelo mutante ndo foi identificado em nenhum individuo

(FIGURA 23).
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SeqNormal Ex3 GETTETTEAR cEcEABccTc BACAREAREA
Paciente 4 GETTETTEAR cvycBABGcTc BAGAABAREA
Controle 1 GETTETTEAN cBcBABGGTc BACANBAAEA
Contle2 GETTETTEARN cEcEABGGTC BACHAABAARA
Contole 3 GETTETTEAR cHcEABGGTC BACHAABAAEA
Contole 4 GETTETTEAN cHcEABGGTC BACHABAARA
Contole 5 GETTETTEAN cHcEABccTc BACHARAREA
Contole 6 GETTETTEARN cEcEABGGTG BACHABAARA
Contole 7 GETTETTEARN cEcEABGGTC BACHARAARA
Contole 8 GETTETTEARN cHcEABGGTC BACHAEAREA
Contole 9 GETTETTEAN cHcEABGGTc BACHARBAAEA
Controle 10 GETTETTEAR cBcEABcGGTc BACAABAAEA
Contole 11 GETTETTEAR cBcEABcGTc BACAABAAEA
Controle 12 GETTETTEAR cBcEABccTc BAGAABAAEA
Controle 13 GETTETTEAR cBcBABccTc BACAABAARA
Controle 14 GETTETTEAR cEcEABcGTC BACAABAAEA
Controle 15 GETTETTEAR cBcEABcGGTc BAGAABAARA
Controle 16 GETTETTEAR cBcEABccTc BACAABAAEA
Controle 17 GETTETTEAR cBcEABccTc BAGAABAREA
Controle 18 GETTETTEAR cEGEABGGTG BACAABAAEA
Contole 19 GETTETTEAR cBcEABcGTc BAGAABAAEA
Controle 20 GETTETTEAE cHcEABccTc BACAABAREA

FIGURA 23: Alinhamento no programa CLC sequence viewer 6.0 das sequéncias obtidas no sequenciamento
do exon 3 de 20 controles saudaveis ressaltando a posi¢do da troca c.115C>T, levando a
mutagdo p.Arg39Cis. O paciente foi o tinico que apresentou o alelo mutante. Este teste foi

realizado para outros 66 controles, sendo todos homozigotos do alelo C normal.

Apesar da mutacao p.Arg39Cis descrita no paciente 4 ndo ter levado a alteragdes nos
contatos internos da proteina, ela ndao deve ser descartada como ndo causadora da doenca,
pois se trata de uma mutacdo missense no primeiro dedo de zinco do DBD, que ndo foi
encontrada em nenhum outros 86 controles estudados e esté relacionada a um caso de DDS
46,XY. Além disso, o paciente 4 € um dos que apresentou o polimorfismo p.Gli146Ala, o

que pode ter contribuido para a formacao de seu fenétipo.

Futuras andlises funcionais poderdo fornecer maiores subsidios no sentido de se

esclarecer qual seria o efeito desta mutagdo para o fenétipo do individuo.
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3. Mutagao p.Lis38*

Identificou-se a mutagdo c.112A>T em heterozigose no exon 3 do paciente 5 com DG
parcial 46,XY (FIGURA 24). Este paciente foi diagnosticado com 44 meses, apresentando
genitdlia ambigua com grau de Prader III, um testiculo do lado direito e uma gonada

disgenética com derivados de Miiller do lado esquerdo.

A substituicdo nucleotidica resultou em uma troca de uma lisina por um cédon de
parada na posicdo 38, levando a mutagdo nonsense p.Lis38*. Nao foi possivel verificar se a

mutacdo foi herdada, pois os pais ndo foram analisados.

Para a mutacdo p.Lis38* as anélises in silico da proteina mutante e de frequéncia em
individuos sauddveis foram dispensadas, pois se trata de uma mutacdo nonsense no
dominio de ligagdo ao DNA. Pressupde-se que esta proteina ndo serd traduzida, pois a

mutacao se encontra no inicio da regido codificante.

Além desta mutacdo, o paciente 5 é um dos que apresentou o polimorfismo
p.Glil46Ala, o que pode ter contribuido para a formacdo de seu fenétipo de disgenesia

gonadal parcial.

ACTTC'.&IAGCGC BCTTCUAGCGC

FIGURA 24: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do exon 3, mostrando a substitui¢do em
heterozigose c.112A>T, levando a mutagdo p.Lis38* identificada no paciente 5 com DG Parcial
46,XY. A) Sequéncia normal do exon 3, a caixa vermelha ressalta a adenina (A) na qual

ocorreu a troca. B) Sequéncia mutante do exon 3, mostrando a troca em heterozigose de A para
T (W).
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4. Mutagao p.LSOWfs*8

Foi identificada a mutacdo p.L8OWfs*8 decorrente da delecdo da citosina c.238 no
exon 3, do paciente 6 (FIGURA 25). Este paciente foi encaminhado aos médicos aos 10
meses de idade por ambiguidade genital; apresentava genitdlia com falo de 2,3 cm sem
hipospadia, com gbonadas palpdveis no canal inguinal bilateral médio (Prader V). Nasceu de
pais sauddveis e ndo consanguineos, € recentemente mudou seu registro para O sexo

masculino.

A citosina que sofreu delecdo corresponde a primeira posi¢ao do cédon 238, levando
a substituicdo de uma leucina por um triptofano. Esta troca altera o quadro de leitura e
forma um cédon de parada prematura da sintese protéica no cédon 246, isto €, 8 residuos a
frente. Neste caso ndo se pode verificar se a mutacdo foi herdada ou ndo, pois ndo foi

realizada a anélise dos pais.

Para a mutacdo p.L80OWTIs*8 as andlises in silico e de frequéncia em individuos
sauddveis foram dispensadas, pois se trata de uma mutacdo em frameshift que leva a um
cddon de parada no inicio da proteina, dentro do dominio de ligacdo ao DNA. Este fato leva
a crer que, muito provavelmente, esta proteina nao serd produzida porque seu mRNA serd
degradado pelo processo de nonsense mRNA decay antes mesmo da tradugdo, o que explica

o fenétipo de DDS 46,XY apresentado pelo paciente.
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FIGURA 25: Parte dos eletroferogramas e alinhamanetos obtidos no sequenciamento do exon 3, mostrando a
delecdo de uma citosina, levando a mutacdo p.L8OWTfs*8 identificada no paciente 6 com
DDS 46,XY. A) Sequéncia normal do exon 3, a caixa vermelha ressalta a guanina (G) que
sofreu delegdo. B) Sequéncia mutante do exon 3, mostrando a alteragdo no codigo de leitura
decorrente da dele¢do de C. C) Alinhamento mostrando a formagdo de cédon de parada

prematura na proteina.

5. Mutagdo p.Ser32Asn

Identificou-se a troca c.95G>A em heterozigose no paciente 7 (FIGURA 26). Esta
substitui¢do nucleotidica se localiza no exon 2 e leva a mutagdo p.Ser32Asn. O paciente 5
foi encaminhado aos médicos com 30 meses de idade com genitdlia ambigua, apresentava
grau de Prader II e dois testiculos disgenéticos com derivados de Muller, localizados na
regido inguinal; foi diagnosticado com disgenesia gonadal parcial 46,XY. Como seus pais

Ja sao falecidos nao foi possivel verificar se a mutacao foi herdada ou ndo.
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FIGURA 26: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do exon 2, mostrando a substitui¢do em
heterozigose de uma guanina por uma adenina, levando a mutac¢do p.Ser32Asn identificada no
paciente 7 com DG Parcial 46,XY. A) Sequéncia normal do exon 2, a caixa vermelha ressalta a
guanina (G) na qual ocorreu a troca. B) Sequéncia mutante do exon 2, mostrando a troca em

heterozigose de G para A (R).

Em relacdo a proteina, a substituicdo de uma serina no residuo 32 por uma asparagina
estd localizada no primeiro dedo de zinco da regido de DBD. Neste caso, ambos os
aminodacidos envolvidos sdo neutros e polares (FIGURA 27A), indicando que a troca nao
muda significativamente as propriedades fisicoquimicas do residuo. A serina, no entanto, ¢
um dos trés residuos, assim como a tirosina, a ser fosforilado por quinases para a
sinalizacdo celular, enquanto a asparagina tem como caracteristica de sua cadeia lateral, a
capacidade de formar pontes de hidrogénio com peptideos vizinhos e estd frequentemente
presente nas proximidades do inicio e do final de regides de alfa-hélices (Betts & Russel,

2003).

Através de alinhamento de SF-1 de vdérias espécies de mamiferos no Clustal
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), pode-se verificar que a serina da posi¢do 32 é

altamente conservada (FIGURA 27B).
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sp|P50569 | STF1_RAT MDYSYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKR
sp|P79387|STF1_PIG MDYSYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKR
sp|1Q04752| STF1_BOVIN MDYSYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKR
Sp|Q9GKL2 | STF1_HORSE MDYSYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCES CKGFFKR
sp|Q13285| STF1_HUMAN MDYSYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKR
sp|Q95L87|STF1_MACEU MDYSYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKR
hkhkkkkkhkhkkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkhkhkhkhkhhkhkhkhkkii

FIGURA 27: A) Estruturas dos aminodcidos serina e asparagina, os quais foram trocados levando a mutagéo
p-Ser32Asn. B) Alinhamento da serina da posicdo 32, mostrando sua conservacio entre as

espécies de mamiferos.

Usando o PDB: 2FF0 — cadeia A como molde, foi realizada a andlise estrutural para
esta mutacdo. Foi possivel verificar que a serina do residuo 32 (S32) na proteina normal
estabelecia uma ponte de hidrogénio com a fenilalanina do residuo 36 (F36) e outra ponte
de hidrogénio com a arginina do residuo 69 (R69) (FIGURA 28A). J4 na proteina mutante,
a asparagina do residuo 32 (N32) manteve a interacdes com F36 na mesma distancia,
perdeu o contato com R69, e estabeleceu uma nova ponte de hidrogénio com o aspartato da

posicdo 19 (D19), indicando provavelmente uma mudanca conformacional (FIGURA 28B).

60



FIGURA 28: Andlise estrutural da mutacdo p.Ser32Asn. A) Contatos internos da proteina normal; S32
estabelece ponte de hidrogénio com R69 e com F36. B) Contatos internos da proteina mutante;
N32 mantém contato interno com F36 com a mesma distincia, perde contato interno com R69,

porém estabelece uma nova ponte de hidrogénio com D19.

Usando as ferramentas computacionais PolyPhen, SIFT e Aling-GVGD as andlises de
predicdo para avaliar se a troca do aminodcido € prejudicial ou ndo, foram realizadas. Como

resultados, obtivemos:
PolyPhen = 0,067 — Considerada toleravel
SIFT = 0,02 - Considerada deletéria
Aling-GVGD = GV =0, GD = 46,42 e Classe C45 — Considerada deletéria

Estes valores se contradizem, pois segundo o PolyPhen a mutacdo pode ser
considerada tolerdvel (valor préximo a 0), enquanto que para o SIFT e Align-GVGD, ¢é
considerada prejudicial e causadora de fenétipo. Ambas as ferramentas sdo de predicao e
nao oferecem 100% de precisdo, o que poderia explicar esta diferenga entre os valores. Ng
& Henikoff, (2006) relataram um caso semelhante, em que considerou como correto o valor

obtido pelo SIFT, justificando que a andlise estrutural que o PolyPhen gera pode ter
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atrapalhado a predi¢do, considerando-a tolerdvel. Além disso, Sunyaev et al. (2001),
estudaram alguns casos SNPs de resultados falsos positivos e falsos negativos gerados pelo
PolyPhen, observando a andlise estrutural que o programa oferecia; para este grupo,
independente do resultado gerada pela ferramenta, uma troca de aminodcido afeta a funcao
ou a estrutura da proteina quando: (I) afeta um sitio de ligacdo, de ativagdo, ou envolvido
em pontes dissulfetos; (II) a variacio na determinada posi¢cdo ndo € encontrada em
nenhuma proteina homoéloga; (III) a variacdo provavelmente quebra o niicleo hidrofébico
da proteina; (IV) a variagdo gera uma troca na carga elétrica; (V) a varia¢do aparenta afetar

a solubilidade da proteina; (VI) a variagdo envolve um residuo de prolina na a hélice; (VII)

a variagdo prevé afetar a interacdo proteina-ligante (Sunyaev et al., 2001).

Através da modelo estrutural gerado pelo programa PolyPhen (FIGURA 29), é
possivel perceber, que mesmo esta alteracdo sendo considerada neutra, ela provavelmente €
um resultado falso negativo, pois se enquadra no item I proposto por Sunyaev et al. (2001);
a mutagdo afeta diretamente um sitio de ligagdo ao DNA, podendo estar atrapalhando esta

interacdo DNA-proteina.

FIGURA 29: A) Andlise estrutural mostrando a interacdo da proteina com o DNA. A serina mutada da
posi¢do 32 se encontra diretamente no dominio de ligagdo ao DNA, préximo a o dtomo de

zinco. Esta alterag¢do provavelmente resulta em danos na formacgio do complexo DNA -proteina.
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foram sequenciados, ficando demonstrado que nenhum apresenta o alelo mutante (FIGURA

30).

Seq Normal Ex 2
Paciente 7
Controle 1
Controle 2
Controle 3
Controle 4
Controle 5
Controle 6
Controle 7
Controle 8
Controle 9

Controle 10
Controle 11
Controle 12
Controle 13
Controle 14
Controle 15
Controle 16
Controle 17
Controle 18
Controle 19
Controle 20

BABGTGTGHG
BABGTGTGAG
BABcTGTGAG
BABGcTGTGAG
BABGTGTGAG
BABGTGTGHAG
BABGTGTGAG
BABGTGTGAG
BABGTGTGAG
BABGTGTGHAG
BABGTGTGHAG
BABcTcTGHG
BABGTGTGAG
BABGTGTGHAG
BABGTGTGHAG
BABGcTGTGHAG
BABGTGTGAG
BABGTGTGHAG
BABcTGTGAG
BABcTGcTGHAG
BABGTGTGAG
BABGTGTGHAG

|

BcETcEARGG
ARETGEAAGG
BcETcBAlGG
BcETcEARlGG
BcETGEARGG
AcETcBARGG
AcETcBAHlGG
AcBTcBARlGG
BAcETcEAAGG
AcETcEARGG
AcETcEARAGG
AcBTcEAlGG
BcETcBARGG
BcETcEARGG
BcETcEARGG
BcEBTcBAHlGG
AcETGEARAGG
BcETcBARAGG
AcETcBARlGG
BcETcBARGG
AcETcBARAGG
AcETcBAAGG

Para descartar a possibilidade de polimorfismo, 96 controles saudaveis (192 alelos)

TGHGEGGHEGA
TGHGEGGHEGH
TcHAGEGGHEGA
TcHcEGGEGA
TGHGEGGHEGA
TGHAGEGGEGA
TGHGEGGHGA
TcHcEGGHEGA
TGHAGEGGHGH
TGHAGEGGHEGA
TGHGEGGHGA
TcHAcEGGEGA
TGHAGEGGEGH
TGHAGEGGHEGA
TGHGEGGHGA
TcHAcBGGHGH
TGHGEGGHEGA
TGAGEBGGEGH
TGHGEGGHEGA
TcHcEGGEGA
TGHGEGGHEGA
TGHGEGGHEGA

FIGURA 30: Alinhamento no programa CLC sequence viewer 6.0 das sequéncias obtidas no sequenciamento
do exon 2 de 20 controles sauddveis ressaltando a posi¢do da troca c.95G>A p.Ser32Asn. O
paciente foi o tnico que apresentou o alelo mutante. Este teste foi realizado para outros 76

controles, sendo todos homozigotos do alelo G normal.

Nao hé relatos de mutagdo no aminodcido S32, mas assim como a p.Ser32Asn,
Camats et al. (2012) descreveram recentemente 4 novas mutagdes (p.Val20Leu,
p-His24Tir, p.His24Trefs*51 e p.Cis30Trp) localizadas no primeiro dedo de zinco da regido
do dominio de ligacdo ao DNA, em casos de faléncia ovariana precoce e DDS. Para estas
mutagdes o grupo realizou andlises funcionais, demonstrando que todas elas estdo na regido

de interagdo direta com o DNA, alterando assim, o reconhecimento DNA-proteina.

Também vale a pena ressaltar que a primeira mutacdo descrita no gene NRS5AI

(p-Gli35Glu) foi descrita no aminodcido 35, que assim como a serina 32 se encontra na
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regido P-box (FIGURA 31), que se liga ao zinco, formando o primeiro dedo de zinco do
dominio de ligacdo ao DNA. A mutacdo p.Gli35Glu afetou a funcdo da proteina SF-1
acarretando em um fenétipo bastante grave, com insuficiéncia adrenal, disgenesia gonadal e
persisténcia dos dutos Miillerianos no individuo; este fato leva a crer que uma mutagdo
nesta mesma regido, em um aminodcido préximo (S32) deverd prejudicar as funcdes
proteicas normais. A regido P-box, juntamente com a A-box, sdo responsiveis por
estabilizar a interacdo do DNA a proteina, além de definirem a especificidade de se ligar ao

DNA como um mondmero (Hoivik et al., 2010).

Mais um fato pode contribuir para a hipétese de que a mutagcdo p.Ser32Asn causa
danos a proteina formada: perto da regido onde houve a troca, a lisina 34 sofre acetilagdao
(FIGURA 31), e uma mutagdo proxima a este sitio pode resultar em falhas no processo de
transativagdo, na estabilidade da proteina, nas interacOes com outras proteinas € no

reconhecimento do DNA (Jacob et al., 2001).
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FIGURA 31: Esquema dos dois dedos de zinco localizados no dominio de ligacdo ao DNA. A serina 32,
destacada em vermelho, se encontra dentro do dominio P-box que interage com o zinco. Além
disso, a lisina na posi¢do 34 (seta azul), que também se encontra na mesma regido, sofre

acetilacdo (Adaptado Wu et al., 2012).

Considerando os relatos existentes na literatura de outras mutacdes na mesma regido,

a posi¢do no dedo de zinco que a serina se encontra, o fato de que nenhum outro controle
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apresentou o alelo mutante, e o quadro clinico que o paciente 7 apresenta, € possivel inferir
que a mutacdo p.Ser32Asn seja realmente responsdvel por causar o fendtipo de DDS no

individuo.

6. Mutacdo p.Cis247%

Foi identificada a troca c.741C>A em heterozigose no exon 4 do gene NR5AI do
paciente 8 com DDS 46,XY (FIGURA 32). O resultado putativo desta alteracdo € a
formacdo de um cdédon de parada de sintese protéica no residuo 247 da proteina,
configurando a mutagdo nonsense p.Cis247*. Neste caso novamente ndo se pode verificar

se foi herdada ou ndo, pois ndo foi possivel realizar a andlise dos pais.

ATGGGCTG‘C’CTGCBTGGGCTGMCTGC

FIGURA 32: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do exon 4, mostrando a substituicdo em
heterozigose de uma citosina por uma adenina (c.741C>A), levando a mutagdo p.Cis247*
identificada no paciente 8 com DDS 46,XY. A) Sequéncia normal do exon 4, a caixa vermelha
ressalta a citosina (C) na qual ocorreu a troca. B) Sequéncia mutante do exon 4, mostrando a

troca em heterozigose de C para A (M).

O cédon de parada prematuro de sintese protéica no residuo 247 no inicio do dominio

de ligacdo ao ligante (LBD) fica nas proximidades de um sitio de fosforilacdo, e apesar de
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nenhuma alteragdo ter sido descrita neste aminodcido, mutagdes neste sitio reduzem a
capacidade de interacdo com cofatores, atrapalhando a atividade pds-transcricional do gene

(Hammer et al., 1999).

Para a mutagdo p.Cis247* as andlises in silico da proteina truncada mutante e de
frequéncia em individuos sauddveis foram dispensadas, pois se trata de uma mutacdo
nonsense, localizada aproximadamente no meio da proteina que, muito provavelmente, nao
serd produzida porque seu mRNA podera ser degradado pelo processo de nonsense mRNA

decay antes mesmo da traducao.

Além desta mutacdo, o paciente 8 € um dos que apresentou o polimorfismo
p-Glil46Ala, o que pode ter contribuido para a formagdo de seu fenétipo, como ja citado

anteriormente.

7. Mutacoes p.Asp364Trefs*18 e c.-133G>A

Foram identificadas duas mutagdes no paciente 9 com DDS 46,XY. A primeira,
p-Asp364Trefs*18, € decorrente da delecao da guanina ¢.1089 no exon 6 (FIGURA 33A e
33B). Este nucleotideo corresponde a primeira posicdo do cédon 364 e sua delecdo substitui
o 4cido aspdrtico natural deste residuo por uma treonina levando a alteracdo no quadro de
leitura, com formagdo de um c6don de parada prematura da sintese protéica no cédon 381,

isto é, 17 residuos a frente (FIGURA 33C e 33D).

Embora esta mutacdo cause um truncamento da proteina, este truncamento se d4 no
terco final dentro do dominio de ligacdo ao ligante. Este fato faz com que se suponha sua
traducdo, escapando da degradagdo por nonsense mRNA decay. Assim, seu efeito funcional

devera ser investigado com maior profundidade.
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al6 ¢ Tefé]Jaccoecacs] glec TG R NUCS GSKRGR

il

¢ TGEAGETGG ABEGGEAGGA ciTTcTiETcE ETEARGTTEA
EGIIGIEGI BEGGEAGGAG TTTGTETGEE TEAAGTTEAT
TGCAGCTGR MCSGSMRGRR KTTKKYYKSC YYMARKTYMW

p EQEBRQEENC EKENNEESED E
EQETGRSESA SSSSSSSAwWlE -

FIGURA 33: Parte dos eletroferogramas e alinhamanetos obtidos no sequenciamento do exon 6, mostrando
a delecdo de uma guanina, levando a mutacdo p.Asp364Trefs*18 identificada no paciente 9
com DDS 46,XY. A) Sequéncia normal do exon 6, a caixa vermelha ressalta a guanina (G)
que sofreu dele¢do. B) Sequéncia mutante do exon 6, mostrando a alteracdo no cédigo de
leitura decorrente da delecdo de G. C) Alinhamento mostrando a dele¢do de uma guanina na
posicdo 364. D) Alinhamento mostrando a formac¢do de cédon de parada prematura na

proteina.

A segunda alteragdo identificada no mesmo paciente foi a substituicio em
heterozigose de uma guanina por uma adenina c.-133G>A no exon 1 (FIGURA 34). Apesar
do exon 1 ndo ser traduzido, ele € transcrito, e esta alteracdo pode afetar o processo de

traducdo de tal forma que haja uma correlacdo com o fenétipo do individuo.

No gene NR5AI, ja foram identificados entre humanos, ratos e camundongos, cinco
diferentes exons 1 (Ia, Io, Ig, Ix e II), que variam de acordo com cada transcrito, em
espécies e tecidos especificos. A alteracdo c.-133G>A se localiza no primeiro exon 1 (Ia),
que segundo Kimura et al. (2000), é expresso em ratos e camundongos nos tecidos
esteroidogénicos e no figado no periodo fetal e adulto, e no hipotdlamo e pituitdria apenas
no periodo adulto. E provavel que nem todos esses exons sejam expressos em humanos,
mas neste caso, considerando os tecidos que o SF-1 é expresso, o exon 1-la de humanos

deve ser homdlogo ao encontrado em ratos e camundongos.
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FIGURA 34: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do exon 1, mostrando a substituicio em
heterozigose de uma guanina por uma adenina, levando a segunda altera¢do c.-133G>A
identificada no paciente 9 com DDS 46,XY. A) Sequéncia normal do exon 1, a caixa vermelha
ressalta a guanina (G) na qual ocorreu a troca. B) Sequéncia mutante do exon 1, mostrando a

troca em heterozigose de G para A (R).

Como a alteragdo estd localizada em regido ndo traduzida, foram realizadas analises
in silico utilizando-se o programa AliBaba2 Gene Regultation (http://www.gene-
regulation.com/pub/programs.html) que avalia a existéncia de motivos reguladores, isto é
locais onde podem se ligar os fatores de transcri¢do mais comuns. Através desta analise, foi
possivel averiguar que a regido onde ocorreu a troca se localiza em sitio de reconhecimento
para o fator de transcricdo Spl, e quando ocorre a alteragdo, este sitio € abolido (FIGURA

35).
l

v
gtgtgagggggtttctgecgcacccacagtcgeccaccgteccacectaggectgccggagcct
=C/EBPalp=

J

v
gtgtaagqgagtttctqcgcacccacagtecgccaccqteccacctgggetqccqggagect

BPalp=

FIGURA 35: Andlise in silico para alteragdo c.133G>A no paciente 9. A) Guanina (G) da sequéncia normal
estd localizada em um sitio de reconhecimento para o fator de transcri¢do Spl (tridngulo
verde). B) Sequéncia do paciente mutante, mostrando que a substituicdo de uma guanina por

uma adenina, fez abolir o sitio para Spl.
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Através da técnica de PCR alelo-especifica, para descartar a possibilidade de
polimorfismo, um grupo controle de 97 individuos saudaveis (194 alelos) foram testados

para esta alteragdo, mostrando que nenhum outro individuo apresentou o alelo mutante

(FIGURA 36).

O material dos pais ndo foi obtido, ndo sendo possivel verificar a segregacao alélica

nesta familia.
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FIGURA 36: Teste de PCR alelo-especifica para a alteragdo c.-133G>A em gel de agarose 1%. No primeiro
poco foi colocado o marcador molecular (Ladder 1kb Plus), no segundo estd o produto da
reacdo de PCR para o paciente, e nos outros 18 estdo os controles saudaveis; como a alteragio
¢ em heterozigose, para a reacdo normal todos amplificaram, ja para a reacdo mutante apenas
o paciente portador do alelo mutante amplificou. Esse teste foi repetido para mais 79

controles.

Tantaway et al. (2012) descreveu recentemente duas mutagdes também no dominio
de ligacdo ao ligante do gene NR5A ! (p.Gli328Val e p.Leu376Phe) em dois individuos com
DDS 46,XY; ambas as mutagdes diminuiram a atividade da proteina, porém mantiveram os
niveis de testosterona normais durante a puberdade. Em relagdo a mutacdo aqui
identificada, a primeira substitui¢do se localiza antes do inicio da modificacdo da proteina

mutante € a segunda estd em 6 residuos anteriores ao truncamento, € na protel’na mutante o

residuo 376 foi trocado para S376. Embora pouco se possa afirmar quanto ao efeito
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funcional da mutacdo p.Asp364Trefs*18 sem se realizar os estudos funcionais de
transativagcdo, pode-se inferir que a mutacdo trard sérios prejuizos ao papel normal do

receptor nuclear.

Nenhuma alteracdo havia sido identificada no paciente 9 em estudos anteriores para
os genes do receptor de andrégeno e da enzima 5 alfa-redutase tipo 2. Com o estudo do
gene NR5A 1, 2 mutagdes importantes foram identificadas; a primeira levando a um c6don
de parada prematuro, e a segunda apesar de ndo estar na regido traduzida, pode ter afetado a
tradugdo da proteina, e obviamente se trata de uma alteragdo rara, pois nao foi identificada
em nenhum outro controle. Na auséncia da andlise dos pais ndo se pode afirmar a
heterozigose composta para o gendtipo, no entanto, a heterozigose composta ou mesmo a
associacdo dessas alteragdes em um tUnico alelo, deve ser causadora do fenétipo de DDS no

individuo.

8. Mutagao c.1138+1G>T

Identificou-se a mutacdo c¢.1138+1G>T (anteriormente designada IVS6+1G>T) em
heterozigose no paciente 10 com disgenesia gonadal parcial 46,XY. A mutagdo ocorre na
regido de splicing, na primeira guanina do intron, no final do exon 6. A mutacido ndo foi

encontrada nos pais, se caracterizando como uma mutacao de novo (FIGURA 37).

Esta mutacgdo altera de GT para GG no intron 6 o sitio doador de splicing que € quase
invaridvel nos genes humanos. Deve provavelmente suprimir o splicing normal, de modo
que possa ativar um sitio de splicing criptico em outra regido do exon ou intron préximos a
troca nucleotidica, ou conduzir ao skipping do exon 6. De qualquer forma, supde-se que ird

alterar drasticamente as func¢des protéicas normais.
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FIGURA 37: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do exon 6 - intron 6, mostrando a
substituicdo em heterozigose de uma guanina por uma timina, levando a mutagdo de novo
¢.1138+1G>T identificada no paciente 10 com DG Parcial 46,XY; a caixa vermelha ressalta a
guanina (G) na qual ocorreu a substitui¢do. A) Sequéncia normal do exon 6 - intron 6 da mae do
paciente 8. B) Sequéncia normal do exon 6 - intron 6 da pai do paciente 10. C) Sequéncia
mutante do exon 6 - intron 6, mostrando a troca em heterozigose de G para T (K) na primeira

guanina do intron 6.

Apesar de ser uma regido bastante conservada, foi realizado o sequenciamento de 70
individuos saudaveis (140 alelos) usados como controle, dentre eles, nenhum apresentou o
alelo mutante, o que reforca ainda mais a hipétese de que a mutacdo estd relacionada ao

fenotipo de disgenesia gonadal parcial do paciente 10 (FIGURA 38).
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Seq Normal Exon-Inton 6 ETEETETTEE GEETGGGTGH GTGEAGETEE

Paciente 10 ETEETETTEN GEETGGKTGA cTcEAcCETER

Contole 1 ETEETETTEN cEETGGGTGHE cTcEACETER

Contole2 HTEETETTER cBETGGGTGE cTcEBAcCETER
Contole 3 ETEETETTEA GEETGGGTGHE GTGEACETER
Contole 4 ETEETETTEA cEETGGGTGE GTGEAGETER
Contole 5 ETEETETTEA cEETGGGTGHE cTcEACETER
contole6 BTEETETTEN cBETcceTcE cTcEEGETER
Contole 7 ETEETETTEA GEETGGGTGHE GTGEACETER
Contole 8 ETHETETTEN GEETGGGTGHE GTGEAGCETER
contole 9 BTHETETTER cBETcccricH cicEEGETER
Contole 10 ETEETETTEN cEETcccTcHE cicHAcGETER
Controle 11 ETEETETTEN GEETGGGTGA GTGEACETEE
Controle 12 ETEETETTEN GEETGGGTGHA GTGEACETEE
Controle 13 ETEETETTEN cEBETGGGTGHE cTcEACETER
controle 14 ETEETETTEN cBETGGGTGH cicEAcCETER
Controle 15 ATEETETTEA GEETGGGTGA GTGEAGCETER
Controle 16 ETEETETTEN cEETGGGTGHE cTGEACETER
Controle 17 ETEETETTEN cBETcceTcE cicEECETER
Controle 18 ETEETETTEN cBETGGGTGA cTicEAGETEE
Controle 19 ETEETETTEA GEETGGGTGHE GTGEACETER
Controle 20 ATEHETETTEE cBETGGGTGE cTcEACETEE

FIGURA 38: Alinhamento no programa CLC sequence viewer 6.0 das sequéncias obtidas no sequenciamento
do exon-intron 6 de 20 controles saudaveis ressaltando a posi¢do da troca c.1138+1G>T. O
paciente foi o tnico que apresentou o alelo mutante. Este teste foi realizado para outros 50

controles, sendo todos homozigotos do alelo G normal.

9. Alteragao c.-156_-136ins18pb

Identificou-se a alteragc@o c.-156_-136ins18pb no paciente 11 com disgenesia gonadal

pura 46,XY, levando a uma insercdo de 18 pb no exon 1 do gene NR5AI (FUGURA 39).
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CTGEGTCCG 6CTGE CGCC CG6CCGETGEGGEGTGTGAGGGGGTTTT CTGT CGC A

T
GIIGIIIGGI lGllGlllGl IGISSKGYKR SSGSSYKYBK KSGYRYSMGS

AcTECEEANE cTEEEARETGC coETGEEGGA GEETEEEEET ccAEBEETGG

cGGTTTETGE cEABEEARAc THcEEABEcGT BEEABETGccc BTcEEGGHAGHE
RGKYKYBwWSE GYMBEVMMEBWG KssYsMBsew SBEWBEBYSSK SKREEBSsSwGSs

FIGURA 39: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do exon 1, mostrando a duplica¢do de
18 pb levando alterag@o c.-156_-136ins18pb identificada no paciente 11 DG Pura 46,XY. A)
Sequéncia normal do exon 1. B) Sequéncia mutante do exon 1, mostrando os 18 nucleotideos
que foram duplicados (caixa vermelha). C) Alinhamento da sequéncia do exon 1, na qual a
primeira linha corresponde a sequéncia normal e a segunda a sequéncia do paicente 11, as 18
bases destacadas duplicaram, alterando o cdédigo de leitura e empurrando a sequéncia toda para

a frente.

Foram realizadas andlises in silico utilizando-se o programa AliBaba2 Gene
Regultation. Através desta andlise, foi possivel averiguar que a regido onde ocorreu a
duplicacdo de 18 pb se localiza em um sitio de reconhecimento para o fator de transcrigdao
Spl, e uma vez que ocorre a duplicagdo, mais dois sitios de reconhecimento para este fator

sdo incluidos (FIGURA 40).
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FIGURA 40: Andlise in silico para alteracdo c.-156_-136ins18pb no paciente 11. A) Os 18 nucleotideos

Apesar de ser dificil afirmar que esta inser¢do estd relacionada com o fenétipo do
paciente 11 sem estudos funcionais, como discutido anteriormente, mutacdes no exon 1
podem afetar o processo de tradugdo diminuindo ou anulando a producdo protéica nos

tecidos adequados. Além disso, este paciente € um dos que apresentou o polimorfismo

g993ggaggaggaggacggacggacagggccagectgctgtecggetgecgecegecgty

pi=—
ITPh===
gpi====
521=
El===
5P1=
gtgtgagggggtttotgogcacccacagtagecacagteccacctgggotgecggagect
=C/EBPalp=
=591=
=321=
====NT-1==

gcecggetgecgeccgecgtggtgtgagggggtttetgegecacccacagtegecaccgtee

pl====

=C/EBPalp=
====3pl===

cacctgggctgecggagect

szz.—.zzSE l=====

duplicados da sequéncia normal estdo localizados em um sitio de reconhecimento para o
fator de transcricdo Spl (tridngulo verde). B) Sequéncia do paciente mutante, mostrando que

a duplicagao criou outros 2 sitios para Spl, empurrando toda a sequéncia para a frente.

p.Glil46Ala, o que pode ter contribuido para a formacgao de seu fenétipo.
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10.  Alteracoes c.-208C>A e alteragdo c.-413G>A

Duas alteragdes foram encontradas no paciente 12 com disgenesia gonadal parcial
46,XY. A primeira identificada, c.-413G>A, levou a troca de uma guanina por uma adenina

na regido 5’UTR do gene NR5A1 (FIGURA 41).

AlACA G C|G]JG G C C BR CA G C|R|G G C C

FIGURA 41: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento da regido 5°UTR, mostrando a
substituicdo em heterozigose de uma guanina por uma adenina, levando a alteracdo c.-
413G>A identificada no paciente 12 com DG Parcial 46,XY. A) Sequéncia normal da regido
5’UTR, a caixa vermelha ressalta a guanina (G) na qual ocorreu a troca. B) Sequéncia

mutante da regido 5S’UTR, mostrando a troca em heterozigose de G para A (R).

Foram realizadas andlises in silico utilizando-se o programa AliBaba2 Gene
Regultation, verificando que a alteracdo c.-413G>A se encontra em um sitio de
reconhecimento para o fator de transcri¢do Spl, e quando ocorreu a troca de nucleotideo,

este sitio foi abolido (FIGURA 42).
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====8n1
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FIGURA 42: Anilise in silico para alteracdo c.-413G>A no paciente 12. A) Guanina (G) da sequéncia
normal estd localizada em um sitio de reconhecimento para o fator de transcricdo Spl
(tridngulo verde). B) Sequéncia do paciente mutante, mostrando que a substituicdo de uma

guanina por uma adenina, fez abolir o sitio para Sp1.

Para descartar a hipétese de polimorfismo 96 controles saudaveis (192 alelos) foram

testados, e nenhum deles apresentou o alelo mutante (FIGURA 43).

y

Seq Nomal 5UTR GGGETEEEAE HcBccclETc cARBAcEEAG
Paciente 12 GGGET HAGERGGEETG G
Controle 1 GGGH BT
Controle 2 GGG
Controle 3 GGGl | Jule]
Controle 4 GGGET IGlGGGl.lG
Controle 5 GGG BT
Controle 6 GGG
Controle 7 GGGI
Controle 8 GGGET
Contole 9 GGGH
Controle 10 GGG
Controle 11 GGG
Controle 12 GGGET
Controle 13 GGGHE
Controle 14 GGG
Controle 15 GGG BTG
Controle 16 GGGET lGIGGGIIIG
Controle 17 GGG BcBcccEETG
Controle 18 GGG
Controle 19 GGG.
Controle 20 GGGETEEEAR

BcBccclETc cHEBAcEEAG

HcBccclETc GAAEBAcEEAG

FIGURA 43: Alinhamento no programa CLC sequence viewer 6.0 das sequéncias obtidas no sequenciamento
do fragmento 5S’UTR de 20 controles saudaveis ressaltando a posigdo da troca c.-413G>A. O
paciente foi o tnico que apresentou o alelo mutante. Este teste foi realizado para outros 76

controles, sendo todos homozigotos do alelo G normal.
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A segunda alteragdo encontrada no paciente 12 foi a c.-208C>A que levou a uma

troca de uma citosina por uma adenina também na regido 5’UTR do gene (FIGURA 44).

e KT € e K

€ B E e e

a C C

A
n

FIGURA 44: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento da regido 5°UTR, mostrando a

substitui¢do em heterozigose de uma citosina por uma adenina, levando a segunda alteracio
c.-208C>A identificada no paciente 12 com DG Parcial 46,XY. A) Sequéncia normal da

regido 5’UTR, a caixa vermelha ressalta a citosina (C) na qual ocorreu a troca. B) Sequéncia

mutante da regido 5S’UTR, mostrando a troca em heterozigose de C para A (M).

Para esta alteragdo as andlises in silico também foram realizadas, mostrando que a

regido onde ocorreu a troca nucleotidica, assim como na primeira, se localiza em um sitio

de reconhecimento para o fator de transcri¢do Spl. Neste caso, com a substitui¢do, o sitio

para Spl foi mantido, porém sitios para outros fatores de reconhecimento foram perdidos
(FIGURA 45).

Apesar do sitio de reconhecimento para Spl ter sido mantido, a alteracdo pode ser

considerada rara, pois através de PCR alelo-especifica, um grupo controle de 98 individuos

sauddveis (196 alelos) foi testado, e nenhum outro apresentou este alelo mutante (FIGURA
46).
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ccgcagaqccacgtgggggcagagaccaac:gggcctccggtggccccchaccagggcg
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====Ap-1==
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——Sh

FIGURA 45: Andlise in silico para alteragdo c.-208C>A no paciente 12. A) Citosina (C) da sequéncia normal

estd localizada em um sitio de reconhecimento para o fator de transcricdo Spl (tridngulo verde).
B) Sequéncia do paciente mutante, a substituicdo de uma citosina por uma adenina, mantém o

sitio para Sp1, porém perde sitios para outros fatores de reconhecimento (Egr-1 e NR-1).

Reagiio

normal
&

. g . v . .

A oy RN
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FIGURA 46: Teste de PCR alelo-especifica para a alteragdo c.-208C>A em gel de agarose 1%. No primeiro
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pogo foi colocado o marcador molecular (Ladder 1kb Plus), no segundo estd o produto da
reacdo de PCR para o paciente, e nos outros 18 estdo os controles sauddveis; como a alteracao
é em heterozigose, para a reagdo normal todos amplificaram, ja para a reacdo mutante apenas
o paciente portador do alelo mutante amplificou. Esse teste foi repetido para mais 80

controles.



O fator de transcri¢do Spl € uma proteina de ligagdo ao DNA que interage com sitios
ricos em GC, é um dos fatores mais abundantes que ativam a transcri¢do formando um
complexo com a enzima RNA polimerase II (Bucher, 1990). Spl regula a atividade de um
grande nimero de promotores e possui dois dominios de transativacdo que sdo importantes
para a atividade de transcricdo, superativacdo e acdo sinérgica de outras moléculas de Spl
ou outros fatores de transcri¢do (Pascal & Tjian, 1991). Por esta razdo, uma mutag¢do neste

sitio de transcri¢do pode afetar a tradug¢do da proteina normal.

O paciente 12 apresentou 2 alteragdes na regido 5’UTR, e apesar de apenas uma delas
abolir o sitio para Spl, ambas se encontram na regido promotora do gene, podendo assim,

estar diretamente relacionada ao fenétipo de disgenesia gonadal parcial do individuo.

11. Alteragao c.-762C>T

Identificou-se a alteracdo c.-762C>T em heterozigose no paciente 13 com DDS

46,XY, levando a uma substituicdo de uma citosina por uma timina na regido 5’UTR do
gene (FIGURA 47).

BCCACGTGGC

I|' II|I ||" I'lI
lI |I | |I
v | 1 L ,‘II |I

FIGURA 47: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento da regido 5’UTR, mostrando a

substituicdo em heterozigose de uma citosina por uma timina, levando a alteracdo c.-762C>T
identificada no paciente 13 com DDS 46,XY. A) Sequéncia normal da regido 5’UTR, a caixa

vermelha ressalta a citosina (C) na qual ocorreu a troca. B) Sequéncia mutante da regido

5’UTR, mostrando a troca em heterozigose de C para T (Y).
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As andlises in silico foram realizadas para a mutacdo c.-762C>T, mostrando que a
citosina que sofreu alteracdo, assim como nos outros casos, também se localiza em um sitio
de reconhecimento para o fator de transcricdo Spl. Com a substituicdo por uma timina, o
sitio para Spl foi mantido, porém outro sitio para fator de reconhecimento foi perdido

(FIGURA 48).

gcagcccacagcagatgaggacattcagaggeccacegtggecatgecacgecaccaggrgtcece

FIGURA 48: Analise in silico para alteragdo c.-762C>T no paciente 13. A) Citosina (C) da sequéncia normal
estd localizada em um sitio de reconhecimento para o fator de transcricdio Spl (tridingulo
verde). B) Sequéncia do paciente mutante, a substituicdo de uma citosina por uma timina,

mantém o sitio para Sp1l, porém perde para fator de reconhecimento NF-muE1.

Para descartar a possibilidade de polimorfismo, foram sequenciados 96 controles
sauddveis (192 alelos), mostrando que nenhum outro apresentou o alelo mutante (FIGURA
49), demonstrando que o paciente possui alelo raro. Por se tratar de uma alteracio na regiao
promotora do gene, uma proteina truncada pode ter se formado, explicando o fenétipo de

DDS no paciente 13.
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Seq Nomal 5'UTR
Paciente 13
Controle 1
Controle 2
Controle 3
Controle 4
Controle 5
Controle 6
Controle 7
Controle 8
Controle 9
Controle 10
Controle 11
Controle 12
Controle 13
Controle 14
Controle 15
Controle 16
Controle 17
Controle 18
Controle 19
Controle 20

TGAGGABATT
TGHGGHBATT
TGAGGHBATT
TGAGGHABATT
TGAGGABATT
TGHGGABATT
TGAGGHBATT
TGAGGHABATT
TGAGGABATT
TGHGGHABATT
TcHEGGHABATT
TGAGGABATT
TGAGGHABATT
TGAGGHABATT
TcAGGABATT
TGAGGABATT
TGAGGABATT
TGAGGABATT
TGAGGHBATT
TGAGGHABATT
TGAGGABATT
TGAGGHEBATT

BAcEccEEAR
BAcAccEEAE
BAcAccREAR
BAcGAGGEEAE
BAcGAGGEEAR
BAcAcGEEAR
BAcAccEEAR
BAcGAGGEEBAR
BAcAccEBAR
BAcAccEEAE
BAcAcGEEAR
BAcGAGGEBAE
BAcAccEEAER
BAcAccEEAE
BAcAccEEAE
BAcAcGEEAR
BAcGAGGEBAR
BAcAcGHEEAR
BAcAccEEAR
BAGAGGEEAE
BAcAGGEEAR
BAcAccEEAR

|

BcTcGEATGE
YyGTcGHATGEH
BcTccEATGE
BcTcGEATGE
BcTccEATGHE
BcTccBATGHE
BcTccEATGE
BcTcGEATGE
@cTccBATGE
BcTccEATGE
BcTcclATGE
BcTcGEATGE
@cTccBATGE
BcTccEATGE
BcTccEATGE
BcTGGEATGE
@cTccBATGE
BcTccBATGE
BcTccEATGE
BcTcGEATGE
BcTcGcBATGE
BcTccEATGE

FIGURA 49: Alinhamento no programa CLC sequence viewer 6.0 das sequéncias obtidas no sequenciamento
do fragmento 5’UTR de 20 controles saudaveis ressaltando a posicdo da troca c.-762C>T. O
paciente foi o tnico que apresentou o alelo mutante. Este teste foi realizado para outros 76

controles, sendo todos homozigotos do alelo C normal.

12.  Alteragao c.*1286C>T

Identificou-se a alteragdo c.*1286C>T em heterozigose no paciente 14 com DDS
46,XY na regidao 3’UTR do gene NR5AI. Trata-se da troca de uma citosina por uma timina
na posicao 2870 (1286 nucleotideos a partir do stop codon). A familia do paciente também

foi estudada, (irmao, made e pai) e apenas o pai apresentou a mesma alteracdo (FIGURA
50).

81



Mie

Pai

TG TC

G F € € ¢

Paciente

T G " €

G A e g E

TiE T TG e ¢ .
Irmao
T G F El€E ) T € € €

FIGURA 50: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento da regido 3’UTR, mostrando a
substituicdo em heterozigose de uma citosina por uma timina, levando a alteracdo
¢.*1286C>T identificada no paciente 14 com DDS 46,XY. A caixa vermelha ressalta a

citosina (C) que sofreu a troca pela timina (Y). A alteracdo foi herdada do pai e o irmdo nao

apresentou o alelo mutante.

Para descartar a possibilidade de polimorfismo, foram sequenciados 90 controles

sauddveis (180 alelos), mostrando que nenhum outro apresentou o alelo mutante (FIGURA

51).
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Seq Nomal 3'UTR
Paciente 14
Controle 1
Controle 2
Controle 3
Controle 4
Controle 5
Controle 6
Controle 7
Controle 8
Controle 9
Controle 10
Controle 11
Controle 12
Controle 13
Controle 14
Controle 15
Controle 16
Controle 17
Controle 18
Controle 19
Controle 20

GTETEETGTH
GTETEETGTH
GTETEETGTE
GTETEETGTH
GTETEETGTE
cTETEETGTE
GTETEETGTE
GTETEETGTE
GTETEETGTH
cTETEETGTH
GTETEETGTE
GTETEETGTE
GTETEETGTRE
GTETEETGTH
GTETEETGTRE
GTETEETGTE
GTETEETGTE
GTETEETGTH
GTETEETGTE
GTETEETGTH
cTETEETGTH
GTETEETGTH

BBBGGEGGGG
BBBcGcBGGGG
BEBGGEGGGG
BBBcGHBGGGG
BBBcGlBGGGG
BBBcclBGGGG
BBBGGEGGGG
BBBGcGEGGGG
BBBcclBGGGG
BBBccBGGGG
BEBGGEGGGG
BBBcGlGGGG
BBBcGEBGGGG
BBBcGcBGGGG
BBBGGEGGGG
BBBcGEGGGG
BBBcGlBGGGG
BBBcclBGcGGe
BEBBGGEGGGG
BBBcGlGGGG
BBBcclBGcGGe
BBBccBGGGe

TcEETGETGT
TcBETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcBETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcEBTGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcBETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcEETGETGT
TcBETGETGT
TcBBTGcETGT

BEcTEERGET
BycTEEEGET
EEcTEEEGET
E8cTEEECET
BEcTEEEGET
BEcTEEEGET
EEcTEEEGET
BEcTEEEcCET
BBcTEBEGET
BBcTEEEGET
gBEcTEEECET
BEcTEEEGET
BBcTEREGET
BEcTEEEGET
BEcTEEEGET
BEcTEEECET
BBcTEREGET
BEcTEEEGET
EEcTEEEcCET
BEcTEEEcET
BEcTEBEGET
BEEcTEEEGET

FIGURA 51: Alinhamento no programa CLC sequence viewer 6.0 das sequéncias obtidas no sequenciamento

do fragmento 3’UTR de 20 controles saudaveis ressaltando a posi¢do da troca c.*1286C>T.

O paciente foi o Unico que apresentou o alelo mutante. Este teste foi realizado para outros 70

controles, sendo todos homozigotos do alelo C normal.

Como o pai do paciente 14 também carrega a mutacdo e nao apresenta um quadro

clinico de DDS, fica dificil afirmar que apenas esta alteragcdo esteja acarretando o fendtipo
do individuo. Maiores estudos em busca da identificacdo de possiveis motivos reguladores
na regido, ou se esta alteracdo leva a algum prejuizo na estabilizacdo do mRNA, poderiam

esclarecer melhor a causa deste fenétipo.
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13.  Polimorfismo p.Glil46Ala

A substituicdo de uma glicina por uma alanina no residuo 146 (p.Glil46Ala) foi
identificada em 31 dos 86 pacientes analisados. Ela se origina na troca nucleotidica de uma
guanina por uma citosina no exon 4 (FIGURA 52). Por ser bastante comum, principalmente
em Africanos e Asidticos, tem sido considerado um polimorfismo (rs1110061), porém, com
base no trabalho de WuQiang er al. (2003), verifica-se que esta alteracdo prejudica a
capacidade de transativagdo da proteina, podendo também estar relacionado com uma
maior susceptibilidade a doencas adrenais. Desta forma ndo pode ser considerada
completamente neutra, e pode inclusive de alguma forma contribuir para o fenétipo nos

pacientes aqui estudados.

A|C A TG C CTG| B[C & TG|S[G C CTG

FIGURA 52: Parte dos eletroferogramas obtidos no sequenciamento do exon 4, mostrando a substitui¢do em
heterozigose de uma guanina por uma citosina, levando a alteracdo p.Glil46Ala identificada em
31 dos 86 pacientes estudados. A) Sequéncia normal do exon 4, a caixa vermelha ressalta a
guanina (G) na qual ocorreu a troca. B) Sequéncia mutante do exon 4, mostrando a troca em

heterozigose de G para C (S).
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14.  Polimorfismos encontrados neste trabalho

No sequenciamento do gene NR5AI, alguns polimorfismos ji descritos na literatura
foram identificados nos pacientes estudados. A defini¢do de polimorfismo difere de
mutacdo, apenas na frequéncia alélica em que aparece (acima de 1% na populagdo é
considerado polimorfismo), e apesar de nem sempre estar claro quais s@o os efeitos que os
SNPs tém sobre a proteina formada, eles ndo devem ser descartados, uma vez que podem

ser marcadores de suscetibilidade, contribuindo para o fen6tipo apresentado no individuo.

Neste estudo a maioria dos polimorfismos se encontram na regido intronica ou nao
traduzida 3’UTR (TABELA 3), e o que tem maior relato na literatura ¢ o p.Glil46Ala

(descrito anteriormente).
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TABELA 3: SNPs encontrados no estudo do gene NR5A1 em um total de 86 pacientes.

Polimorfismos | Localizacio | Frequéncia do alelo Gendtipo dos pacientes Frequéncia do alelo
(SNPs) no gene na populagio* (total = 86) nos pacientes
rs113048364 (G/A) 5’UTR 1% A, 99% G 84 (G/G), 2 (A/G), 0 (A/A) 1% A, 99% G
1s76437757 (C/T) Intron 1 1% T, 99% C 85 (C/C), 1 (T/C), 0 (T/T) 1% T, 99% C
rs115601896 (G/T) Intron 3 6% T, 94% G 80 (G/G), 6 (T/T), 0 (G/T) 7% T, 93% G
15116775530 (G/A) | _Intron 3 1% A, 9% G 85 (G/G), 1 (A/A), 0 (G/A) 1% A, 99% G
rs1889311 (C/T) Intron 3 6% T, 94% C 81 (C/C), 4 (C/T), 1 (T/T) 3% T, 97% C
rs1110062 (G/A) Exon 4 8% A, 92% G 74 (G/G), 12 (G/A), 0 (A/A) 7% A, 93% G
rs113506523 (C/T) Exon 4 1% T, 99% C 84 (C/C), 2 (C/T), 0 (T/T) 1% T, 99% C
1s2297605 (C/T) Intron 4 42% T, 58% C 18 (C/C), 46 (C/T), 22 (T/T) 47% C,52% T
rs7037254 (G/A) Intron 6 37% A, 63% G 36 (G/G), 32 (G/A), 18 (A/A) 40% A, 60% G
15900617 (G/-) 3’UTR 38% G, 62% - 35 (-/-), 36 (G/-), 15 (G/G) 38% G, 62% -
rs7875999 (A/G) 3’UTR 2% G, 98% A 75 (A/A), 10 (G/A), 1 (G/G) 7% G, 93% A
15189362221 (C/A) | 3°UTR 0% A, 100% C 85 (C/C), 1 (C/A), 0 (A/A) 1% A, 99% C
rs10120967 (C/T) 3’UTR 36% C, 64% T 13 (C/C), 38 (C/T), 35 (T/T) 37% C, 63% T
rs10283445 (T/C) 3’UTR 38% T, 62% C 36 (C/C), 28 (C/T), 22 (T/T) 42% T, 58% C
rs200238202 (-/A) 3’UTR 6% A, 94% - 82 (-/-), 4 (A/-), 0 (A/A) 3% A, 97% -
15201696716 (-/C) | 3°UTR 8% C, 92% - 83 (4-), 3 (C/-), 0 (C/C) 2% C, 98% -
1510986354 (G/A) | 3’UTR 2% A, 98% G 84 (G/G), 2 (G/A), 0 (A/A) 1% A, 99% G

*Dados obtidos através do site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
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Observando a tabela, é possivel perceber que as frequéncias alélicas deste trabalho
estdo de acordo com as encontradas na populagdo em geral, algumas variam um pouco na

porcentagem, porém no banco de dados este valor também varia dentre as populagdes.

Para os SNPs encontrados, foi utilizado a da lei do equilibrio de Hardy e Weinberg,

para verificar se as frequéncias alélicas estdo dentro ou ndo da normalidade.

A lei do equilibrio de Hardy e Weinberg, parte do pressuposto que nenhuma forca
evolutiva (mutagdo, selecdo natural, migracdo, deriva genética) estd agindo na populacdo
estudada, e por esta razdo as frequéncias alélicas e genotipicas permanecem constantes,
como se a populacdo estivesse em estado de inércia evolutiva. Obviamente, nenhuma
populacdo humana obedece todas essas premissas necessdrias para estar em equilibrio,
porém esta lei permite estabelecer um modelo de comportamento para os genes,
comparando as frequéncias observadas ao longo das geracdes com as esperadas. A partir
deste calculo, se a populacdo estiver em equilibrio de Hardy e Weinberg espera-se que as
frequéncias alélicas e genotipicas permanecam constantes ao longo das geracoes; porém, se
o valor observado for diferente do esperado, pode-se prever que casamentos consanguineos

ou algum outro fator evolutivo estd agindo nesta populacio (Beiguelman, 2008).

Através do programa OEGE (Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology studies)

acessado no site http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml, os calculos necessarios

foram realizados.

Com excecdo dos SNPs rs1889311, rs7037254, rs7875999 e rs10283445 (TABELA
4), todos os outros se encontram em equilibrio de Hardy e Weinberg. Para os que ndo se

enquadraram nesta lei, considera-se:

e Para os SNPs rs1889311 e rs7875999, o que pode estar levando ao
desequilibrio de Hardy e Weinberg é a presenca elevada do alelo raro na

populacdo quando comparado ao niimero esperado;

e Nos SNPs rs7037254 e rs10283445, além do alelo raro também estar
abundante, na populacdo observada tem menos nimeros de heterozigotos do
que o esperado, e esta diferenca faz com que o valor do qui-quadrado fique

muito alto, levando ao desequilibrio;
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e Na populacdo poderia estar ocorrendo um alto nivel de casamentos
consanguineos, o que ndo parece ser o caso, pois ndo hd registro de

casamentos consanguineos na casuistica aqui considerada;

e A amostra de pacientes € muito pequena, e um grupo maior de alelos deveria

ser analisado para confirmar estes valores.

Para os outros SNPs, as frequéncias encontradas estdo dentro da normalidade.

TABELA 4: Numeros dos genétipos observados e esperados para os polimorfismos que se apresentaram em

desequilibrio para lei de Hardy e Weinberg.

POLIMORFISMOS GENOTIPOS OBSERVADO ESPERADO
C/C 81 80,1
rs1889311 C/T 4 5,79
T/T 1 0,1
G/G 36 31,44
rs7037254 G/A 32 41,12
A/A 18 13,44
A/A 75 74,42
rs7875999 G/A 10 11,16
G/G 1 0,42
C/C 36 29,07
rs10283445 C/T 28 41,86
T/T 22 15,07
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15.  Correlagao fenotipo-gendtipo

A correlacdo dos fen6tipos com as mutagdes aqui encontradas se encontram na tabela

abaixo (TABELA 5):

TABELA 5: Numeros de mutagdes encontradas entre 86 pacientes estudados. A frequéncia calculada mostra

a porcentagem de pacientes com um determinado diagndstico que apresentaram mutacao.

Diagnéstico Niimero de Numero de Frequéncia
individuos (n) mutacoes
DG Parcial 46, XY 18 4 22%
DG Pura 46,XY 7 1 14%
DDS 46,XY Idiopéticos 41 9 22%
Outros 20 0 0%

Dessa maneira foi possivel identificar que 14% dos pacientes com DG Pura 46,XY,
22% com DG Parcial 46,XY e 22% com DDS 46,XY idiopaticos, apresentaram mutacao
(FIGURA 53).

DG Parcial 46,XY DG Pura 46,XY DDS 46,XY
idiopatico

B Commutacdo M Sem mutagao B Commutagdo MSem mutagao B Commutacdo MSem mutagdo

FIGURA 53: Graficos mostrando a porcentagem de pacientes que apresentaram mutacio dentro de cada um

dos diagnésticos.
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Nos relatos sobre triagem de mutacdes no gene NR5AI nas diversas formas de DDS
existentes na literatura € também possivel se verificar uma variacdo significativa de
frequéncia de mutacdes nas diferentes condi¢des clinicas. Camats et al. (2012), por
exemplo, encontraram 12 mutacdes numa triagem que incluia 102 pacientes com DDS
46,XY, DDS 47,XYY, anorquia e POF; dos 96 pacientes com DDS 46,XY, 8 deles
apresentaram mutacdo, resultando numa frequéncia de mutacdes de 8,4%. Allali et al.
(2011), estudaram 77 pacientes, sendo 11 de disgenesia gonadal e 66 de DDS 46,XY; nos
pacientes de disgenesia gonadal, nenhuma mutacdo no gene NR5AI foi encontrada,
enquanto que nos 66 de DDS 46,XY, 5 mutacdes foram identificadas, representando 7,6%
dos casos. Philibert et al. (2010), relataram 5 novas mutacdes em 15 pacientes com DDS
46,XY, indicando uma frequéncia de 33% de pacientes com mutacdo. Kohler ef al. (2008),
estudaram 27 pacientes com DDS 46,XY, incluindo casos de disgenesia gonadal leve e
severa; 5 mutacdes entre os 27 pacientes foram identificadas, representando 18,5% dos

Casos.

Como € possivel observar através desses relatos, na maioria dos casos a frequéncia
maior de mutacdes é observada em casos de pacientes com DDS 46,XY; no presente estudo
0s grupos que apresentou uma frequéncia de mutacdo mais alta também foi o de DDS
46,XY com 22%, porém com uma variagdo muito pequena entre o grupo dos distirbios da
diferenciacao gonadal (DG Parcial 46,XY e DG Pura 46,XY) representando 20% do casos,
dos. Dessa forma, pode-se concluir que a busca de mutacdes no gene NR5AI dentro de
ambos os quadros clinicos estd indicada, uma vez que coincidem com os resultados de
outros estudos. A andlise molecular de um nimero maior de pacientes com DDS 46,XY e
DG Parcial 46,XY, provavelmente indicard a freqii€ncia mais alta em casos de DDS 46,XY

idiopéticos, confirmando a importancia do estudo do gene NR5A I nesses casos.

90



CONCLUSOES



92



Através da andlise molecular do gene NR5A1 em 106 pacientes com disturbios da

diferenciacdo do sexo, algumas consideragdes podem ser feitas:

e Doze alteracdes foram identificadas pela primeira vez neste trabalho, sendo sete na
regido codificante (p.Ser32Asn, p.Arg39Cis, p.Lis38%*, p.Cis65Tir, p.L8OWTLs*8§,
p.Cis247*, and p.Asp364Trefs*18), uma em sitio de splicing (c.1138+1G>T), duas
no exon 1 nao-codificante (c.-133G>A e c.-156_-136ins18pb), trés alteragdes na
regido 5’UTR (c.-413G>A, ¢.-208C>A, e ¢.-762C>T) e uma alteracdo na regido
3’UTR (c.*1286C>T);

e O polimorfismo p.Gli146Ala, descrito por WuQiang et al. em 2003, foi identificado
em 31 dos 106 pacientes analisados. Esta alteracdo prejudica a capacidade de
transativagdo da proteina, podendo estar relacionado com uma maior
susceptibilidade a doencas adrenais. Quatro pacientes que apresentaram mutacao (4,

5, 8 e 11) também eram heterozigotos para esse polimorfismo;

e Qutros 19 SNPs ja descritos foram identificados nos pacientes; com excecdo de
cinco deles (rs1889311, rs7037254, rs7875999 e rs10283445), todos os outros de

encontram em equilibrio de Hardy e Weinberg;

e Mutagdes foram identificadas em 20% dos casos dos distirbios da diferenciacio

gonadal e 22% dos casos de DDS 46,XY Idiopaticos;

e Andlise do gene NR5AI estd indicada em casos de distirbios da diferenciacio

gonadal 46,XY e DDS 46,XY idiopaticos.
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ANEXO 1

QUADRO CLINICO A GRAU DE ~
PACIENTE SUGESTIVO GONADAS VIRILIZACAO OBSERVACOES
Investigacdo molecular para o gene
1 DDS 46,XY idiopético | Palpédveis em sali€ncias labioescrotais. Prader III RA e da 5-alfa redutase tipo 2 foram
normais. Irmao dos pacientes 2 e 3.
Investigacdo molecular para o gene
2 DDS 46,XY idiopético | Palpdveis em sali€éncias labioescrotais Prader III- IV RA e da 5-alfa redutase tipo 2 foram
normais. Irmao dos pacientes 1 e 3.
Palpdveis em terco superior do canal Investigacdo molecular para o gene
1 . vel uperi i
3 DDS 46,XY idiopético i lll)inal ¢ P Prader II-111 RA e da 5-alfa redutase tipo 2 foram
£ ' normais. Irmao dos pacientes 1 e 2.
Palpévei 1 inguinal bil 1
4 DG PARCIAL 46.XY etpavels no canal inguinal bilatera Prader III )
médio.
Testiculo direito na regido inguinal. Investigagdo molecular para o gene
5 DDS 46,XY idiopatico Prader V RA e da 5-alfa redutase tipo 2 foram
GE: Palpavel no canal inguinal. normais
Investigacdo molecular para o gene
6 DDS 46,XY idiopdtico | Nao palpaveis. Dado ndo obtido | RA e da 5-alfa redutase tipo 2 foram

normais.

111




D E: liéncia 14bi 1
7 DG PARCIAL 46.xy | 6P ¢ GE: saliéncia ldbioescrota Prader II ;
(testiculos disgenéticos).
GE: Palpével em saliéncia
labioescrotal. Investigacdo molecular para o gene
8 DDS 46,XY idiopatico Dado ndo obtido | RA e da 5-alfa redutase tipo 2 foram
Testiculo direito de volume diminuido normais
na regido inguinal.
Investigacdo molecular para o gene
9 DDS 46,XY idiopatico | Palpdveis nas saliéncias labioescrotais. Prader III-IV RA e da 5-alfa redutase tipo 2 foram
normais.
10 DG PARCIAL 46,XY | Nao palpdveis. Prader IV -
11 DG PURA 46, XY Palpével em regido inguinal direita. Dado néo obtido -
D E: liéncia 14bi tal
12 DG PARCIAL 46, Xy | 0P ¢ GF: saliéncia ldbioescrota Prader IIT ;
(testiculos disgenéticos).
Investigacdo molecular para o gene
13 DDS 46,XY idiopatico | Palpavel em saliéncia ldbioescrotal. Prader 11 RA e da 5-alfa redutase tipo 2 foram
normais.
14 DDS 46,XY idiopatico | Testiculos na bolsa apds orquidopexia. Dado nao obtido | Pais consanguineos

QUADRO 1: Clinica dos pacientes nos quais foram encontradas mutagdes no gene NR5AI. Sendo DG = disgenesia gonadal, DDS = distiirbio da

diferenciacdo do sexo, GD = gdnada direita; GE = gdnada esquerda; RA = receptor de andrégeno.
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I - IDENTIFICACAO:
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DETERMINACAO E DIFERENCIACAO DO SEXO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Gil Guerra Junior
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O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP tomou
ciéncia e aprovou o adendo que inclui o projeto “ANALISE MOLECULAR DO GENE
NR5A1 EM PACIENTES 46,XY COM DISTURBIOS DA DIFERENCIACAO DO
SEXO0”, com dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Com a finalidade
de mestrado da aluna Helena Campos Fabbri, referente ao protocolo de pesquisa
supracitado.
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