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RESUMO

A Sindrome Linfedema-Distiquiase (LDS) se caracteriza por distarbios do
desenvolvimento do sistema linfatico, que causam edema em diversas regides do corpo,
e distiquiase, ou seja, o nascimento de fileiras extra de cilios oculares junto a glandula
Meibomiana ou na palpebra superior. Também podem surgir fenda palatina,
malformagdes congénitas cardiacas e oculares. A doenca ¢ monogénica, com um padrao
de heranga autossomica dominante, causada por mutagdes no gene Forkhead Box Protein
C2 (FOXC2). No presente estudo, foi feita a triagem de mutacdes no gene FOXC2 em
membros afetados (crianga, mae e tia materna) de uma familia com diagnostico clinico
de LDS. Essa triagem foi feita através de sequenciamento Sanger de amplicons cobrindo
upstrem, 5’-UTR, regido codante e parte da 3’-UTR. Além disto, os amplicons cobrindo
a regido upstrem e downstream foram clonados TOPO TA Cloning Kit e sequenciados.
Nenhuma mutagdo foi identificada na regido codificadora da proteina. Duas mutagdes
foram observadas, uma no promotor e a outra na 5’-UTR do gene. Uma delas ¢ um
polimorfismo (rs34221221), que causa uma substitui¢cao de uma citosina por uma timina
na posicdo -512 (NM_005251.3(FOXC2):c.-512C>T). Esta mutacdo se localiza no
promotor e afeta um nucleotideo quatro posicdes acima do sitio de inicio da transcrigao.
Na literatura, ja foi demonstrado experimentalmente que ela aumenta a expressao tanto
do RNAm quanto da proteina em pacientes com (LDS). A segunda mutagdo
(NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T) foi identificada pela primeira vez neste estudo.
Através do sequenciamento de produtos de PCR clonados, foi possivel identificar que
estas mutacoes se encontram em frans. Como ambas se encontram upstrem ao inicio da
traducdo, buscamos identificar o promotor de FOXC?2, que ainda ndo havia sido descrito
na literatura ou em bases de dados. Usando G2.Promoter, foi possivel identificar um
promotor atipico, com 1101 pares de bases, que se estende 1000 bp acima do sitio de
inicio da transcricdo e invade a 5’-UTR. Elementos tipicos de promotor (TATA-box,
CAAT-box) nao foram identificados, mas um GC-box, presente no alelo selvagem ¢
abolido pela mutagdo NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T. Também foi previsto, que esta
muta¢do abole um G-quadruplex, mas o escore deste, embora alto, ndo ultrapassa o limiar
estabelecido pelo programa usado (G4Hunter). Esta mutacdo também abole o sitio de
reconhecimento de outros fatores de transcricdo (ETVS, ZNF638, TFAP2A e nGRE) e
cria um sitio (ETV4). Este conjunto de modificagdes sugere que esta mutacdo seja
patogénica, embora com base nos dados que dispomos até o0 momento, ndo seja possivel
responder se ha aumento ou diminuicao da expressao de FOXC?2. Estas mutacdes afetam
também o intron de FOXC2-4S1, mas ndo identificamos evidéncia especifica de impacto
funcional para este transcrito. Os achados deste estudo reforcam a necessidade de se
incluir as regides upstrem e downstream dos genes nos estudos de triagem de mutacdes
em disturbios monogénicos.

Palavras-chave: Sindrome Linfedema-Distiquiase, Linfedema, Distiquiase, FOXC2,

mutagao



ABSTRACT

The Lymphedema-Distichiasis Syndrome (LDS) is a developmental disorder of the
lymphatic system, which causes edema in several regions of the body and distichiasis,
that is, the birth of extra rows of eyelashes originated from the Meibomian gland or in the
upper eyelid. Cleft palate, congenital heart and eye malformations may also appear. The
disease is monogenic, with an autosomal dominant inheritance pattern, caused by a
mutation in the Forkhead Box Protein C2 (FOXC?2) gene. In the present study, screening
for mutations in the FOXC2 gene was performed in affected members of a family (child,
mother and maternal aunt) with a clinical diagnosis of LDS. Mutation screening was done
using the Sanger sequencing of PCR amplicons representing the upstrem region, the 5'-
UTR, coding region, and part of the 3'-UTR. In addition, the amplicons covering upstrem
and downstream of the coding region of the gene were cloned using TOPO TA Cloning
Kit and sequenced. No mutations were found in the protein coding region. However, two
mutations were observed, one in the promoter and another in the 5'-UTR gene, by
sequencing cloned PCR products, these mutations were detected to be in trans. The first
one is a previously described polymorphism (rs34221221), which causes a cytosine to
thymine substitution at position -512 (NM_005251.3(FOXC2):c.-512C>T). This
mutation is located in the promoter and affects a nucleotide four positions upstrem the
transcription start site. In the literature, it has already been shown experimentally that this
mutation increases the expression of both mRNA and protein in patients with LDS. The
second mutation (NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T) was identified for the first time in
this study. As both of these mutations map upstrem to FOXC2 coding region, the first
effort was to identify FOXC?2 promoter, which has not been described in the literature or
included in any databases. Using G2.Promoter, it was possible to identify an atypical
promoter, with 1101 base pairs, which extends 1000 bp upstrem the transcription start
site and downstream in the 5'-UTR. Typical promoter elements (TATA box, CAAT box)
were not detected, but a GC box was abolished by the NM_005251.3(FOXC2):¢.-150C>T
mutation. It was also predicted that this mutation abolished a G-quadruplex, whose score,
although high, does not exceed the threshold established by the program used (G4Hunter).
This mutation also abolishes the binding sites of some transcription factors (ETVS,
ZNF638, TFAP2A, and nGRE) and creates a new one (ETV4). This set of changes
suggests that (NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T) is a pathogenic mutation, although
based on the data that is available so far, it will not be possible to assess if there is an
increase or change in FOXC2 expression. These mutations also affect the FOXC2-4S1
intron, but we were not able to identify specific evidence of functional impact for this
transcript. The findings of this study reinforce the necessity to include upstrem and
downstream regions of genes in mutation screening studies in monogenic disorders.

Key-words - Lymphedema-Distichiasis Syndrome, Lymphedema, Distichiasis, FOXC2,
mutation
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1. INTRODUCAO

A Sindrome linfedema-distiquiase (SLD) ¢ a combinagdo de dois achados raros. A
seguir, vamos descrever cada um deles separadamente e depois passamos a descri¢ao da

Sindrome.

1.1.Linfedema

Linfedema ¢ o edema resultante de falhas ou sobrecarga funcional do sistema
linfatico. O transporte capilar fica prejudicado, acarretando um volume de linfa excedente
a capacidade de reabsorc¢do e, por fim, levando a uma retencao de liquido, no local, e

inchago dos tecidos (Fig. 1) (ERICKSON et al., 2001; KOCAK; OVERGAARD, 2000).

O linfedema pode ser classificado quanto ao tempo de duracdo, agudo ou cronico,
e a origem, primario ou secundario. Quando agudo, dura cerca de trés a seis meses e
geralmente ¢ limitado; sendo cronico, apresenta alteragdes cutaneas perceptiveis e dura
no minimo trés meses. O primario pode ser ocasionado pela auséncia congénita ou
anormalidade do tecido linfatico, enquanto o secundario ocorre devido a uma obstrugdo
ou interrupcao do sistema causado por infec¢do, tumores, cirurgia ou radiagdo (KOCAK;

OVERGAARD, 2000; MARCKS, 1997).

O linfedema primario ¢ o edema, que ocorre devido a uma falha na drenagem
linfatica e surge de uma anormalidade intrinseca do sistema linfaitico (MORTIMER,
1995). Assume-se as vias linfaticas como congenitamente anormais, mesmo que ele nao
tenha aparecido antes na vida. Cerca de 35% de todos os pacientes com linfedema
primario tem um historico familiar positivo (DALE, 1985). Aparecendo logo apo6s o
nascimento, ¢ chamado de Doenga de Milroy, porém pode aparecer posteriormente, em
geral depois da puberdade, sendo, entdo, chamado de Doenga de Meige, que corresponde
a cerca de 80% dos casos. Acredita-se, que isso seja devido a obliteragdo progressiva do

sistema linfatico periférico (MANGION et al., 1999).
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Figura 1 - Linfedema dos membros inferiores e superiores em esquema

Legenda: A figura mostra membros com dimensdes normais a esquerda e a direita, como
os membros sao modificados pela Sindrome Linfedema-Distiquiase.
FONTE: http://clinicahomeostase.com.br/blog/o-que-e-linfedema-e-quais-0s-seus-riscos

1.2.Distiquiase

Distiquiase ¢ uma rara anomalia, em sua maioria congénita, caracterizada por uma
fileira extra de cilios, parcial ou completa, que se origina nos orificios da glandula
Meibomiana (Fig. 2). Nessa condicdo, as unidades pilossebaceas embriondrias
diferenciam-se em foliculos pilosos, ao invés de se diferenciarem em glandulas
meibomianas. Devido a localizagdo posterior da glandula, os cilios anormais podem
crescer voltados para dentro dos olhos, causando irritagdo ocular e danos a cornea.
Algumas complica¢des oculares dessa anomalia incluem fotofobia, irritagdo da cornea,
ulceragdo da coérnea e ectropio parcial (BARTLEY; JACKSON, 1989; CHOO, 2002;
O’DONNELL; COLLIN, 1993; SAMLASKA, 2002).

A distiquiase também pode ser observada como uma desordem adquirida,
ocorrendo a partir de irritagdo ou inflamagdo cronica da margem da palpebra, tal como
em blefarite, disfuncao da glandula meibomiana, sindrome de Stevens-Johnson, cirurgia
e trauma (FOX, 1962; CHOO, 2002; SAMLASKA, 2002). De modo geral, distiquiase
ocorre de forma isolada, entretanto, algumas associacdes sao bem estabelecidas, como,

por exemplo, a Sindrome de Linfedema-Distiquiase (BARTLEY; JACKSON, 1989).


http://clinicahomeostase.com.br/blog/o-que-e-linfedema-e-quais-os-seus-riscos/
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Figura 2 - Fendtipo da distiquiase em esquema

OLHO NORMAL DISTIQUIASE

Legenda: Na figura a esquerda, ¢ apresentado um olho normal e a direita, um com
distiquiase. Ambos, contendo uma seta indicando a glandula Meibomiana, que a direita
se desenvolveu em foliculo piloso.

FONTE: https://jornaloguri.wordpress.com/materias/problemas-de-palpebras-
distiquiase-e-pelos-ectopicos/

1.3.Sindrome Linfedema-Distiquiase

Sindrome Linfedema-Distiquiase (LDS) ¢ uma desordem autossémica dominante,
caracterizada por linfedema dos membros (Fig.3), com idade de inicio varidvel, e uma
fileira extra de cilios nascendo da glandula Meibomiana (Fig.4) (ERICKSON et al.,
2001). Essa combinagao de linfedema e distiquiase foi primeiramente descrita por Neel e
Schull, em 1954, e por Falls e Kertesz, em 1964 (revisto por FANG et al., 2000). Apos
isso, outros relatos surgiram associando outras complicagdes a essa sindrome como
problemas cardiacos, fenda palatina e cisto extradural (CORBETT et al. 1982;
ROBINOW et al. 1970; SCHWARTZ et al. 1980). Além da distiquiase, sao relatados
também outros problemas oculares como fotofobia, ptose palpebral, catarata congénita,
exotropia e entropio congénito (ERICKSON et al., 2001). Recentemente, pesquisadores
reportaram outras complicagdes associadas a sindrome. Em 2016, Papoff e colaboradores
relataram duas irmas com LDS confirmadas por uma muta¢do no gene FOXC2 que
apresentaram, ao nascimento, obstrucao grave das vias aéreas relacionada a sequéncia de

Robin (PAPOFF et al., 2016). No ano seguinte, Jones e colaboradores apresentaram duas


https://jornaloguri.wordpress.com/materias/problemas-de-palpebras-distiquiase-e-pelos-ectopicos/
https://jornaloguri.wordpress.com/materias/problemas-de-palpebras-distiquiase-e-pelos-ectopicos/
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familias com LDS, ndo aparentadas. Na primeira familia, cinco individuos afetados da
geracdo mais nova tinham anomalias congénitas renais e, na segunda familia, o probando

e seu filho também tinham anomalias renais congénitas (JONES et al., 2017).

Figura 3 - Linfedema em um dos membros inferiores

Legenda: Linfedema no membro inferior esquerdo. O membro inferior direito tem
dimensdes normais, apresentando, entretanto, sobreposicdo do quinto sobre o quarto
artelho.

FONTE: http://m.eldiario.net/?n=6&a=2015&m=10&d=01



http://m.eldiario.net/?n=6&a=2015&m=10&d=01
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Figura 4 - Distiquiase em foto real

o o "

Legenda: Podemos ObSCI"VaI‘"lll olho com a presenca de uma fileira extra de cilios oriunda
da glandula Meibomiana, que esta indicada pela seta vermelha.
FONTE: http://slideplayer.com.br/slide/7312316/

Fang e colaboradores (2000) sugeriram, que o gene responsavel por todos esses
disturbios fosse um gene relacionado ao desenvolvimento e, provavelmente, de efeito
pleiotropico. Eles analisaram um caso relatado por Erickson e colaboradores (1995), onde
um paciente com linfedema neonatal, semelhante ao observado na Sindrome de Turner,
tinha uma translocacdo t(Y;16)(ql11.2;q24.3). Mediante isto, os cientistas buscaram
inicialmente por um gene no brago longo do cromossomo Y (que ndo tivesse associado a
Turner), entretanto, nenhum gene candidato foi encontrado proximo ao ponto de quebra
do cromossoma Y. Portanto, um segundo esforco foi feito no intuito de encontrar um gene
candidato no ponto de quebra no brago longo do cromossomo 16. E importante ressaltar
que, Mangion e colaboradores (1999) ja haviam mapeado a LDS em uma regido distal do

cromossomo 16 (FANG et al., 2000).

Dessa forma, Fang e colaboradores (2000) avaliaram os genes vizinhos a regiao do
ponto de quebra da translocagdo e encontraram trés genes da familia Forkhead Box
(FOX). Dentre estes, o gene Forkhead Box Protein C2 (FOXC?2) ja era conhecido — tanto
pelo seu papel no desenvolvimento craniofacial, vertebral e do coracao em camundongos,
quanto pelo fato de ser fortemente expresso no desenvolvimento de vasos sanguineos
também em camundongos (KAESTNER et al. 1996). Fang e colaboradores (2000)
descreveram mutagdes em FOXC2 em duas familias com LDS autossémica dominante.

Estes resultados demonstraram que as mutagdes no gene FOXC?2 poderiam ser causadoras


http://slideplayer.com.br/slide/7312316/
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de LDS, determinando, assim, um papel crucial do FOXC2 no desenvolvimento da LDS

(FANG et al., 2001).

1.4.FOX(C2

Forkhead Box C2 (FOXC2), também conhecido como Forkhead Drosophila
Homolog-like 14 (FKHL14) ou Mesenchyme Forkhead 1 (MFHI), ¢ um gene da familia
Forkhead Box (FOX). Um grande nimero de membros da familia FOX foi identificado,
especialmente nos vertebrados, desde de sua descoberta em Drosophila, em 1989, por
Weigel e colaboradores. Hoje sdo conhecidos, aproximadamente, 50 genes FOX no
genoma humano, divididos em 19 subfamilias (JACKSON et al., 2010). A nomenclatura
da familia FOX foi organizada em 2000 por Kaestner e colaboradores, que dividiram os
genes em subclasses, que vao de FOXA até FOXS baseada em analises filogenéticas dos
dominios FOX (JACKSON et al., 2010; KAESTNER et al., 2000; WEIGEL et al., 1989).
Os fatores de transcricao da familia FOX sao caracterizados por um dominio de ligagao
de DNA de aproximadamente 100 aminoacidos, conhecido como dominio FOX —
altamente conservado entre os genes da familia FOX e entre as espécies, com poucas

excecoes (HANNENHALLI; KAESTNER, 2009; JACKSON et al., 2010).

As proteinas originadas dos genes FOX possuem um papel fundamental na
regulagdo da expressdo de genes envolvidos na prolifera¢do, diferenciagdo, crescimento
celular e longevidade, e no processo de organogénese para regulacao do metabolismo e
do sistema imune. Além disso, muitas dessas proteinas sao importantes no
desenvolvimento embrionario, sendo capazes de se ligar a cromatina condensada durante

a diferenciagao celular (JACKSON et al., 2010; TUTEJA; KAESTNER, 2007a, 2007b).

As sequéncias da proteina FOXC2 de camundongos e de humanos foram
comparadas e observou-se uma identidade de 94%. Em humanos, a proteina FOXC2 tem
501 aminodcidos (Fig. 5), sete a mais do que a de camundongo. No nivel do mRNA,
observa-se homologia também: as regidoes 5’- ¢ 3°- ndo traduzidas (5’-UTR e 3°-UTR)
tém uma identidade de 90 e 84%, respectivamente. Todos resultados indicaram que esse
gene ¢ altamente conservado entre as duas espécies. A Unica diferen¢a marcante € que o
gene em camundongos apresenta um intron (Genome Browser, UCSC). Considerando

essa alta conservagdo evolutiva, foi proposto que FOXC2 exercesse em humanos um
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papel semelhante ao observado em camundongos, ou seja, como fator de transcrigdo no

desenvolvimento mesenquimal (MIURA et al., 1993; MIURA et al., 1997).

Figura 5 - Dominios estruturais do gene (acima) e da proteina FOXC2 (abaixo)
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Localizagdo: 16q24.1
FOXC2

—1 [ B

1 71 162 395 494

01

168 176

Legenda: Representagao esquematica do gene FOXC?2 e sua proteina (aminoacidos 1-
501). Pode-se observar, na regido N-terminal, o Dominio de Ativacdo 1 (AD-I,
aminoacidos 1-71), o Dominio Forkhead (FHD, aminoacidos 71-162), inserido nele
contém o primeiro sinal nuclear (NLS1, aminoacido 78-93), posteriormente tem o
segundo sinal nuclear (NLS2, aminoacidos 168-176). Na regidao C-terminal, estdo o
Dominio de Ativagdo 2 (AD-2, aminoacidos 395-494) e o Dominio Inibidor (ID-2,
aminoacidos 494-501). Além da estrutura da proteina, pode-se observar também a regiao
5'-UTR e 3'-UTR do gene, bem como sua regido promotora.

FONTE: Adaptada de Tavian et al., 2016

As evidéncias obtidas at¢ o momento mostram que FOXC2 estd envolvido em
proliferagdo e diferenciagdao celular, assim como na transi¢ao epitélio-mesenquimal.
Consequentemente, FOXC?2 participa da especificagdo celular durante o desenvolvimento
de rins, coracdo, ureter e esqueleto. Em consequéncia do seu papel na proliferagdo celular
e na transi¢ao epitélio-mesenquimal, FOXC2 ¢ um fator determinante da capacidade de
metastase de células cancerosas (MANI et al., 2007; SARGENT et al., 2015; TUTEJA;
KAESTNER, 2007a). Por exemplo, esse gene foi identificado na indugdo da transi¢ao
epitélio-mesenquimal no cancer de prostata (BORRETZEN et al., 2019) e de pulmao (HE
et al., 2018), e sua superexpressdo foi considerada um sinal de mau progndstico para
carcinoma hepatocelular (SHIMODA et al., 2018), gliomas (WANG et al., 2014), cancer
de nasofaringe (NISHIDA et al., 2011) e cancer gastrico (ZHU et al., 2013). Além disso,

ele ¢ um regulador importante do metabolismo dos adipdcitos e ¢ crucial para o
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desenvolvimento normal e manutengao de valvulas venosas e linfaticas (CEDERBERG
et al., 2001; MELLOR et al., 2007). Mutagdes em FOXC2 estdo associadas a cancer de

mama agressivo do tipo basal.

Mutagdes em FOXC2 tem sido associadas a Sindrome Linfedema-Distiquiase
(TUTEJA; KAESTNER, 2007a). Para a LDS, uma série de trabalhos encontraram grande
diversidade de variantes no gene FOXC2 (Tab. 1 e Tab. 2). Na Tabela 1, observa-se, que
cerca de metade das mutagdes envolvem a substituicdo de um aminoacido. Na Tabela 2,
observa-se que todas as delegdes ou inser¢des mostradas nao sdo multiplas de trés
nucleotideos e, portanto, acarretam mudanga de fase de leitura. Ou seja, as mutagdes em
FOXC2, descritas até 0 momento em pacientes com LDS acarretam perda de fungao (Fig.
6A). Além disto, diversas mutacdes ocorrem na regiao +900 até +1000 bp do cDNA (Fig.

6B), sugerindo que este seja um dominio funcional particularmente sensivel da proteina.
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Tabela 1 - Substituicao de aminoacidos ja descritas no gene FOXC?2 associadas a LDS

Nomenclatura

Autor/Ano

NM_005251.3(FOXC2):c.374C>T (p.Ser125Leu)
NM_005251.3(FOXC2):c.362G>A (p.Trpl16Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.362G>A (p.Argl21His)
NM_005251.3(FOXC2):c.435C>A (p.Tyrl145Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.939C>A (p.Tyr313Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.254T>A (p.lle85Asn)
NM_005251.3(FOXC2):c.298C>T (p.GIn100Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.951C>A (p.Cys317Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.297C>G (p.Tyr99Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.394A>G (p.Lys132Glu)
NM_005251.3(FOXC2):c.252C>T (p.GIn84Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.712C>T (p.GIn238Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.177C>G (p.Tyr59Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.354C>G (p.Asn118Lys)
NM_005251.3(FOXC2):c.349C>T (p.GIn117Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.298C>T (p.GIn100Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.361C>T (p.Arg121Cys)
NM_005251.3(FOXC2):c.223T>G (p.Tyr75Asp)
NM_005251.3(FOXC2):c.256C>T (p.GIn85Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.361C>T (p.Arg131Cys)
NM_005251.3(FOXC2):c.374C>T (p.Ser125Leu)
NM_005251.3(FOXC2):c.712C>T (p.GIn238Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.346T>A (p.Trp116Arg)
NM_005251.3(FOXC2):c.438G>A (p.Trpl46Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.704G>T (p.Ser235lle)
NM_005251.3(FOXC2):c.298C>T (p.GIn100Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.1258C>T (p.Gly420Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.1460T>C (p.Leu487Pro)
NM_005251.3(FOXC2):c.1475C>T (p.Ala492Val)
NM_005251.3(FOXC2):c.939C>A (p.Tyr313Ter)
NM_005251.3(FOXC2):c.370C>T (p.Leul24Phe)

Bell et al., 2001
Brice et al., 2002
Brice et al., 2002
Brice et al., 2002
de Bruyn et al., 2012
Dellinger et al., 2008
Erickson et al., 2001
Erickson et al., 2001
Fang et al., 2000
Fauret et al., 2010
Finegold et al., 2001
Jones et al., 2017
Liu et al., 2020
Ogura et al., 2013
Ogura et al., 2015
Sanchez-Carpinteiro et al., 2010
Sargent et al., 2015
Sarica et al., 2019
Sarica et al., 2019
Sarica et al., 2019
Sarica et al., 2019
Sarica et al., 2019
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Tavian et al., 2019
Tavian et al., 2019
Tavian et al., 2019
Traboulsi et al., 2002
Zhu et al., 2014

Nota: Tavian et al. (2016) reanalisaram pacientes descritos por Michelin et al., 2012.

FONTE: Proprio trabalho
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Tabela 2 - Delecdes e insercdes ja descritas no gene FOXC2, associadas a LDS

Posicdo Tamanho Tipo Autor
NM_005251.3(FOXC2):c.914_921 8 bp Delegao Bahuau et al., 2002
NM_005251.3(FOXC2):c.914_921 8 bp Delegdo Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.1331 1bp Delecdo Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.201_202 2 bp Insergao Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.209 1bp Insercdo Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.290_300 11 bp Delegdo Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.412 1bp Insercdo Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.595 1bp Insergao Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.638_639 2 bp Insercdo Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.818 1bp Insergao Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.866 1bp Delecdo Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.928 7bp Insergao Bell et al., 2001*
NM_005251.3(FOXC2):c.866 1bp Insercdo Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.1302_1308 7bp/3bp Dele¢do/Insercdo Bell et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.323 1bp Delecdo Brice et al., 2002
NM_005251.3(FOXC2):c.595 1bp Insergao Brice et al., 2002
NM_005251.3(FOXC2):c.871 1bp Insercdo Brice et al., 2002
NM_005251.3(FOXC2):c.1048_1051 4 pb Duplicacao Brice et al., 2002
NM_005251.3(FOXC2):c.922 929 8 bp Delecdo Brice et al., 2002
NM_005251.3(FOXC2):c.1142 1bp Insergao Brice et al., 2002
NM_005251.3(FOXC2):c.741_742 2 bp Insercdo De Nier et al., 2018
NM_005251.3(FOXC2):c.914_921 8 bp Delegao Erickson et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.602_681  5bp/79bp Insercio/Dele¢io Erickson et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.683 1bp Insergao Erickson et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.792 1bp Insercdo Erickson et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.818 1bp Insergao Erickson et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.425 1bp Duplicacgdo Fabretto et al., 2010
NM_005251.3(FOXC2):c.1093_1094 4 bp Insergao Fang et al., 2000
NM_005251.3(FOXC2):c.914 921 8 bp Delecdo Fauret et al., 2010
NM_005251.3(FOXC2):c.930_936 7 bp Duplicacao Fauret et al., 2010
NM_005251.3(FOXC2):c.505 1bp Delecdo Finegold et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.589 1bp Insergao Finegold et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.609 1bp Insercdo Finegold et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.902 1bp Delegao Finegold et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.902_921 19 bp Delecdo Finegold et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.983 1bp Insergao Finegold et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.1238 1254 16 bp Delecdo Finegold et al., 2001
NM_005251.3(FOXC2):c.937 7 bp Duplicacao Finegold et al., 2001*
NM_005251.3(FOXC2):c.232 14 bp Duplicacgdo Finegold et al., 2001*

NM_005251.3(FOXC2):c.303_307
NM_005251.3(FOXC2):c.724_727
NM_005251.3(FOXC2):c.1264

NM_005251.3(FOXC2):c.930_936

S5bp/71bp Dele¢do/Insercdo
4bp/21bp Delec¢do/Inser¢io
1bp Delegao
7 bp Duplicacao

Golden et al., 2014
Itoh et al., 2013
Kumar et al. 2007
Liu et al., 2016



NM_005251.3(FOXC2):c.802
NM_005251.3(FOXC2):c.826_827
NM_005251.3(FOXC2):c.733
NM_005251.3(FOXC2):c.595
NM_005251.3(FOXC2):c.922_923
NM_005251.3(FOXC2):c.563-584
NM_005251.3(FOXC2):c.595
NM_005251.3(FOXC2):c.666
NM_005251.3(FOXC2):c.710_713
NM_005251.3(FOXC2):c.818
NM_005251.3(FOXC2):c.134
NM_005251.3(FOXC2):c.819
NM_005251.3(FOXC2):c.333
NM_005251.3(FOXC2):c.474
NM_005251.3(FOXC2):c.747
NM_005251.3(FOXC2):c.854
NM_005251.3(FOXC2):c.1024
NM_005251.3(FOXC2):c.1140
NM_005251.3(FOXC2):c.1229_1253
NM_005251.3(FOXC2):c.1298
NM_005251.3(FOXC2):c.1331
NM_005251.3(FOXC2):c.1418
NM_005251.3(FOXC2):c.1420_1426
NM_005251.3(FOXC2):c.902_920
NM_005251.3(FOXC2):c.893_915
NM_005251.3(FOXC2):c.201_202
NM_005251.3(FOXC2):c.818
NM_005251.3(FOXC2):c.866
NM_005251.3(FOXC2):c.914_921
NM_005251.3(FOXC2):c.922_929
NM_005251.3(FOXC2):c.1048_1051
NM_005251.3(FOXC2):c.586_587
NM_005251.3(FOXC2):c.595
NM_005251.3(FOXC2):c.794
NM_005251.3(FOXC2):c.902_920
NM_005251.3(FOXC2):c.902_920
NM_005251.3(FOXC2):c.1006
NM_005251.3(FOXC2):c.964

1bp
2 bp
1bp
1bp
19 bp
22 bp
1bp
1bp
4 pb
1bp
1bp
1bp
1bp
1bp
1bp
1bp
1bp
1bp
25 bp
1bp
1bp
1bp
7 bp
19 bp
22 pb
2 bp
1bp
1bp
8 bp
8 bp
4 pb
2 bp
1bp
1bp
19 bp
19 bp
1bp
1bp

Inser¢ao
Delecao
Delegao
Insercao
Duplicacao
Delecao
Duplicacao
Duplicacao
Duplicacao
Duplicacao
Delegao
Duplicacao
Delegao
Delecao
Delegao
Delecao
Delegao
Delecao
Delegao
Delecao
Delegao
Delecao
Delegao
Duplicacao
Duplicacao
Insercao
Inser¢ao
Insercao
Delegao
Delecao
Duplicacao
Delecao
Inser¢ao
Insercao
Duplicacao
Duplicacao
Inser¢ao
Inser¢ao
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Liu et al., 2016
Michelini et al., 2012
Ogura et al., 2013
Papoff et al., 2016
Patil et al., 2004
Rezaie et al., 2008
Sarica et al., 2019
Sarica et al., 2019
Sarica et al., 2019
Sarica et al., 2019
Sarica et al., 2019
Sheth et al., 2018
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sholto-Douglas-Vernon et al., 2005
Sutkowska et al., 2012
Tanpaiboon et al., 2010
Van Steensel et al., 2009
Van Steensel et al., 2009
Vreeburg et al., 2008
Yildirim-Toruner et al., 2004
Zhang et al., 2016

Nota - A sequéncia de referéncia da regido codificadora usada foi a NC_000016.10.
* Para algumas das alteragdes descritas, o artigo s6 fornecia a posi¢do do inicio. Em
atencao a recomendacao da Human Genome Variation Society, mantivemos exatamente

como esta no artigo original (DEN DUNNEN et al., 2016)).

**Van Steensel et al., 2009 descreveram 11 pacientes, apenas dois tinham Sindrome de
linfedema distiquiase, pacientes 9 e 11. Embora outros autores tenham descrito amostras
onde nem todos os pacientes tinham Sindrome Linfedema-Distiquiase. Estamos
enfatizando especificamente este artigos pois atualmente ha um erro na descri¢ao destas

mutagoes

MalaCards
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(https://www.malacards.org/card/lymphedema_distichiasis_syndrome?search=distichias
is, acesso em 17/03/2020).
FONTE: Préprio trabalho

Figura 6 - Graficos sobre a distribuicao das mutacdes em relagdo ao tipo e a localizacao

no FOXC2.
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Legenda: No grafico A, temos a distribui¢ao das mutagdes em relagdo ao tipo de mutagao;
podemos observar que a maioria das mutagdes sdao de delecdo e substituicdo. No grafico
B, temos a distribui¢do das mutagdes em relacao a localizagao ao longo do gene; podemos
notar que um grande numero de mutacdes ocorre por volta dos 900 nucleotideos.
FONTE: Desenvolvido pela autora
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Tavian e colaboradores (2016) avaliaram seis pacientes com diferentes mutagdes
no FOXC2 descritos anteriormente (Michelini et al., 2012). Dos seis pacientes, quatro
possuiam linfedema e distiquiase. Tavian e colaboradores queriam saber quais as
consequéncias funcionais, que cada mutagao causava através de um ensaio de Luciferase
Reporter. Trés das seis mutagdes estudadas apresentaram aumento da atividade
transcricional, ou seja, ganho de fungdo da proteina FOXC2, e esses pacientes tinham
LDS. Com base nesse ensaio, os pesquisadores sugeriram que fanto ganho como perda

de fung¢do da proteina FOXC2 podem causar LDS (TAVIAN et al., 2016).

1.5.Justificativa e relevancia

O diagnostico etioldgico preciso de uma doenca ou sindrome ¢ de suma
importancia, pois nos ajuda a compreender quais as limitagdes, que podem vir a existir, e
a descobrir quais as melhores formas de lidar, os cuidados necessarios e os tratamentos
disponiveis para a pessoa afetada. Com a Sindrome Linfedema-Distiquiase ndo ¢
diferente. Além disto, tanto quanto saibamos, nenhum paciente da populagdo brasileira
recebeu diagndstico molecular. Portanto, ndo se conhece as mutagdes que segregam aqui.
Considerando-se que a populacdo brasileira tem uma composicao genética diferente das
européia e Norte-americanas, mais estudadas, ¢ possivel que surjam mutagdes nao
descritas anteriormente. Além disto, o ponto de vista cientifico, a investiga¢do de familias

com a LDS auxilia no delineamento da varia¢do fenotipica.

1.6.0BJETIVOS

1.6.1. Objetivo Geral

Contribuir para a compreensao da LDS através da triagem de mutagdes no gene

FOXC2 em uma familia onde esta sindrome esta segregando.
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1.6.2. Objetivos Especificos
Sequenciar o gene FOXC2 dos individuos afetados, que constituem a amostra
deste estudo;

Sequenciar a regido promotora do gene FOXC2, assim como as regides 5'-UTR e

3'-UTR;

Classificar as variantes eventualmente identificadas, com base em critérios de

qualidade e potencial impacto funcional.
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2. METODOLOGIA

2.1.Amostra

A familia do presente estudo € oriunda do Servigo Especial de Genética do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e ¢ composta por um casal jovem
e nao consanguineo, sua primeira filha, duas tias maternas e a avé materna. A crianga
apresenta hipertricose em regido frontal, sobrancelhas esparsas, distiquiase, dorso nasal
achatado, labio superior em tenda, excesso de pele em regido da nuca, sopro sistélico
ejetivo grau Il em VI em foco mitral, trama vascular evidente em parede abdominal,
abdomen globoso, sem visceromegalias, e edema leve em planta dos pés bilateralmente.
O pai ¢ assintomatico e a mae apresenta edema intermitente de membros inferiores desde
os 12 anos de idade e, também, tripla fileira de cilios (triquiase). Além disso, duas tias do
lado materno também apresentam edema intermitente de membros inferiores e

distiquiase. A avd materna apresenta apenas distiquiase (Figura 7).

Figura 7 - Heredograma da familia do presente estudo e os respectivos fendtipos

0 Distiquiase
D Normais

[

Legenda: Na Figura podemos ver os integrantes estudados da familia e os respectivos
fenodtipos observados. 1: avo materna; 2 e 3: tias maternas; 4: mae; 5: pai; e 6: crianga.
*A crianga possui mais fendtipos como ja foi detalhado anteriormente.

FONTE: Desenvolvido pela autora usando os dados coletados pela equipe do Servigo
Especial de Genética, HC, UFMG
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A familia aceitou participar da pesquisa, assinando um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, e foi coletado sangue periférico arterial da crianga, da mae, da avo e
das duas tias. O DNA de todos individuos foi extraido no Laboratorio de Genética
Humana e Médica (LGHM) através de uma adaptagdo do protocolo de extragcdo de Miller,

Dykes e Polesky, de 1988.

2.2.Estudos moleculares

Para encontrar possiveis mutagdes no FOXC2, sequenciamos a regido promotora,
as regides 5’- e 3’-ndo traduzidas (5-UTR e 3’-UTR, respectivamente) e a regido
codificadora. Para fazermos o sequenciamento, utilizamos cinco pares de primers. Trés
deles foram os mesmos utilizados por Erickson e colaboradores (2001), cobrindo a regido
5'-UTR e parte da regido codificadora. Além deles, foram desenhados mais dois pares de
primers utilizando o software PrimerBlast do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/primer-blast/), tendo como sequéncia de referéncia a montagem GRCh38.p2 do
genoma humano. Estes dois pares de primer foram adicionados com o intuito de cobrir a
3'-UTR e a regido promotora do gene FOXC2, que inicialmente ndo eram abrangidas
pelos trés pares usados por Erickson e colaboradores (2001). Deste modo, todo o gene foi
coberto, assim como a sua regido promotora (Fig. 8). As sequéncias de todos os primers

utilizados no presente trabalho estdo descritas na Tab. 3.

Tabela 3 - Sequéncias Forward e Reverse dos cinco primers utilizados no presente
trabalho para a amplificacdo do gene FOXC2

Nomes Forvard (53 37) Caora:en_ada.s Reverse (5 3) Caora:en_adas Tmnmffm do
Gendmicas Gendmicas Amplicon
. . 86567613 - . . 86568033 -

13- 3 3

FOXC2-1 5 TCACCTTGAACGGCATCTAC 3 06567632 5" GCCCTGCAGCGCGCTCTCGG 3 86563052 440
. . 86567964 - . . 86568439 -

"2 53" AGGTGGTGATCAAGAGCGAG ¥ 5" GCGAGGTTGAGAGCGCTCAGG 3°

FOXC2-2 86567983 86568459 496
' . 86567246 - . . 86567665 -

. 2 . P .

FOXC2-3 5 TCTCTCGCGCTCTCTCGCTC 3 6567265 5" TGCCAGCCCTGCTTGTTCTCC 3 96567695 440
. . 86568407 - . . 86568958 -

. 5 . 5 : 5
FOXC2Z-4 CTCTCGGACCACCCGAGC 3 96568424 CTCCCGGGTCTGAGAAAAG 3 86563076 70
FOXC2-5 5 CCGAGGAAAGTAAAAACTCGC 3 $6366789 - 5" CTGCATGCTGCTTCCGAGAC ¥ 86367322 - 553

-0 86566809 i 86567341 o

FONTE: Desenvolvido pela autora. Coordenadas gendmicas da montagem CRCh38.p7
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Figura 8 - Sequéncia do gene FOXC2 e a localizacdo dos cinco pares de primers

utilizados no presente trabalho

ccgaggaaagtaaaaactcgetttcagcaagaagacttttgaaacttttcccaatccctaaaagggacttggectetttttectgggetecagegy
FOXC2-5F->
ggcagccgctcggaccccggcgecgctgacccteggggctgecgattegetgggggecttggagagectectgegeccctecctcgegegggecgag
ggtccacctgggtccccaggecgeggegtetecgetgggtececgeggecgeccgectgecegegetgecgecgecgggtectggagecagegagy
agcggggecggcgctgegettgeccggggegecgecctecaggatgccgatecgeeccggtecygctgaaagegegegeccectgeteggeccgageg
ccgccgeccgegecaccctecgecccggaggctgccaggageccggggecgeccctecccgetccocctectecteccectetggectetetegegetet
FOXC2-1F->
ctegetetcagggeccccectegetecceceggeccgecagtecgtgegegagggegecggecgagecgteteggaageageATGCAGGCGCGCTACTC
<-FOXC2-5R
CGTGTCCGACCCCARCGCCCTGGGAGTGGTGCCCTACCTGAGCGAGCAGAATTACTACCGGGCTGCGGGCAGCTACGGCGGCATGGCCAGCCCC
ATGGGCGTCTATTCCGGCCACCCGGAGCAGTACAGCGCGGGGATGGGCCECTCCTACGCGCCCTACCACCACCACCAGCCCGCGGCGCCTARGG
ACCTGGTGAAGCCGCCCTACAGCTACATCGCGCTCATCACCATGGCCATCCAGARCGCGCCCGAGAAGARGATCACCTTGAACGGCATCTACCA
FOXC2-2F->
GTTCATCATGGACCGCTTCCCCTTCTACCGGGAGAACAAGCAGGGCTGGCAGAACAGCATCCGCCACARCCTCTCGCTCAACGAGTGCTTCGTC
<-FOXC2-1R
ARGGTGCCCCGCGACGACAAGAAGCCCGGCAAGGGCAGTTACTGGACCCTGGACCCGGACTCCTACARCATGTTCGAGARCGGCAGCTTCCTGC
GGCGCCGGCGGCGCTTCARAANGAAGGACGTGTCCARGGAGARGGAGGAGCGGGCCCACCTCAAGGAGCCGCCCCCGGCGECGTCCARAGGGLGC
CCCGGCCACCCCCCACCTAGCGGACGCCCCCARGGAGGCCGAGAAGAAGGTGGTGATCAAGAGCGAGGCGGCGTCCCCGGCGCTGCCGGTCATC
FOXC2-3F->
ACCAAGGTGGAGACGCTGAGCCCCGAGAGCGCGCTGCAGGGCAGCCCGCGCAGCGCGGCCTCCACGCCCGCCGECTCCCCCGACGGCTCGCTGE
<-FOXC2-2R
CGGAGCACCACGCCGCGGCGCCCAACGGGCTGCCTGGCTTCAGCGTGGAGAACATCATGACCCTGCGAACGTCGCCGCCGGGCGGAGAGCTGAG
CCCGGEGEECCEEGACGCGCGGEGCCTGETGETECCGCCGCTGGLECTGCCCTACGCCGCCGCGCCGCCCEGCCGCCTACGGCCAGCCGTGCGCTCAG
GGCCTGGAGGCCGGGGCCGCCGGEGGCTACCAGTGCAGCATGCGAGCGATGAGCCTGTACACCGGGGCCGAGCGGCCGGCECACATGTGCGTCC
CGCCCGCCCTGGACGAGGCCCTCTCGGACCACCCGAGCGGCCCCACGTCGCCCCTGAGCGCTCTCARCCTCGCCGCCGGCCAGGRAGGGCGLELT
FOXC2-4F-> <-FOXC2-3R
CGCCGCCACGGGCCACCACCACCAGCACCACGGCCACCACCACCCGCAGGCGCCGECCGCCCCCGCCGGCTCCCCAGCCCCAGCCGACGCCGCAG
CCCGGGGCCGCCGCGGLCGCAGGCGGCCTCCTGGTATCTCARCCACAGCGGGGACCTGAACCACCTCCCCGGCCACACGTTCGCGGCCCAGCAGC
ARACTTTCCCCAACGTGCGGGAGATGTTCAACTCCCACCGGCTGGGGATTGAGARCTCGACCCTCGGGGAGTCCCAGGTGAGTGGCARATGCCAG
CTGCCAGCTGCCCTACAGATCCACGCCGCCTCTCTATCGCCACGCAGCCCCCTACTCCTACGACTGCACGARATACTGACgtgtcccgggacet
ccecctocccggoccgetocggettegettocccagecccgacococaaccagacaattaaggggectgcagagacgcaaaaaagaaacaaaacatgte
caccaaccttttctcagacccgggag
<-FOXC2-4R

Legenda: Na figura, podemos observar o gene FOXC?2; as letras maitsculas representam
a sequéncia codificadora e as letras minusculas simbolizam as sequéncias ndo codantes:
5’-UTR, 3°-UTR e a regido upstrem ao gene. Observa-se também a localizagdo de todos
os cinco pares primers utilizados; sequéncias forward e reverse sdo indicadas na linha
abaixo da linha de nucleotideos.

FONTE: Desenvolvidos pela autora, com base na imagem gerada no NCBI e referente a
montagem CRCh38.p7

2.3.Padronizacao

2.3.1. FOXC2 Par de Primer 1

A padronizacdo da reacdo de PCR (polymerase chain reaction) para cada conjunto
de primers foi feita, no Laboratério de Genética Humana e Médica (LGHM — ICB -
UFMGQG), separadamente, porém todas para um volume total de S0uL. Para essa reacao

utilizou-se 30,8uL de dgua Mili-Q, 10puL de Tampao IV B 5X (Phoneutria Biotecnologia,
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Belo Horizonte, MG, Brasil), 2uLL de dNTP (Invitrogen, Carlsbad, CA), 2uL de DMSO
(Merck, Brasil), 0,5uL dos primers Forward e Reverse (50 pmol/pL), 0,2uL. de Tag DNA
polimerase (Phoneutria Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil) e 200 ng de DNA. A
amplificagdo foi realizada no termociclador (Veriti™ — Applied Biosystems, Belo
Horizonte - Brasil) com as seguintes condi¢gdes de ciclagem: desnaturacao inicial por 5
minutos a 95°C; seguida por 25 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, 30 segundos
de anelamento a 60°C e extensdo de 1 minuto a 72°C; e, uma etapa de extensdo final a

72°C por 5 minutos, seguidas por -4°C por duas horas.

2.3.2. FOXC2 Par de Primer 2

Para essa reacao utilizou-se 29,8uL de dgua Mili-Q, 10uL de Tampao IV B 5X
(Phoneutria Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil), 2 uL de dNTP (Invitrogen,
Carlsbad, CA), solu¢ao com 2 mM de cada ANTP, 2uLL de DMSO (Merck, Brasil), 1uL
dos primers Forward e Reverse (50pmol/uL), 0,2uL. de Taqg DNA polimerase (Phoneutria
Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil) e 200 ng de DNA. A amplificacdo da reacao
foi realizada no termociclador (Veriti™ — Applied Biosystems, Belo Horizonte - Brasil)
com as seguintes condi¢des de ciclagem: desnaturacdo inicial por 5 minutos a 95°C;
seguida por 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, 30 segundos de anelamento
a 60°C e extensdo de 1 minuto a 72°C, e um ciclo de extensdo final a 72°C por 5 minutos,

seguidas por -4°C por duas horas.

2.3.3. FOXC2 Par de Primer 3

Para essa reagdo, utilizou-se 32,8uL de agua Mili-Q, 10uL de Tampao IV B 5X
(Phoneutria Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil), 2uL. de dNTP (Invitrogen,
Carlsbad, CA), 2uL de DMSO (Merck, Brasil), 0,5uL dos primers Forward e Reverse (50
pmol/uL), 0,2ul. de Tag DNA polimerase (Phoneutria Biotecnologia, Belo Horizonte,
MG, Brasil) e 100 ng de DNA. A amplificacdo da reagdo foi realizada no termociclador
(Veriti™ — Applied Biosystems, Belo Horizonte - Brasil) com as seguintes condi¢des de
ciclagem: desnaturagdo inicial por 5 minutos a 95°C; seguida por 30 ciclos de

desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, 30 segundos de anelamento a 60°C e extensao de 1
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minuto a 72°C, e um ciclo de extensdo final a 72°C por 5 minutos, seguidas por -4°C por

duas horas.

2.3.4. FOXC2 Par de Primer 4

Para essa reacao, utilizou-se 27,25uL de dgua Mili-Q, 10uL de Tampao IV B 5X
(Phoneutria Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil), 2uL. de dNTP (Invitrogen,
Carlsbad, CA), 2uL de DMSO (Merck, Brasil), 1,75uL de Betaina (Sigma-Aldrich, Belo
Horizonte, MG, Brasil), 2uL dos primers Forward e Reverse (50 pmol/uL), 0,2uL de Taq
DNA polimerase (Phoneutria Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil) e 200 ng de
DNA. A amplificacdo da reagdo foi realizada no termociclador (Veriti™ — Applied
Biosystems, Belo Horizonte - Brasil) com as seguintes condi¢cdes de ciclagem:
desnaturagdo inicial por 5 minutos a 95°C; seguida por 30 ciclos de desnaturagao a 95°C
por 1 minuto, 30 segundos de anelamento a 60°C e extensao de 1 minuto a 72°C, e um

ciclo de extensao final a 72°C por 5 minutos, seguidas por -4°C por duas horas.

2.3.5. FOXC2 Par de Primer 5

Para essa reacdo utilizou-se 27,25uL de agua Mili-Q, 10uL de Tampao IV B 5X
(Phoneutria Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil), 2uL. de dNTP (Invitrogen,
Carlsbad, CA), 2uL de DMSO (Merck Brasil), 1,75uL de betaina (Sigma-Aldrich, Belo
Horizonte, MG, Brasil), 2ul dos primers Foward e Reverse (50 pmol/uL), 0,2uL de Taq
DNA polimerase (Phoneutria Biotecnologia, Belo Horizonte, MG, Brasil) e 200 ng de
DNA. A amplificacdo da reagdo foi realizada no termociclador (Veriti™ — Applied
Biosystems, Belo Horizonte - Brasil) com as seguintes condi¢cdes de ciclagem:
desnaturagdo inicial por 5 minutos a 95°C; seguida por 30 ciclos de desnaturagao a 95°C
por 1 minuto, I minuto de anelamento a 58°C e extensdo de 1 minuto a 72°C, e um ciclo

de extensao final a 72°C por 5 minutos, seguidas por -4°C por duas horas.
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2.4.Separacio eletroforética e sequenciamento Sanger dos produtos de
PCR

A qualidade da amplificagdo por PCR foi avaliada por eletroforese em gel de

poliacrilamida 8%.

Os produtos de PCR foram purificados através do Protocolo de Purificagdo de PCR
para sequenciamento por PEG 8000/MgCl. (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS
adaptado, 1989). Primeiramente, o produto de PCR foi transferido para um tubo de 0,5ul,
ao qual foi adicionado mesmo volume de 20% PEG (polietilenoglicol),a temperatura
ambiente. As amostras foram misturadas no vortex por 15 segundos. Posteriormente, os
tubos foram mantidos em banho-maria por 15 minutos a 37°C; e, em seguida,
centrifugados por 15 minutos em temperatura ambiente, a 10.000 rpm ou rotagdo maxima.
O sobrenadante foi retirado com uma pipeta inserida do lado oposto da dobradiga do tubo,
lavado com etanol gelado 80% (125 ul), e apos foi centrifugado a 10.000 rpm e a 4°C
durante 5 minutos; esses trés passos foram repetidos conforme ordenado no protocolo.
Por fim, o alcool foi removido com o uso de uma pipeta, o produto de PCR foi
ressuspendido em dgua Mili-Q (25 uL) e colocado no banho-maria over night a 37°C para
ajudar na ressuspensao. Apos a purificacao, realizou-se o sequenciamento de Sanger. Essa
ultima etapa foi realizada na Fundacao Oswaldo Cruz (Belo Horizonte — MG), usando-se
o kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), em um
sequenciador ABI 3370 (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA).

2.5.Clonagem dos produtos de PCR

O sequenciamento com os primers 4 e 5, a partir dos produtos de PCR, ndo ficou
com boa qualidade. Assim, com o intuito de melhorar a qualidade e cobertura dos
resultados obtidos no sequenciamento do gene FOXC2, os produtos de PCR das
sequéncias FOXC2-4 e FOXC2-5 da crianga foram clonados com a utilizagdo do kit
TOPO TA Cloning Kit da Invitrogen by Life Technology, inserido na bactéria
Escherichia coli DH5a através de eletroporagdo. As colonias cresceram em meio Luria
Bertani (LB), com uma concentracdo de 100 ul/ml de ampicilina para selecionar as

coldnias que continham o plasmideo de interesse. As PCRs de coldnias foram feitas
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seguindo a mesma padronizacao das PCR dos primers 4 ¢ 5 presentes na Tab. 3 e nas
secdes 2.3.4 ¢ 2.3.5, com a Unica diferenca que os 200 ng de DNA foram substituidos por
um raspado das coldnias. Os produtos dessa PCR foram analisados em gel de agarose 1%,
corados com GelRed. A extracdo do DNA plasmidial das colonias positivas foi feita
através do protocolo adaptado de Sambrook (1989) seguido de sequenciamento Sanger
na plataforma PDTIS na Fundac¢do Oswaldo Cruz (Belo Horizonte). Essa tltima etapa foi
realizada na Fundagdo Oswaldo Cruz (Belo Horizonte — MG), usando-se o kit Big Dye
Terminator (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), em um sequenciador ABI 3370
(Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA).

2.6.Analise dos resultados dos Sequenciamentos Sanger

O programa CodonCode Aligner foi utilizado para analisarmos as sequéncias
obtidas. Nesse software, conseguimos alinhar as sequéncias de todos os amplicons e
montar assim a sequéncia consenso completa do gene FOXC2 de cada individuo.
Comparamos essas sequéncias com a sequéncia de referéncia do gene FOXC2 na
montagem GRCh38.p7 do genoma humano, obtida no National Center for Biotechnology
Information (NCBI — ID: 2303). As sequéncias consenso de cada individuo também
foram conferidas usando-se software BLAST do NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) com o intuito de analisar se havia alguma

homologia das sequéncias dos individuos com outros genes além do gene FOXC?2.

2.7.Avaliacdo da regido promotora e regidoes conservadas

evolutivamente

De acordo com a literatura, tanto FOXC2 como FOXC2-ASI nao tem promotor
identificado. Para atualizar esta informagao foi feita a busca em uma base de dados que
registra os promotores para os quais existe evidéncia experimental. Foi usado o EPDnew
(DREOS et al., 2013). Para verificar a existéncia de um promotor em FOXC2 e FOXC2-
AS1, foi usada a sequéncia com mais 5 kb upstrem e 5 kb downstream do gene usando-se

o software Promoter 2.0 (KNUDSEN, 1999).
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Para analisarmos se os possiveis SNPs estavam localizados dentro do promotor,
utilizamos o software Gene2Promoter (Genomatix). Além disso, verificamos se tais SNPs
estavam localizados em regides conservadas evolutivamente; para isso, utilizamos o
software ECR Browser (OVCHARENKO et al., 2004), Outra analise foi executada com
a intengdo de predizer sitios de ligagdo de fatores de transcri¢do presentes na regiao
promotora e se a presenga do alelo mutado alterava esses sitios presente anteriormente,

essa analise foi feita através do software Gene Promoter Miner.

2.8.Avaliacido do potencial funcional das variantes encontradas

A anotagdo funcional das variantes identificadas no sequenciamento de Sanger foi
feita usando-se o Variant Effect Predictor (VEP) (McLAREN et al., 2016), AliBaba2
(GRABE, 2002) e Matlnspector (QUANDT et al., 1995). Para isso, selecionamos
aproximadamente 20 nucleotideos ao redor da mutacao, sendo 10 antes e 10 depois, e
observamos as diferencas entre as sequéncias com o nucleotideo da referéncia e com o
nucleotideo mutado. Além disso, procuramos as variagdes nos bancos de dados do NCBI,
analisando o FOXC?2 na plataforma Gene e dbSNP com o proposito de descobrir se eram

mutagdes descritas anteriormente.

2.9.Analise de G-Quadruplex

A sequéncia com a mutacao foi comparada com a sequéncia do NCBI para analisar
a presenga de possiveis G-quadruplex e G-quadruplex conhecidos e avaliar se a presenca
da mutag¢do altera um G-quadruplex. Para essas analises foi usado inicialmente o Greglist
(ZHANG; ZHANG, 2008), que ¢ um banco de dados que lista genes potencialmente
regulados por G-quadruplex, posteriormente, o G4Hunter (BRAZDA et al., 2019), que

prediz os possiveis G-quadruplex ao longo do gene.
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3. RESULTADOS

A sindrome linfedema-distiquiase pode ser causada por diversas mutacdes de perda
de fun¢do no gene FOXC2 como mencionando anteriormente, e para determinar qual o
tipo e o local da mutagdo ¢ necessario examinar todo o gene. O sequenciamento Sanger
foi a estratégia utilizada neste trabalho para examinar o gene, precedido de amplificagdo

por PCR de cinco conjuntos de primers.

3.1. Produtos de PCR

Os produtos de PCR de cada par de primer, que foi analisado por eletroforese em
gel de poliacrilamida, podem ser observados nas figuras 9 e 10. As amostras da avo e de

uma das tias ndo amplificaram com quaisquer dos pares de primers usados.
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Figura 9 - Gel de acrilamida 8% das amostras para sequenciamento dos primers FOXC2-

1, FOXC2-2 e FOXC2-3

Legenda: Ladder de 100 pares de base; amostras 4189, 4190, 4191, 4192 e 4193,
representados na figura por 89, 90, 91, 92 e 93, respectivamente — amostras de DNA da
crianga, mae, tias e avo respectivamente. C+: controle positivo da PCR — e C-: controle
negativo da PCR. P1 — primers FOXC2-1; P2 — primers FOXC2-2; P3 — primers FOXC2-
3. Observe que as amostras 4191 e 4193 nao amplificaram.

FONTE: Desenvolvido pela autora
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Figura 10 - Gel de acrilamida 8% das amostras para sequenciamento dos Primers

FOXC2-4 e FOXC2-5

Legenda: Ladder de 100 pares de base; amostras 4189, 4190, 4191, 4192 e 4193,
representados na figura por 89, 90, 91, 92 e 93, respectivamente — amostras de DNA da
crianga, mae, tias e avo, respectivamente. C+: controles positivos da PCR — e C-: controle
negativo da PCR. P4 — primers FOXC2-4; PS5 — primers FOXC2-5. Observe que as
amostras 4191 e 4193 ndo amplificaram.

FONTE: Desenvolvido pela autora

3.2.Sequenciamento Sanger dos Amplicons

As andlises que se seguem sdo baseadas nos resultados do sequenciamento dos
produtos de PCR obtidos para trés individuos da familia, para os quais obteve-se
amplificacdo, ou seja, a crianga, sua made e uma tia materna, todos afetados. O
sequenciamento dos amplicons gerados com os primers FOXC2-1, FOXC2-2 e FOXC2-
3 apresentou boa qualidade e, como esperado, era idéntico a sequéncia de referéncia

encontrada do NCBI (Fig. 11, 12 e 13).



Figura 11 - Sequenciamento das amostras do Primer FOXC2-1
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Legenda:

Exemplo de -eletroferograma obtido com os primers FOXC2-1.

Os

eletroferogramas A, B e C s3o oriundos do sequenciamento p6s-PCR e pertencem a

crianca, mae e tia, respectivamente.

FONTE: Desenvolvido pela autora

Figura 12 - Sequenciamento das amostras do Primer FOXC2-2
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c Il ¢

G
120
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Legenda:

Exemplo de eletroferograma obtido com os primers FOXC2-2. Os

eletroferogramas A, B e C sdo oriundos do sequenciamento pds-PCR e pertencem a

crianga, mae e tia, respectivamente.

FONTE: Desenvolvido pela autora



44

Figura 13 - Sequenciamento das amostras do Primer FOXC2-3

G ¢ ¢ 6 6 C 6 G C G C T T C A A A A A G A A G G a C G
150 LE0

YA
WS A0e N W Y

150 1é0
MJW_\—’B/X\J\/\
C 6 CC G G6GC G G C G ||i|| T T A A A A A
150 160

Legenda: Exemplo de -eletroferograma obtido com os primers FOXC2-3. Os
eletroferogramas A, B e C s3o oriundos do sequenciamento p6s-PCR e pertencem a
crianca, mae e tia, respectivamente.
FONTE: Desenvolvido pela autora

Entretanto, o sequenciamento dos amplicons gerados com os primers FOXC2-4 e
FOXC2-5 ndo apresentou uma qualidade satisfatoria, exibindo algumas regides com
indicios de alguma inser¢do ou dele¢do uma vez que apresentam um background mais
alto que o normal (Fig. 14 e 15). Nestas figuras, € possivel observar que diversos picos se
apresentam duplos, sugestivos de SNP ou de delecdes e/ou duplicagdes fora da area
coberta pelos primers. Em fungao disto, os amplicons do caso indice foram clonados e

sequenciados.
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Figura 14 - Sequenciamento das amostras do Primer FOXC2-4

T T A T ¢

140 150

110

A

Lo

4 A2 I c EEETEEEVEEETEEEECE O c BT

130 = 140

“oLAMAANA WARAAN AN

Legenda: Exemplo de eletroferograma obtido através do sequenciamento Sanger dos
produtos de PCR com os primers FOXC2-4. Os eletroferogramas A, B e C sao oriundos
do sequenciamento da crianca, mde e tia, respectivamente. Podemos observar o
background mais alto sugerindo a presenca de uma dele¢ao ou duplicagcdo, ou, mais
provavelmente, baixa qualidade de sequenciamento p6s-PCR..

FONTE: Desenvolvido pela autora
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Figura 15 - Sequenciamento das amostras do Primer FOXC2-5

Legenda: Exemplo de -eletroferograma obtido com os primers FOXC2-5. Os
eletroferogramas A, B e C s3o oriundos do sequenciamento p6s-PCR e pertencem a
crianga, mae e tia, respectivamente. Podemos observar o background mais alto sugerindo
uma delecdo ou duplica¢do ou, mais provavelmente, baixa qualidade de sequenciamento
pos-PCR. OBS: a linha vertical marca uma timina que ndo ¢ a mutagdo detectada no
sequenciamento pds-clonagem (ver abaixo).

FONTE: Desenvolvido pela autora

3.3. PCR de colonia

Os sequenciamentos, que ndo ficaram com boa qualidade (pares de primers
FOXC2-4 ¢ FOXC2-5) foram clonados através em plasmideo, usando-se TOPO TA
Cloning Kit (Invitrogen by Life Technology) e posteriormente submetidos a uma PCR de
coldnias. Os produtos dessa PCR foram analisados em gel de agarose e pode-se observar
que a clonagem funcionou satisfatoriamente na maioria das coldnias (Fig. 16), que foram

posteriormente sequenciadas.
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Figura 16 - Gel de agarose 1% das coldnias que foram clonadas

‘- .

C Cia .
P L L Ll b LI

3

ColOnias

Legenda: Separacao dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose, para o par
de primers FOXC2-5. Ladder 1Kb; C-: Controle negativo, agua; C+: controle positivo,
sujeito normal, nao relacionado; Colonias: Amplicon dos insertos das colonias geradas
no tamanho de aproximadamente 550 pb referente ao par de primer FOXC2-5. Gel corado
com GelRed 1x. A banda logo ap6s o marcador de peso molecular ¢ de outro experimento.
FONTE: Desenvolvido pela autora

3.4. Mutacoes observadas

Comparando-se a sequéncia obtida para os trés individuos da familia sequenciados
com os pares de primers FOXC2-1, FOXC2-2, FOXC2-3, FOXC2-4 com a sequéncia
referéncia, ndo foram identificadas alteragdes. Estes primers cobrem toda a parte
codificante do gene e todos os individuos sequenciados tinham a sequéncia idéntica a
referéncia encontrada do NCBI (>gi|568815582:86567240-86568933; que ¢ idéntica as
NC 000016.10; MN_005251.3). FOXC2-4 cobre inclusive parte da 3’-UTR (ambas na
montagem GRCh38.p13). Entretanto, na sequéncia obtida com o produto da PCR com os
primers FOXC2-5 verificou-se a presenca de duas substitui¢cdes de nucleotideos unicos,
duas alteragdes que apareceram nas sequéncias clonadas. A primeira dessas mutacdes €

um polimorfismo de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism; SNP) ja descrito
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em banco de dados (rs34221221:c.-512C>T - localizado em Chrl16:86566824,
GRCh38.p7). A segunda variante ¢ uma substitui¢do de nucleotideo a 150 pares de bases
antes do inicio da tradugdo do gene FOXC2, que ndés nomeamos
NM_005251.3(FOXC2):¢c.-150C>T (localizada em Chr16:86567186, GRCh38.p7) (Fig.
19, abaixo). Esta variante ndo foi encontrada em nenhuma base de dados (e.g., BLAST,
NCBI; dbSNP) ou na literatura (pubmed, acesso em 18/04/2020). Através das sequéncias
obtidas a partir dos produtos de PCR clonados, foi possivel estabelecer que as mutacdes

descritas aqui estao em fitas diferentes de DNA, ou seja, estdo em trans.

3.4.1.rs34221221:¢.-512C>T

A primeira variante genética observada neste estudo foi detectada com o par de
primers FOXC2-5 e ¢ a substitui¢do de citosina por uma timina (rs34221221:¢.-512C>T)
localizada a 512 pares de bases antes do inicio da tradugao do gene FOXC?2. Essa variagao
foi encontrada no sequenciamento de duas colOnias bacterianas diferentes e estava
presente tanto na sequéncia forward quanto na reverse do sequenciamento oriundo dos
plasmideos (Fig. 17A e B). Além disso, essa variante aparece em todas as outras
sequéncias do sequenciamento pds-PCR da crianca e da sua mae (Fig. 17C, D e E). Este
SNP fica a quatro nucleotideos antes do sitio de inicio da transcri¢do (Fig. 19, abaixo).
Na figura, podemos observar que a crianga e a mae sao heterozigotas C/T para o alelo em

questao (C/T), enquanto a tia ¢ homozigota T/T.
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Figura 17 - Eletroferograma do sequenciamento do produto de PCR, obtido com o primer

FOXC2-5 (promotor e 5°-UTR)

Legenda: Eletroferograma na posi¢do -512 dos individuos. Os eletroferogramas A ¢ B
sdo os oriundos do sequenciamento do produto de PCR da regido promotora e 5° UTR,
clonados em TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen by Life Technology), ambos pertencem
a crianca. Em A, o alelo tipico, em B, o alelo correspondente a substitui¢do -512C>T. Os
eletroferogramas C, D e E sdao oriundos do sequenciamento p6s-PCR (ou seja, sem
clonagem) e pertencem a crianga, mae e tia, respectivamente. Observa-se que no
sequenciamento do produto de PCR nao clonado diversos picos aparecem duplicados, em
um padrdo semelhante entre as diferentes amostras, o que sugere a presencga de delegdes
ou duplicagdes. Entretanto, estas alteracdes ndo aparecem no sequenciamento do produto
da PCR clonado de 10 clones.

FONTE: Desenvolvido pela autora

A frequéncia do alelo mais raro (minor allele frequency, MAF), estimada para
algumas populagdes, com amostras somando mais de 20.000 individuos. O alelo mais
raro variou conforme a populagdo
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs34221221, acesso em abril de 2020) e pode

ser visto na Tabela 4.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs34221221

Tabela 4 - Frequéncias alélicas do alelo de menor frequéncia do rs34221221 em

diversas populacdes/Projetos

Alelo MAF Freq. N Populacional Projeto
C 0.291667 175 Norte da Suécia
C 0.309152 1385 Estonia
C 0.387001 1435 TWINSUK
C 0.388168 1496’ ALSPAC
C 0.486847 15213 GnomAD
T 0.400943 85 Vietname
T 0.401757 2012 1000Genomes
T 0.476993 59895 TOPMED

FONTE: Proprio trabalho

3.4.2. NM_005251.3(FOXC2):¢.-150C>T
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A segunda possivel mutacao observada neste estudo € uma variante de nucleotideo

unico no fragmento amplificado com o par de primers FOXC2-5 e se localiza 150 pb

antes do inicio do éxon do gene FOXC2, na regido 5’UTR do gene. Esta substitui¢ao

acarreta a troca de uma citosina por uma timina (NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T).

Essa variagdo foi encontrada em duas colonias (tanto na sequéncia Forward quanto na

Reverse) do sequenciamento oriundo dos plasmideos (Fig. 18A e B) e, além disso, ele

aparece em todas as outras sequéncias do sequenciamento pos-PCR da crianga e de seus

familiares, mas como um background (Fig. 18C, D ¢ E).
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Figura 18 - SNP2 Primer FOXC2-5 localizado a -150 pares de base do inicio da regidao
traduzida do gene FOXC2

G C G c A==C C cC T c G c C C c G G A G G C T 6 C
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Legenda: O eletroferograma na posigao -150. Os eletroferogramas A e B sao os oriundos
do sequenciamento dos plasmideos e ambos pertencem a crianga. Os eletroferogramas C,
D e E sdo oriundos do sequenciamento pos-PCR e pertencem a crianga, mae e tia,
respectivamente. Nos eletroferogramas C, D e E, podemos observar um background em
vermelho (timina). Observa-se que no sequenciamento direto do produto de PCR diversos
picos aparecem duplicados, em um padrao semelhante entre as diferentes amostras, o que
sugere a presenc¢a de delecdes ou duplicacgoes.

FONTE: Desenvolvido pela autora

Na figura 19, apresentamos as sequéncia do gene FOXC2 com as duas mutagdes

detectadas neste estudo.
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Figura 19 - Sequéncia do gene FOXC2, mostrando as mutagdes detectadas neste estudo

I EMAm
cCgaggaAAAgTARAAACTCgCTTTCAgCaagaagaBlBT Tt TOAAACT TTTCCCAATCOCTAAAAGYIJACTTUCCTCTTTTTCTYUgcTCage
JUggcaAgecgeToggaccooggegogoTgACCoTogggUotgocgAT IO TgUgTUCITUgAgaAgCoTeoTgogooocTectegegegggcey
AgUgToCACCTgggToccCAggeCgegUcgToTocgoTgggtocgcggocgocogocTgocogogotgecgocgccgggToctggagecagoga
oL [ Tr et [ {r {r {riata s [oTs (o ols [=te (o ok ofs TeTeTets 1o 0o = fats fads futael Metet-Te{n {-Reds (odate -k Aetets Lrletsts 1= frlotode (o8 e 1-1-N- s (=12 (a3e o1e ndatelus s =g Aetsls LTutnts - T0]
cgccgecgecegogeaceet oo BB cUyaAgyCTgCcaAggaAgecogggUcogeccoTocegeteceeTocTeTeCECeTotgotatetagey
CTCTCTCgCTCTCAgYgCoCCocT oot ccocoggecgcaAgTocgTgcycgagggegccgycgagecgTetagyaageageATGCAGGOGOGCT
ACTCCGTGT CCGACCOCARCGCCCTGEGAGT GGT GCCCTACCTGAGCGAGCAGAAT TACTACCGEECTGCGEGCAGCTACGECGECATGEOCAG
CCCCATGEECETCTAT I CCEECCACCCGEAGCAGT ACAGCECGEEEATGEECCECTCCTACGCECCCTACCACCACCACCAGCCCGCGECGCCT
ARGGACCTGGT GAAGC OO TACAG T ACAT OGO T CAT CACCAT GO CAT CCAGAACGUGCCCGAGAAGAAGATCACCTTGARACGEFCATCT
ACCAGTTCATCATGGACCGCTTCCCCTICTACCGEGAGAACAAGCAGGEECT GECAGRACAGCAT COGCCACARCCTICTCGCTCARCGAGTGCTT
CEICARGET GO ACGACARGAAGCCCEECARGEECAGT TACTGEACCCT GERCCCGEACT CCTACARCATGTICGAGAACGECAGCTTC
CIGCEECECCEECEEOECT TCAARAAGAAGEACGT GTCCAAGGAGAAGEAGGAGCGEECCCACCT CAAGGAGCCGOCCCCEECGECETCCARGE
FoEC e A OO CACCTAGC G GAC GO ARG GAGECCRAGARGAAGGT GG T GAT CARGAGCGAGGCEEOGTCCCCEECGCTGCOGET
CATCACCAAGETGGAGACGCTGAGCCCCGAGRAGCECEGCT GCAGEGCAGCCCGCGCAGLGCEECCTCCACGCCCGCOGECTCCCCCGRACGECTCG
CIGCCGGAGCACCACGCCGCEECECCCARCGEECTGCCTGECTITCAGCGTGGAGAACATCATGACCCIGCGAACGTICGCCEGCCGEECEGAGAGT
TGAGCCCGEEEECCEEACELGLEEECCIGEIGEI G CeC eI GECEC TG CCTACGCCGLCGLEC e CCaCCGOCTACGECCAGCCGTIGEGE
TCAGGECCTGEAGGCCGEEECCECCGEGGGCTACCAGTGCAGCATGOGAGCGAT GAGCCIGTIACACCEGEEGECCGAGCGECCEGECGCACATGIGE
GICCCGCCCECCCT GGACGAGECCCT CTCGGACCACCOGAGCGECCOCACGTCGCCCCIGAGCGCTCTCARACCTICGCCGCCGECCAGGAGGGCG
CECTCEC G CACGEECCACCACCACCAGCACCAC GG o CACCACCACCCGCAGGCEC OGO CCCoEoCaECTCOCCAGCCCCAGCCGACGCC
GCAGCCCGEEECCGCCECEECECAGGCGECCICCTIGETATCTCARCCACAGCGGGEGACCTIGAACCACCTCCCCGGCCACACGTTICGCGGCCCAG
CAGCARACTTTCCCCAACGTGCGEGAGATGITCARCTCCCACCEGECTIGEGGAT TGAGAACTCGACCCTCGEGGAGTICCCAGGTGAGTGGCARTG
COAGC TG CAGCTGCCC T ACAGAT CoACGOCECCT eI CTAT CECCACGCAGCCCCCTACTCCTACGACT GCACGAARTACT GACgTgTCCogyy
ACCTCCCCIoCoogyooogoIocgJcTiiCgoIToCCagoocoyaccCcARCCAgACAATTARYYYYCTJCAJAJACYCARAARATAAACARAACA
TgTCoCACCARACCILITCICAgaccogggayg

Legenda: Letras minusculas simbolizam as sequéncias que ndo seja parte da sequéncia
codante. Neste caso, sdo apresentadas em minusculas a 5’-UTR e a 3’-UTR e a regido
upstrem do gene.

FONTE: Desenvolvido pela autora

3.5.Analises bioinformaticas

A seguir, serdo descritas as analises de Bioinformatica desenvolvidas com o intuito
de caracterizar a repercussao funcional destas variantes. Estas andlises foram

desenvolvidas para responder perguntas especificas, conforme mostrado abaixo.

3.5.1. Como ¢ a conservacao evolutiva do gene FOXC2?

As regides conservadas evolutivamente foram analisadas pelo software
ECRbrowser (OVCHARENKO et al., 2004). Na Fig. 20), mostramos que o gene FOXC2,
bem como sua regido promotora, ¢ conservado (linha rosa acima) nas espécies

camundongo, bovino, chimpanzé, cachorro e macaco Rhesus (quadrado vermelho).



Figura 20 - Analise da conservagdo evolutiva ao longo do gene FOXC2

Legenda: Na imagem, podemos observar que a regido traduzida do FOXC2 (azul), a
regido 5'-UTR (amarelo), a regido intronica (rosa) e repeti¢des simples (verde). E possivel
visualizar que a parte antes do gene, onde estd localizada a regido promotora, ¢
conservada (linha rosa acima) em muitas espécies, bem como o exon Unico ¢ a 5’-UTR.
FONTE: Desenvolvido pela autora

3.5.2. O gene FOXC2 tem um promotor?

A literatura informa que os genes FOXC2 e FOXC2-AS1 nado teriam promotores.
Para atualizar esta informagao, foi usado o software EPDnew (DREOS et al., 2013). Este
software fornece a lista de promotores experimentalmente validados, por gene e por
espécie. Nao consta desta base de dados promotor para nenhum destes dois genes em
humanos. E interessante observar que promotores foram identificados para FOXC2 tanto

para camundongo quanto para ratos.

Para verificar a existéncia de um promotor em FOXC2 e FOXC2-AS1, foi usada
a sequéncia do gene FOXC2 com 5 kb upstrem e 5 kb downstream do gene usando-se o
software Promoter 2.0 (Knudsen, 1999). Um unico possivel promotor identificado por
este software se localiza apos a 3°’UTR do FOXC?2 e fica cerca de 5 kb upstrem do gene
FOXLI (Fig. 21).
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Figura 21 - Resultados da busca de promotores no entorno de FOXC2 usando-se o

Promoter2.0

Promoter 2.0 Prediction Results

NC_000016.10_86561829-86574728 Homo sapiens chromosome 16, GRCh38.p13 Primary Assembly, 12900 nucleotides

Position Score Likelihood

1200 9.611 Marginal prediction
2800 0.591 Marginal prediction
4000 0.631 Marginal prediction
4500 0.601 Marginal prediction
6200 0.586 Marginal prediction
7200 0.550 Marginal prediction
870@ 0.744 Marginal prediction
970 0.531 Marginal prediction
10500 0.620 Marginal prediction
1130 ©0.595 Marginal prediction
12000 ©.578 Marginal prediction
12700 1.120 Highly likely prediction

Legenda: Observe que o unico promotor identificado fica cerca de 5 kb downstream odo
gene FOXC2.
FONTE: Desenvolvido pela autora

O resultado da analise da regido promotora através do software Gene2Promoter
(Genomatix;
https://www.genomatix.de/online_help/help eldorado/Gene2Promoter Intro.html) pode
ser visto na Fig. 22. Nessa figura, podemos observar que este software identifica uma
regido promotora com 1101 pb, localizada em Chr16:86566251-86567351 (GRCh38.p7).
As duas mutagdes encontradas neste trabalho estdo situados dentre esse intervalo. Na

figura 23 € mostrado o promotor na sequéncia do FOXC2.


https://www.genomatix.de/online_help/help_eldorado/Gene2Promoter_Intro.html
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Figura 22 — Analise, usando o Gene2Promoter, da regido promotora do gene FOXC2

forkhead box C2
q FOXC2 (GenelD:2303)
Homo sapiens

Synonyms: FKHL14, FOXC2, LD, MFH-1, MFH1 GXP_107719 (+)
f23{)36 GRCh38 GXL_89997 86566251-86567351
ound on: v (1101 bp)
C%:;omb?éoumfogfe = View this locus in GenomeBrowser
g NG « Detailed annotation in ElDorado 2 coding ftranscripts
.
More Gene Info

Save promoter sequences as file: Mlsequences.seq

Legenda: Imagem gerada pelo Gene2Promotor onde podemos observar informacdes do
gene FOXC2 como dados sobre o promotor, locus e transcritos.
FONTE: Desenvolvido pela autora
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Figura 23 - Promotor do gene FOXC2, conforme identificado pelo G2Promoter

gcggatgatctaccgaattocccgegaattoggaggattaagttgtcagtcagecacgttgetacctteccotctatgeactecgetgectgget
cctcoggcggggagegagggaaactcagtttgtagggtttacctoctaaaacctcgataggttateccttgacgaccccgagectggaaactecctyg
TTgatgaATtTaAATTATTTgATTAAATAAQTATAACATCCAQUATgAgUCCCTgCCaAtTCCaAATCCAgegCgTtitgCetttgaatcCattacacctyyg
gcccccataattaggaaatctaattattcgettcatcactcattaataagaaaaatgtoccaggatcattgetacttacaaggtectttgggaga
gatattttactctattaatccattctattttatatttcaaattgattttttttaacagaggaaagtggctatotttttgttttgggcatgtggg
cccattcaccaaaatgtgatcataaaataaattttaataagatataactttttaaaaagttttcaagtgaagacggagtcgecgcggaggccygg
ggcggcggggtettagagecgacggattectgegetectegeccegattggcgececgactecteteagetgecgggtgattggetcaaagtteeg
[ RNAm

ggagggggcgtqgcccgaggaaagtaaaaactcgctttcagcaagaagamttttgaaacttttcccaa‘tccctaaaagggacttggcctctt
tttctgggctcageggggcagecgeteggaceccggecgegetgaccecteggggctgeccgattegetgggggcttggagagecctectgecgeccet
cctegegegggccgagggtecacctgggtececaggccgeggegtotecgetgggtecgeggecgeccgectgecegegetgecgecgeegggt
cctggagccagcgaggagecggggeccggecgectgegecttgooccggggegogeccteccaggatgecgatcocgecccggteccgectgaaagecgogocgcce
ctgctcggeccgagegocgecgecccgegeacectegegltccggaggctgeccaggageccggggccgecceteccgetecccteectoteccect
ctggctototegegotctotegetotcagggecccoctegetecccecggecgcagtecgtgogegagggcgecggecgagecgtectcggaagcag
cATGCAGGCECECTACTCCGTIGTCCGACCCCAACGCCCTGGEAGTGETGCCCTACCTGAGCGAGCAGAATTACTACCGEGCTGCGGECAGCTAC
GGECGECATGECCAGCCCCATGGECGTCTATTICCEGGCCACCCGGAGCAGTACAGCGCEGEEEATGGECCGCTCCTACGCGCCCTACCACCACCACT
AGCCCGCGECECCTARAGGACCTGGTGAAGCCECCCTACAGCTACATCGCGCTCATCACCATGEGCCATCCAGAACGCGCCCGAGARGARAGATCAC
CITGARCGGCATCTACCAGTTICATCATGGACCGCTTCCCCTTICTACCGGGAGAACAAGCAGGGCTGGCAGRACAGCATCCGCCACAACCTCICG
CTCAACGAGTGCTTCGTICAAGGTGCCCCGCGACGACAMGAAGCCCGGCARGEGCAGTTACTGGACCCTIGGACCCGGACTCCTACAACATGTITICG
AGARCGGCAGCTICCTIGCGGCECCEEUEGCECITCARARAGAACGGACGTCTCCARGCGAGRAGCGAGGAGCGEGCCCACCTCARAGAGCCGCCCCCG
GCEGECGTCCARGGGECECCCCGECCACCCCCCACCTAGCGEACGCCCCCARGGAGEGCCGAGARGARGETGGTGATCARGAGCGAGGCEGCETCCC
CGGCGCTGCCGGTCATCACCARGGTGGAGACGCTGAGCCCCGAGAGCGCGCTGCAGGGCAGCCCGCGCAGCGCGGCCTCCACGCCCGCCGGCTIC
CCCCGACGGCTCGCTGCCGGAGCACCACGCCGCEGGCGCCCARCGGGECTGCCTIGGCTTICAGCGTGGAGARCATCATGACCCTGCGRAACGTCGCCG
CCGGGCGGAGAGCTGAGCCCGGEEGGCCEGACGCECEEECCIGETIGETGCCGCCGCTGGCECTEGCCCTACGCCGCCGCGCCGCCCGCCGCCTACG
GCCAGCCGTGCGCTCAGGECCTGGAGECCGEEGCCECCEEGEGCTACCAGTGCAGCATGCCGAGCCGATGAGCCTGTACACCGGEGCCGAGCGEECC
GGCGCACATGTGCGTCCCGCCCGCCCTGGACGAGGCCCTICTCGRACCACCCGAGCGECCCCACGTCECCCCTGAGCGCTCTCAACCTCGLCGCC
GGCCAGGAGGECGECECTCGCCGCCACGGGCCACCACCACCAGCACCACGGCCACCACCACCCGCAGECGECCGECCGCCCCCECCGGCTCCCCAGT
CCCAGCCGACGCCGCAGCCCGBEEECCECCECEECECAGRCGECCTICCTGETATCTCAACCACAGCGEGGACCTGAACCACCTCCCCGGCCACAC
GTTCGCGGCCCAGCAGCARACTTITCCCCARCGTGCGGGAGATGTTCARCTCCCACCGGCTGEEGATTGAGRAACTCGACCCTCGGGEGAGTCCCAG
GTGAGTGGCAATGCCAGCTGCCAGCTECCCTACAGATCCACGCCGCCTCTICTATCGCCACGCAGCCCCCTACTCCTACGACTGCACGARATACT
GAcgtgtcocgggacctoocctecceggeccgeteeggettegettcocageccecgacccaaccagacaattaaggggetgcagagacgcaaaa
aagaaacaasaacatgtccaccaaccttttctcagacccgggag

Legenda - O promotor previsto usando o Gene2Promotor estd sublinhado. Além disto,
estdo marcadas as mutacoes identificadas neste estudo, o sitio de inicio da transcri¢do ¢ o
sitio de inicio da tradugdo. O exon Unico ¢ apresentado em letras maitisculas. Em letras
minusculas estdo a regido upstrem do gene, que inclui o promotor proposto, a regido 5’-
UTR, e parte da regiao 3’-UTR.

FONTE: Desenvolvido pela autora

A andlise feita com o Gene Promoter Miner a fim de procurar sitios de ligacao
conhecidos, como TATA box, GC box, CCAAT box entre outros, nos permitiu predizer
que, com a mutagdo do SNP2, um CG box ¢ perdido; ele existia na referéncia (C), mas ¢é

perdido com mutacgao (T), conforme pode ser visto na Figura 24.
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Figura 24 - Analise do impacto da mutacdo NM_005251.3(FOXC2):¢c.-150C>T de sitios

de ligacdo mais comuns

<13 5 A i 5 B
DNA Stability gdll DHA Stability gadll

kealael =30 L kcalsmel =30 L

i oo N x Hoosd N =
GC Ratio A JUA A GC Ratio A A y
AT TR laf

S0 Sig
GCx 0 GCx O
Transcription &M 350 1 350
Factor Factor
i 350 1, 350

TATA box
CCAAT box CCAAT box

R B RLLE = GC box .
Type: GC box

GC box
OR Pattern 1, Location: 146~151 1, 350

Strand: -
Sequence: CGGGGC

TATA box

Legenda: Pode-se observar na imagem A que na referéncia existe uma GC box, quando
ocorre a mutagdo, observamos em B que esse GC box que existia ¢ perdido.
Fonte: Desenvolvido pela autora

3.5.3. Neste estudo, existe evidéncia para mutacdes causadas pelas

repeticoes GCCGCCGC?

Ao longo o estudo, foi analisada a qualidade do sequenciamento para a regiao
900-920 pb do gene FOXC2, que ¢ um possivel “hot spot” descrito na literatura,
entretanto, nenhuma mutacdo foi observada. Esse “hot spot” tem sido atribuido ao
elemento repetitivo de DNA as GCCGCCGC (MANSOUR, BRICE, JEFFERY;
MORTIMER, 2012). Investigamos entao esse elemento ao longo do sequenciamento (par
de primers FOXC2-2) e foi observado que ele aparece quatro vezes no gene sem nenhuma
mutag¢do ao redor. O ntimero de repetigdes GCCGCCGC identificadas ao sequenciamento
(quatro vezes) na regiao 900-920 pb ¢ igual ao da sequéncia normal do gene. Além disso,

este elemento GCCGCCGC também aparece duas vezes na regido promotora, sendo uma
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dessas proxima ao NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>TSNP 2. Nesta regido, também nao

foi observada alteragao.

3.5.4. NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T afeta sitios de ligacao de

fatores de transcricao?

Andlises do impacto funcional da variante NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T
foram realizadas através do Matlnspector e indicaram, que essa mutagdo produz a adi¢ao
de um novo sitio de ligacdo de fatores de transcri¢do, ETS Variant Gene 4 (ETV4), que
ndo existe na sequéncia de referéncia. Em contrapartida, o software indica a perda de
alguns sitios de ligacao de fatores de transcricdo, que existem na sequéncia de referéncia:
EST Variant Gene 5 (ETVS5, também conhecido como ERM — ETS-Related Molecule),
Zinc Finger Protein 658 (ZNF658), Transcription factor AP-2 alpha (TFP2A) e Negative
Glucocorticoid Response Element (nGRE); os outros sitios de ligagdo permanecem
inalterados com a mutagdo. As adicdes e perda desses sitios na presenga ou ndo da

mutacao podem ser observados na Tab. 5.

Tabela S - Sitios de reconhecimento de fatores de transcricdo observados na presenga
do alelo da referéncia e do alelo mutado

Sitios de Referéncia Mutagao
Ligacao C T
ETV4 X

ETVS5 X
ZNF658 X
TNP2A X
X

nGRE

Legenda: O X representa a presenca do gene.

FONTE: Proprio trabalho
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3.5.5. A mutacio NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T afeta um G-

quadruplex?

A regido do gene FOXC2 apresenta um conteido GC muito alto e € muito rica em
sequéncias de guaninas ou de citosinas. Esta mutagdo altera uma sequéncia de quatro
citosinas. Em fun¢do disso, investigamos se a mutacdo NM_ 005251.3(FOXC2):c.-
150C>T afetaria um G-quadruplex. A anélise feita com o Greglist (ZHANG E ZHANG,
2008;), a fim de saber se o gene FOXC?2 possivelmente ¢ regulado por G-quadruplexes e
qual a sua localizacdo, nos permitiu saber a presenga de um G-quadruplex conforme pode
ser visto na Figura 25. Esse G-quadruplex esté localizado a -133 pares de base do inicio
da tradugdo do gene. A mutacdo NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T se localiza perto

desse G-quadruplex, mas ndo estd inserida nele, como pode ser visto na Figura 26.
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Figura 25 - Predi¢do de G-quadruplexes usando o software Greglist

Mdﬂfﬂbﬂsc of G-quadruplex regulated genes
STATISTICS | RESOURCE CITATION CONTACT HELP

Ensembl ID
foxc2 GO Organism
Gene Name
RefSeq ID
No. of G4
Distance to TSS
G4 Sequence
No. of G4 on
complementary
strand
Distance to TSS
G4 Sequence

ENSG00000176692
Homo sapiens
FOXC2
NM_005251

0

1

133
CCCGRGGCCGCCCCTCCCGCTCCCCTCCTCTCCCCC

skeletal development
ossification

patterning of blood vessels
metanephros development
ureteric bud development
kidney development
lymphangiogenesis

blood vessel remodeling

DNA binding

transcription factor activity
nucleus

transcription

Legenda: Resultado obtido pelo software Greglist (ZHANG; ZHANG, 2008) informando

a presenca de um G-quadruplex que possivel

mente regula o gene FOXC2.

Podemos observar os nucleotideos, que compdem a sequéncia dessa estrutura, tamanho e
localizag¢do dela no gene FOXC2, bem como outras informagdes sobre o gene. Este G-
quadruplex, entretanto ndo coincide com a mutagao nova descrita aqui.

Fonte: Desenvolvido pela autora
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Figura 26 - Localizagao do polimorfismo em relagdo ao G-quadruplex
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Legenda: Localizagdao da mutagdo (NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T) representado em
rosa ¢ da estrutura do G-quadruplex representado em azul-arroxeado no decorrer da
5’UTR do gene FOXC2. Podemos observar que o G-quadruplex e o Polimorfismo estao
préximos, mas que o Polimorfismo ndo esta inserido na sequéncia desse G-quadruplex.
Fonte: Desenvolvido pela autora

A analise feita com o G4Hunter (Brazda et al., 2019), a fim de predizer os possiveis
G-quadruplex ao longo gene FOXC2 e comparar se com a mutacao haveria mudangas em
algum desses G-quadruplex, nos permitiu inferir que existem 24 possiveis G-quadruplex
na sequéncia original do gene e que um deles ¢ perdido com a mutacdo conforme pode
ser visto na Figura 27. Entretanto, a evidéncia favorecendo a existéncia deste G-
quadruplex (z=-1,065) ¢ menor do que o limiar proposto pelo programa (z=1,4). Neste
caso, o sinal ¢ negativo, pois a sequéncia de Gs se encontra no RNAm de FOXC?2 ou na

fita de DNA que codifica FOXC2-AS]1.
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Figura 27 — Resultados da analise feita com o G4Hunter, da sequéncia do gene FOXC?2

e da sequéncia mutada

542

Analysis settings Analysis results Export CSV Sequence info A
Window size: 25 & Individual | @ Grouped FOXC2
Threshold: 1,2 Frequency: 7,9 / 1000 bp -- 3.054 bp
GC: 1913 (62,6%)
~ Position = Length Sequence Score chart = G4Hunter score
< (abs)
S5 25 Q  GGGAGGGGGCGTGGCCCGAGGAAAG 1.2 m
195 27 Q TCGGGGCTGCCGATTCGCTGGGGGCTT 1,111 m
438 25 Q  CCCGAGCGCCGLCGLCCGCGCACCC -1,24 m
I 443 31 Q@ GCGCCGCCGCCCGCGCACCCTCGACECGGAG ) -1,065 ml
484 49 Q  GCCCGGGGCCGCCCCTCCCGCTCCCCTCCTCTCCCCCTCTGGCTCTCTC -1,265 m
542 4 Q CGCTCTCAGGGCCCCCCTCGCTCCCCCGGCCGCAGTCCGT = -1,025
Analysis settings Analysis results Export CSV Sequence info B
Window size: 25 & Individual | & Grouped Polimorfismo
Threshald: 1,2 Frequency: 7,5 / 1000 bp - - 3.054 bp
GC: 1912 (62,6%)
~ Position % Length Sequence Score chart % G4Hunter score
% (abs)
55 5 @ GGGAGGGGGCGTGGCCCGAGGAAAG 12 m
195 271 Q TCGGGGCTGCCGATTCGCTGGGGGCTT 1,111 m
438 25 Q CCCGAGCGCCGCCGCCCGCGCACCC -1,24 m
484 49 Q GCCCGGGGCCGCCCCTCCCGCTCCCCTCCTCTCCCCCTCTGGCTCTCTC -1,265 m

629

40

26

Q CGCTCTCAGGGCCCCCCTCGCTCCCCCGGCCGCAGTCCGT -

Q  TACTCCGTGTCCGACCCCAACGCCCT

-1,025

-1,192

Legenda: Na figura, podemos observar os possiveis G-quadruplex da sequéncia do gene
FOXC2 (Figura A) e da sequéncia com a mutagao NM 005251.3(FOXC2):¢c.-150C>T
(Figura B). Podemos observar que na sequéncia do gene tem 24 possiveis G-quadruplex

(quadrado vermelho figura A) enquanto na sequéncia mutada tem apenas 23 (quadrado
vermelho figura B), mostrando assim a perda de um possivel G-quadruplex (quadrado
azul). Esse quadruplex que ¢ perdido contém o polimorfismo estudado (quadrado verde),
entretanto o escore deste G-quadruplex € baixo (G4Hunter score).
Fonte: Desenvolvido pela autora
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4. DISCUSSAO

Existem diversas mutagdes causadoras de LDS descritas na literatura (Tab. 1 e 2).
Familias distintas apresentam um padrao proprio de mutagdo, entretanto, esse padrao
pode ser repetido em outras familias. Essa heterogeneidade de mutagdes gera,

consequentemente, diferentes efeitos na proteina.

Identificagdo da mutagdo, que causa LDS, ndo ¢ uma tarefa facil — devido a
heterogeneidade mencionada anteriormente — exigindo assim uma investigacao total do
gene, bem como de sua regido promotora e regides 5’-UTR e 3’-UTR. Para isso, ¢
necessario um eficiente sequenciamento a fim de buscar inser¢des, delecdes, duplicagdes,
SNPs e/ou polimorfismos. Além disso, toda possivel mutacao deve ser confirmada e

estudada em bases de dados para garantir a veracidade do diagnostico.

No presente estudo, foram sequenciados os amplicons obtidos usando-se mesmos
primers usados por Erickson e colaboradores (2001) e, a qualidade do sequenciamento
dentro do exon Unico foi boa. Realizou-se inspe¢ao visual de todas sequencias de todos

individuos, entretanto ndo foi encontrada nenhuma alteragdo nesses fragmentos.

Além disso, desenvolvemos pares de primers para cobrir parte do promotor, 5’-
UTR e 3°-UTR (primers FOXC2-4 e FOXC2-5). O sequenciamento direto dos produtos
de PCR gerou sequéncias de baixa qualidade. Inicialmente, pensamos que poderia ser
explicado por uma insercao, dele¢do ou duplicagdo nesta regido. Consequentemente, os
produtos de PCR foram clonados e, posteriormente, sequenciados, apresentando apds
esse processo a qualidade necessaria. Nenhuma INDEL foi detectada na regido coberta
pelo sequenciamento, sugerindo que o background detectado no sequenciamento direto
seria artefato de PCR. Causas poderiam ser o alto conteido GC e a existéncia de
repeticoes frequentes, que poderiam levar os primers a se anularem em outros lugares
dentro do gene, apesar de termos tentado evitar isto, confeccionando os primers com um
programa de computador (PRIMER3). Ou seja, o sequenciamento de produto de PCR
destas regides sugere repetidamente insercoes, delegdes e duplicacdes, mas estas nao

aparecem no sequenciamento do produto clonado.

A variante NM_005251.3(FOXC2):¢c.-512C>T (rs34221221) ja foi encontrado em
outro estudo. Ela estava presente em todos os membros de uma familia que tinha seis

afetados por LDS, que também tinham doenga renal (quatro dos seis afetados por LDS)



64

e diabetes tipo II (trés dos seis afetados por LDS). Além do SNP, no qual todos os
membros eram homozig6ticos para o alelo T, uma outra mutagao foi encontrada nos seis
membros afetados, uma inser¢do de adenina na posicdo 1006 do gene FOXC2
(GRCh38.p7). Os pesquisadores sugeriram que ambas as mutacdes — tanto a inser¢ao
quanto o polimorfismo — resultassem no fendtipo de LDS, da doenga renal e da diabetes

(YILDIRIM-TORUNER et al., 2004).

Esta mutacdo ¢ um SNP ja descrito (rs34221221), localizado na posicao
Chr16:86566824 (GRCh38.p7), e esta associado a um aumento de RNAm e expressao
proteica no homozigoto T/T, quando comparado ao heterozigoto e ao homozigoto C/C,
além de um aumento da atividade transcricional do mutante comparado ao genotipo

selvagem (SURENDRAM et al., 2014).

Esse polimorfismo, embora seja comum e funcional, também vem sendo estudado
para doencas cardiovasculares (DCV). Surendram e colaboradores (2014) estudaram a
presenca do variante NM_005251.3(FOXC2):c.-512C>T em pacientes com DCV e
controles, e perceberam que esse SNP estava associado ao aumento da susceptibilidade
de DCV. Para chegarem a essa conclusdo, eles observaram um aumento de RNAm e
expressdo proteica no homozigoto T/T quando comparada a do heterozigoto, e este
quando comparada a do homozigoto C/C, além de um aumento da atividade transcricional
do mutante comparado ao gendétipo selvagem. Os resultados desse estudo sugerem que a
presenca do alelo T do FOXC?2 resulta em uma superexpressdo do gene, principalmente
em homozigose, através do aumento do RNAm e da concentragdo de proteina
(SURENDRAM et al., 2014). Podemos observar, em nossos resultados, o padrao de
heterozigose para o polimorfismo NM 005251.3(FOXC2):¢c.-512C>T nos individuos da
familia, entretanto, estudos de expressdo nao foram realizados para avaliar o padrdo de

expressdo da familia estudada.

O segundo polimorfismo identificado neste estudo, (NM_005251.3(FOXC2):c.-
150C>T), causou a alteracdo (abolicdo ou criacdo) no sitio de reconhecimento de alguns
fatores de transcricdo, além da perda de um GC box. Andlises de G-quadruplex foram
feitas, para esse polimorfismo, e observamos a perda de um possivel G-quadruplex, mas

como o score dele era baixo, essa alteragdo foi considerada de significado incerto.

Uma outra evidéncia de funcionalidade vem do efeito da mutagdo

NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T sobre o sitio de ligagao de fatores de transcri¢ao. Os
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fatores de transcrigdo, que tiveram possiveis sitio de ligacao alterados foram ETV4,
ETVS5, ZNF638, nGRE e TFAP2A. ETVS foi descrito como sendo expresso
exclusivamente em células de Sertoli em testiculos e necessario para a autorrenovagao
das espermatogonias (CHEN et al., 2005). Entretanto, base de dados de expressao
apontam para expressao em diversos tecidos (GTEX; GTEx Consortium, 2015). Além
disto, tem sido associado a agressividade de tumores (MUS et al,., 2020) ZNF658 ¢ um
regulador da transcricdo dependente de zinco, que se liga a uma sequéncia de DNA
palindrémica — e tem um duplo papel, reprimindo a expressdao de genes envolvidos na
homeostasia de zinco e na regulagdo do processamento de RNAr (OGO et al, 2015).
Entretanto, ndo ha evidéncia do envolvimento dos sitios de ligagdo ETV5 e ZNF638 com
a expressdao de FOXC?2, portanto, ndo se pode afirmar o que as perdas desses dois sitios

causem uma alteragao na expressao do gene.

O TFAP2A ¢ um fator de transcri¢do, que reconhece uma sequéncia especifica para
ligacdo de regides do DNA ricas em CG, presente nas regides reguladoras de varios genes,
e o recrutamento da maquinaria de transcricdo (WILLIAMS; TIJIAN, 1991).
Considerando que o FOXC2 possui uma ilhota de CpG, que se estende da regido
promotora até a regido codificadora, e que a mutagdo causa perda do sitio de
reconhecimento desse fator de transcri¢ao, pode-se inferir que esta perda pode levar uma
alteracdo na expressao desse gene, podendo até levar a uma possivel diminuigdo da sua
expressao. TFAP2A est4 associada a transi¢do epitélio mesenquimal e consequentemente
ao processo de metastatizagdo (DIMITROVA et al., 2017). Os resultados deste estudo
ainda sio um pouco conflitantes. E possivel que dependendo da interagdo com outros
genes ou com tratamentos, TFAP2A possa atuar tanto estimulando quanto inibindo a

transi¢do epitélio mesenquimal.

O receptor de glicocorticdide funciona como um fator de transcri¢do dependente do
ligante que regula a expressao de genes responsivos a glicocorticoéides de forma positiva
(GRE — Glucocorticoid Response Element) ou negativa (nGRE) e, cada tipo de resposta
¢ de responsabilidade de sitios de ligacdo diferentes (CHARMANDARI, 2011;
DOSTERT; HEINZEL, 2004). O receptor de glicocorticoide é expresso em quase todas
as c¢lulas do corpo e regula genes que controlam a resposta imune, o desenvolvimento e
o metabolismo (HUDSON et al., 2013). E interessante observar que o nGRE identificado
neste estudo se encontra na fita complementar a do FOXC?2, ou seja, onde ¢ codificado o

FOXC2-AS1. Sendo assim, a ligacdo de glicocorticoides ao nGRE inibiria a sintese de
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FOXC2-4S1. Um mecanismo frequente de regulagao em genes, que possuem um RNA
antissense ¢ ambos os genes sejam transcritos simultaneamente, o que permitiria a
formagao de RNAs de dupla fita, que seriam encaminhados para degradacdo. Entretanto,
foi demonstrado que FOXC2-ASI estimula a expressio de FOXC2. Portanto, esta
hipotese permitiria prever, que a aboli¢ao deste nGRE manteria FOXC2-4S1 e FOXC2
ativos. Desta forma, a crianca e sua mae teriam duas mutagdes diferentes, que poderiam
aumentar a expressdao de FOXC2. Esta hipotese ¢ bastante especulativa, porque nGREs
sdo frequentes ao longo do genoma e a maioria deles provavelmente ndo ¢ funcional.
Também permitiria investigar a contribui¢ao de FOXC2-AS1 para a regulagao de FOXC?2
e os mecanismos, que vinculam FOXC2 a inflamagdo, ¢ uma hipdtese que merece
investigagdo posterior. FOXC2-AS1 apresenta expressdo aumentada nas células da
musculatura lisa vascular e foi sugerido que promova a proliferagao celular, a migracao
e iniba a apoptose (WANG et al., 2020). Estes mecanismos seriam baseados no aumento
de expressdo de FOXC2-AS1, que levaria a um aumento de expressdo de FOXC2 e que
este, por sua vez estimularia a via da NOTCH, que estimula a proliferacdo celular. (CHA

etal, 2016; CHA et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

Além disso, esta variagdo proporciona ganho do sitio de reconhecimento do fator
de transcricdo ETV4. Este ganho pode promover um aumento da expressdao do FOXC2,
uma vez que estudos mostraram que esse sitio de ligacdo pode ativar os promotores por
10 a 20 vezes de varios genes, geralmente associados a metastase e invasao de células
tumorais (HIGASHINO ET AL. 1995). Considerando que FOXC2 estd associado a
proliferacdo celular, incluindo a capacidade de metastizag@o de células cancerosas, pode-
se inferir que esse ganho de fun¢do poderia aumentar a expressao do mesmo (MANI et
al., 2007). ETV4 participa de diversas vias metabolicas relacionadas as desregulagdes
funcionais que levam ao cancer, incluindo vias da MAPK, RET, WNT/cataninas, entre
outras de acordo com KEGG (Ogata et al., 1999). ETV4 tem sido relacionado ndo s6 ao
risco de canceres especificos, como também da agressividade destes canceres (revisto por
Hsing et al., 2019). E importante salientar que ETV4 e ETV5 sdo expressos em diversos
tecidos e suas fungdes parecem bastante superponiveis. Desta forma, ndo ¢ possivel
prever se a criagcdo de um e a aboli¢do do outro afetariam significativamente o padrdo de

expressao de FOXC2, o risco de cancer ou a agressividade dos tumores.

Tavian e colaboradores (2016) avaliaram seis pacientes com diferentes mutagdes

em FOXC2 descritos anteriormente (Michelini et al., 2009). Dos seis pacientes, quatro



67

possuiam linfedema e distiquiase. Tavian e colaboradores queriam saber quais as
consequéncias funcionais que cada mutacdo causava através de um ensaio de Luciferase
Reporter. Trés das seis mutagdes estudadas apresentaram aumento da atividade
transcricional, ou seja, ganho de funcao da proteina FOXC2, e esses pacientes tinham
LDS. Com base nesse ensaio, os pesquisadores sugeriram que tanto ganho como perda de

fun¢do da proteina FOXC2 podem causar LDS (TAVIAN et al., 2016).

Em sintese, NM_005251.3(FOXC2):¢.-512C>T foi associado a aumento dos niveis
de expressao de FOXC2 e niveis mais altos de expressao desta proteina podem se associar

a LDS (SURENDRAM et al., 2014; TAVIAN et al., 2016).

A segunda variante detectada neste estudo estd sendo descrita pela primeira vez.
NM 005251.3(FOXC2):c.-150C>T mapeia na 5’-UTR de FOXC2. Muitos dos estudos,
que desenvolveram triagem de mutagdes em FOXC2 em pacientes com LDS, usaram os
primers descritos por Ericson e colaboradores (2001), que cobriam apenas parte da 5’-
UTR deste gene para investigar o efeito desta mutagdo. Para investigar o efeito desta
mutagdo, usamos andlises de Bioinformatica. Uma vez que FOXC2 ndo possui um
promotor tipico e é descrito na literatura como um gene sem promotor, buscamos
inicialmente identificar este promotor. Dos softwares testados, apenas Gene2Promoter
identificou um promotor. Trata-se de um promotor atipico, que se estende por 1101 bp e

que inclui parte da 5°-UTR do gene.

Na sequéncia, procuramos por elementos tipicos de promotor. Usando a sequéncia
sem mutacdes, foi possivel averiguar que este gene nao tem uma TATA-box ou uma

CAAT-box tipica. A mutagdo NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T abole um GC-box.

NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T interrompe uma sequéncia de quatro citosinas.
Consequentemente, avaliamos a hipdtese de o efeito desta mutacdo ser mediado por
mudangas na estrutura tridimensional da Cromatina, em nivel de DNA, ou seja, na fita
complementar do gene, ou em nivel de RNA. Esta mutacdo abole um G-quadruplex,
entretanto, o escore deste G-quadruplex, embora relativamente alto, ndo ultrapassa o
limiar de positividade colocado pelo software usado. Este assunto € relativamente novo,
e consideramos que esta hipotese deva ser reavaliada, a medida que se tenha mais

informagao sobre este tipo de elemento.

A primeira hipotese juntamente com alguns artigos da literatura sugerem que a

mutagdo NM 005251.3(FOXC2):c.-150C>T pode aumentar a expressdo do gene
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FOXC?2, através do ganho de sitio de reconhecimento do fator de transcri¢ao ETV4, e que
esse aumento da expressao ¢ plausivel culminar em LDS. Ja a segunda hipotese ¢ a outra
alteracdo que esta variante causaria a perda de um possivel GC box, um sitio promotor
importante, ¢ a perda deste sitio pode fazer com que o FOXC2 ndo seja expresso a partir

deste alelo, e com a perda de fungdo culminar na sindrome estudada.

Entretanto, a pesquisa das muta¢des em FOXC?2 associadas a LDS demonstradas
nas tabelas 1 e 2 do presente trabalho sugere que as alteracdes, predominantemente
substituigdes de um aminoacido por um stop codon ou inser¢ao/delecdo de nucleotideos
nao multiplos de trés, causem alteragdao da proteina e ndo perda ou ganho de expressao
do gene. E além disso, seria necessarios estudos de expressdo para avaliar a

superexpressao ou diminuicdo da expressao do gene causada pelas variantes genéticas.

Uma limitagao importante deste estudo foi o pequeno niimero de sequéncias obtidas
através do produto de PCR do primer FOXC2-4 ser clonado. Este fragmento inclui os
codons finais e a 3'-UTR do gene. As sequéncias geradas a partir dos produtos de PCR
ndo clonado dos trés afetados sugere a presenga de uma inser¢ao ou de uma duplicacao.
Por outro lado, como se trata da 3’-UTR, uma inser¢ao ou duplicagdo nesta regido pode
ser desprovida de significado. Além disto, ndo ¢ raro encontrar-se sequéncias pos-PCR
de baixa qualidade, portanto, a ma qualidade da sequéncia pode nao ter significado. Apos
a clonagem do produto da PCR gerado para a amostra da crianca afetada, apenas duas
sequéncias foram obtidas, mas estas ndo evidenciaram qualquer alteragdo, sugerindo que

a sequéncia seja de fato normal na regido.

Este estudo abre uma série de perspectivas. A mutacao nova descrita aqui tem alto
potencial de repercussdo e deve ser investigada em estudos funcionais. Este gene
apresenta dificuldades, como o alto conteudo GC e a presenca de um anti-sense, a falta
de informacgdes sobre a regido promotora,, muitos possiveis G-quadruplex — ¢ a falta de
informagao na literatura sobre mutacdes fora da regido codificante causando LDS, para
que fosse possivel compararmos com os nossos resultados. Ao longo deste estudo, nos
chamou atengao a falta de informacgdes sobre FOXC2-AS1. Muitas das mutacoes descritas
na literatura também o afetam, mas seu papel no desenvolvimento da LDS nao tem sido

apropriadamente estudado.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo, descrevemos a triagem de mutagdes no gene FOXC2 em membros de
uma familia na qual estd segregando a Sindrome Linfedema-Distiquiase. Nenhuma
mutacao foi identificada na regido codificadora. Duas mutag¢des foram identificadas neste
estudo, ambas potencialmente regulatorias: NM 005251.3(FOXC2):c.-512C>T e
NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T. Através do sequenciamento de produtos de PCR
clonados, foi possivel identificar que estas mutagdes se encontram em trans. Como ambas
se encontram upstrem ao inicio da traducdo, buscamos identificar o promotor de FOXC2,
que ainda ndo havia sido descrito na literatura ou em bases de dados. Usando
G2.Promoter, foi possivel identificar um promotor atipico, com 1101 pares de bases, que
se estende 1000 bp acima do sitio de inicio da transcri¢do e invade a 5°-UTR. Elementos
tipicos de promotor (TATA-box, CAAT-box) ndo foram identificados, mas um GC-box,
presente no alelo selvagem ¢ abolido pela mutagdo NM_005251.3(FOXC2):¢c.-150C>T.
Também foi previsto, que esta mutagdo abole um G-quadruplex, mas o escore, embora
alto, ndo ultrapassa o limiar estabelecido pelo programa usado (G4Hunter).
NM_005251.3(FOXC2):c.-512C>T se localiza no promotor e afeta um nucleotideo
quatro posi¢des acima do sitio de inicio da transcri¢do. Trata-se de uma variante genética
conhecida, um SNP (rs34221221), para a qual foi descrito aumento dos niveis d¢ RNAm
e de proteina em pacientes com Sindrome  Linfedema-Distiquiase.
NM_005251.3(FOXC2):c.-150C>T foi descrita pela primeira vez neste trabalho.
NM 005251.3(FOXC2):c.-150C>T. Esta mutacdo também abole o sitio de
reconhecimento de outros fatores de transcricdo (ETVS, ZNF638, TFAP2A e nGRE) e
cria um sitio (ETV4). Este conjunto de modificagdes sugerem que esta mutagdo seja
patogénica, embora com base nos dados que dispomos até o momento, nao seja possivel
responder se h4d aumento ou diminui¢ao da expressdo de FOXC?2. Estas mutagdes afetam
também o intron de FOXC2-4S1, mas ndo identificamos evidéncia especifica de impacto
funcional para este transcrito. Os achados deste estudo reforcam a necessidade de se
incluir as regides upstrem e downstream dos genes nos estudos de triagem de mutagdes

em disturbios monogénicos.
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