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RESUMO

A epiderme dos mamiferos é constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
formado por um processo finamente regulado de diferenciacdo dos queratindcitos que
culmina na formacéo da epiderme madura. A camada mais externa desse tecido, conhecida
como stratum corneum, possui importante funcdo de impermeabilizacdo e é constituida por
queratindcitos mortos e anucleados chamados de cornedcitos. Os cornedcitos contém
filamentos de queratina justapostos aos quais se interpde o envelope corneo celular. Essa
estrutura contribui para a fungéo protetora da epiderme e é composta por uma bicamada
lipidica externa e uma camada protéica interna, essa Ultima constituida de diversas
proteinas, dentre elas a loricrina. A loricrina € uma proteina basica altamente insoltvel e rica
em glicina, serina e cisteina. Possui papel estrutural chave para a funcdo do envelope
cérneo celular, compreendendo de 70% a 85% de sua massa total. O gene codificante
dessa proteina esta localizado na regido 1g21.3 e possui dois éxons, sendo apenas o
segundo codificante. Inser¢des Unicas de pares de bases herdadas de maneira dominante ja
foram descritas nesse éxon e causam diferentes anormalidades na pele. Essas mutagfes
provocam uma substituicdo na sequéncia c-terminal da proteina, além de aumentar o
tamanho da mesma em 22 residuos. N&o existe correlagdo genotipico-fenotipica
evidenciada. Os fendtipos observaveis sao hiperqueratose palmoplantar difusa com
psedoainhum, ictiose, eritroqueratodermia e a caracteristica conhecida como “bebé colédio”,
que mais tarde evolui para um eritrodermia ictiosiforme. A loricrina mutante se acumula no
nuacleo e interfere nos processos de multiplicacdo e apoptose dos queratinécitos. O
tratamento é feito com administracdo de queratoliticos e retindides e remocao cirargica do
pseudoainhum. No presente estudo, foi realizado sequenciamento dos dois éxons do gene
loricrina de individuos pertencentes a uma familia de Minas Gerais. A familia € composta por
duas irmas adolescentes clinicamente suspeitas de possuir a doenca e o0s pais, ambos
normais. H&a relato de sintomas semelhantes observados no avd paterno falecido. O
sequenciamento evidenciou a presenca de duas insercdes e trés alteracbes pontuais no
segundo éxon dos individuos afetados. Essas alterac6es ndo podem ser consideradas
causadoras dos sintomas apresentados. Novas abordagens e outros genes possivelmente

relacionados devem ser avaliados para se estabelecer as causas dos fenoétipos alterados.

Palavras-chave: Queratodermia, Loricrina, Envelope Corneo Celular.
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ABSTRACT

The mammals epidermis is constituted of a stratified epithelium formed by a regulated
process of keratinocytes differentiation that results in the formation of the mature epidermis.
The outermost layer of this tissue, known as stratum corneum, has an important waterproof
function and is made up of dead and enucleated keratinocytes named korneocytes. The
korneocytes contain juxtaposed keratin filaments, which are linked to the cornified cell
envelope. This structure contributes to the protective function of the epidermis and is
composed of an external lipid bilayer and an internal protein layer, this one constituted of
several kinds of proteins, including loricrin. Loricrin is a basic highly insoluble and glycine-,
serine-, cysteine-rich protein. It has a key structure role in cornified cell envelope’s function
and is responsible for 70% to 85% of its total mass. The gene that encodes this protein is
located in 1921.3 and has two exons. Only the second one is protein coding. Dominant
inherited single nucleotide insertions have been reported in the second exon and underlie
distinct skin abnormalities, caused by the synthesis of aberrant proteins in which the c-
terminal amino acid sequences are replaced by missense amino acids. There isn’t a
genotype-phenotype correlation in the reported cases. The observable phenotypes are
diffuse palmoplantar hyperkeratosis with pseudoainhum, ichthyosis, erythrokeratoderma and
“collodion babies” that later develop into ichthyosiform erythrodema. Mutant loricrin
accumulates in the nucleus and interferes in the mitosis and apoptosis processes in the
keratinocytes. The treatment of the disease consists in administration of keratolytics and
retinoids and surgical removal of the pseudoainhum. In the present study, sequencing of
both exons of the loricrin gene was conducted in individuals of a family of Minas Gerais. The
family members are two girls, sisters, clinically suspected as having the disease, and their
parents, both healthy. The passed paternal grandfather of the girls had similar symptoms.
The sequencing showed two insertions and three punctual alterations at the second exon in
affected individuals. These alterations can’t be considered causative of the symptoms
presented. New approaches and other possible related genes must be investigated to

establish the causes of the aberrant phenotypes.

Key words: Keratoderma, Loricrin, Cornified Cell Envelope.
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INTRODUCAO

» A EPIDERME E O ENVELOPE CORNEO CELULAR

A epiderme dos mamiferos € constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
que se renova constantemente. Os queratinOcitos sao 0s principais tipos celulares da
epiderme e sd@o responsaveis por gerar uma barreira protetora como consequéncia de um
processo extremamente regulado de diferenciagdo que culmina na formacéo da epiderme
estratificada madura. A diferenciacdo ocorre a partir da camada basal da epiderme. Ao
longo do processo, as células migram para as camadas superiores, quais sejam: espinhosa,
granular e finalmente a camada cérnea ou stratum corneum, onde 0s queratinécitos mortos,
anucleados e completamente diferenciados, também denominados cornedcitos, sdo
liberados no ambiente externo. Cada cornedcito é constituido principalmente por filamentos
de queratina altamente justapostos e alinhados de maneira paralela a superficie da pele,
revestidos por uma robusta camada denominada envelope cérneo celular (ECC) (XU et al.,
2004; NEMES et al., 1999).

O ECC é uma estrutura especializada que contribui para a funcdo de barreira contra
a penetracdo percutanea de quimicos e micrébios na pele exercida, principalmente, pelo
stratum corneum. O ECC é a estrutura mais insoltvel do epitélio estratificado pavimentoso e
é formado abaixo da membrana plasmatica, substituindo-a ao longo da diferenciacédo

terminal dos queratinécitos, formando uma barreira protetora contra 0 ambiente no tecido.

O processo de formacdo do ECC se inicia nas células granulares mais superficiais.
Inicialmente, o envelope é observado como uma banda elétron-densa de aproximadamente
15 nm de espessura. Sua rigidez e espessura aumentam gradativamente até atingir 20 nm
nos ultimos estagios de diferenciacdo dos queratindcitos. ECCs sdo vistos como bandas
continuas que cobrem tanto areas desmossomais quanto ndo desmossomais. Possuem
varios componentes presentes nos desmossomos, como desmogleina, desmoplaquina e
envoplaquina e algumas dessas moléculas se ligam a outros componentes nédo
desmossomais do ECC. Desse modo, é apropriado se referir ao ECC como uma espessa

camada na qual os desmossomos estdo incorporados (PROKSCH et al., 2008).

ECCs sdo bastante variaveis quanto a composicdo molecular, dependendo da
localizacdo do epitélio, o que confere diferentes propriedades de resisténcia mecénica,
elasticidade e de impermeabilidade ao tecido. De maneira geral, sdo compostos de

involucrina, cistatina A, loricrina, pequenas proteinas ricas em prolina (PPRP), elafina,
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proteinas da familia S100, profilagrina, putrescina, spermidina, anexina 1, inibidor do
ativador de plasminogénio 2, sciellina e alguns componentes desmossomais. A expressao
desses fatores e sua deposicdo no ECC sédo temporalmente reguladas. Essas estruturas
sao interligadas pelas enzimas sulfidril oxidase, que produz pontes dissulfeto entre os
componentes e as transglutaminases 1,3 e 5, que catalisam a formacéo de ligagbes Ne-(y-
glutamyl) isopeptidicas de lisina e ligacdes N!, N:-bis(y-glutamyl) de spermidina. A
resisténcia e insolubilidade caracteristicas do ECC sdo baseadas na formacao de ligacdes
isopeptidicas bastante estaveis, enquanto a falta de uma estrutura protéica organizada
contribui para sua elasticidade. Além da presenca de uma estrutura protéica, o ECC é
também constituido por uma bicamada lipidica de 5 nm composta de Q-hydroxyacyl-
sfingosina que se liga de maneira covalente a superficie externa do envelope protéico,
principalmente a involucrina, tendo importancia na coesédo e na fungdo de protecédo do
stratum corneum (ISHIDA-YAMAMOTO et al., 1998b).

» GENE E PROTEINA LORICRINA

Loricrina (Latin: ‘lorica’- capa ou concha protetora) € uma proteina basica altamente
insoltvel rica em glicina (47%), serina (23%) e cisteina (6%) (STEVEN et al., 1994),
expressa nas células superficiais da camada granulosa, exclusivamente em epitélios
ortoqueratinizados, que estdo submetidos a um estresse mecéanico consideravel, como é o
caso da epiderme. Sua producdo ocorre nos estadios finais de formagdo do ECC e a
proteina é inicialmente depositada em granulos de queratohialina juntamente com a
profilagrina, migrando posteriormente para a periferia celular. Modelagem computacional
prediz que a proteina possui trés dominios ricos em glicina-serina-cisteina, os quais séo
intercalados por pequenas regibes enriquecidas em glutamina, e flanqueadas por
sequéncias abundantes em glutamina e lisina. Essas regides ricas em glutamina e lisina séo
altamente conservadas entre diferentes espécies, enquanto os dominios com alta
quantidade de glicina, serina e cisteina variam na sua conservagdo. Os residuos de glicina
estdo configurados em repeticbes peptidicas em tandem inexatas e formam uma
conformacdo protéica Unica denominada loop de glicina. Os residuos de glicina séo
espacados ocasionalmente por longas cadeias de peptideos aromaticos ou alifaticos, os
guais devem se associar por interacdes hidrofébicas, determinando a disposicdo das
sequéncias de glicina em uma configuracdo Q-loop-like (GEDICKE et al., 2006; CANDI et
al., 2005; ISHIDA-YAMAMOTO et al., 2000).
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A proteina é rapidamente interligada pelas transglutaminases 1 e 5 apds sua sintese,
sendo alvo também da transglutaminase 3, que promove ligagdes intramoleculares em sua
sequéncia. Ligacdes isopeptidicas loricrina-loricrina, que ocorrem através de interacdes
entre residuos de lisina e glutamina, sdo as mais comuns observadas no ECC, porém a
loricrina também se liga as PPRP, as quais parecem funcionar como proteinas conectoras
das moléculas de loricrina. A loricrina parece atuar como uma proteina principal de reforco
no envelope cdrneo em sua face citoplasmatica. Compreende de 70% a 85% da massa total
de proteinas do envelope coérneo, sendo uma proteina estrutural chave para a funcédo do
mesmo. A loricrina humana possui peso molecular de 26 kDa e contém 315 aminoacidos
(CANDI et al., 1995; CANDI et al., 2005).

O gene codificante da proteina loricrina € um gene de copia Unica localizado em um
cluster génico que se expande por 1.62 mb no braco longo do cromossomo 1, regidao 21.3
(1g21.3). A organizacdo em cluster dos genes dessa regido e sua relacdo estrutural
evolutivamente conservada juntamente com a interdependéncia funcional das proteinas por
eles codificadas permitem a designagéo da regido como sendo um complexo génico, nesse
caso, denominado complexo de diferenciacdo epidérmico (CDE). O CDE contém trés
familias génicas com aproximadamente cinquenta genes envolvidos especificamente na
formacéo da barreira epidérmica. Eles codificam para proteinas do envelope corneo celular,
proteinas associadas a filamentos intermediarios como, por exemplo, a profilagrina e
proteinas ligantes a calcio da familia S100 (MARENHOLZ et al., 2001; TOULZA et al.,
2007).

A estrutura do gene loricrina é bastante semelhante as dos genes involucrina e
profilagrina. De maneira interessante, esses trés genes séo expressos tardiamente durante
0 processo de diferenciacdo da epiderme na camada granulosa, e todos codificam para
proteinas que possuem uma série de repeticbes de peptideos ndo precisamente
conservados ao longo da evolugdo. Essas estruturas simples sugerem que esses genes
surgiram por uma série de duplicagbes de sequéncias peptidicas primordiais e que talvez

sejam genes modernos que continuam a evoluir (YONEDA et al., 1992).

O gene possui dois éxons, o primeiro contendo 34 pares de bases (pb) e o segundo
contendo 1215 pb, sendo intercalados por um intron de 1192 pb. A sequéncia codificante
esta inteiramente presente no éxon 2. O gene possui um dos maiores conteudos de guanina
e citosina (GC) conhecidos dentre os genes humanos (aproximadamente 80%), além de
possuir sequéncias altamente repetitivas de nucleotideos (GEDICKE et al., 2006; ISHIDA-
YAMAMOTO et al., 1997; YONEDA et al., 1992).
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» A QUERATODERMIA LORICRINA

Véarias doencas herdaveis da pele j4 foram associadas ao CDE, sendo a primeira
descrita relacionada a uma mutagdo no gene loricrina (SOUTH et al.,, 1999). Alguns
exemplos de genes envolvidos no processo de diferenciagdo da epiderme nos quais foram
encontradas mutagfes associadas a desordens hereditarias sdo os genes codificantes para
alguns tipos de queratinas, o gene codificante da profilagrina, o da transglutaminase 1, entre
outros (AKIYAMA et al., 1998; SONG et al., 2008).

Mutacbes Unicas em heterozigose no gene loricrina, causadoras de distintas
anormalidades na pele, foram identificadas em nove familias até o presente momento.
Todas as mutacdes relatadas até a presente data sdo inser¢des Unicas de pares de bases:
709 insC, 662 insT, 545 insG e 730 insG, sendo a Ultima a mais evidenciada. Essas
mutacdes levam a sintese de proteinas aberrantes nas quais a sequéncia de aminoacidos
da regido c-terminal é alterada (ISHIDA-YAMAMOTO et al., 1997; SONG et al., 2008).

A primeira mutagdo no gene loricrina foi identificada em pacientes diagnosticados
como portadores da Sindrome de Vohwinkel (SV). Entretanto, as caracteristicas clinicas sao
diferentes da SV original descrita por Vohwinkel na literatura alemd em 1929, a qual hoje se
sabe ser causada por mutacdes no gene GJB2, codificante para a proteina conexina 26.
Essa proteina € componente das juncdes em fenda, estruturas essenciais para a
comunicacgdao celular em varias células epiteliais. Fendtipos variaveis podem ser observados
na SV original, sendo em parte dependentes do local e tipo da mutacdo no gene GJB2 (ALI
et al., 2006; BONDESON et al., 2006).

Pacientes com mutacdes no gene loricrina e aqueles que possuem a SV original
compartilham algumas caracteristicas, como hiperqueratose palmoplantar difusa
(caracteristica observada em todos os individuos portadores de qualquer das mutacdes
causadoras de fendtipos aberrantes relatadas no gene loricrina, sem excec¢ao), podendo
apresentar aspecto de “favos de mel’” e bandas de constricdo digitais, ambas as
caracteristicas presentes na maior parte, porém ndo em todos os casos (Figura 1A). As
bandas de constricdo digitais sdo também conhecidas como pseudoainhum e podem levar a
auto-amputacado devido a restricdo da circulacdo na extremidade dos dedos. Apesar das
semelhangas, os sintomas se diferem em alguns aspectos. Pacientes com SV original
mostram uma peculiar hiperqueratose em forma de “estrela-do-mar” ou linear sobre as
juntas nas extremidades além de reducdo da capacidade auditiva para sons agudos. Em

contraste, pacientes com mutagbes no gene loricrina ndo possuem esse tipo de
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hiperqueratose ou problemas de audicdo, mas mostram diferentes lesdes na pele em areas
distintas da palmar ou plantar. Essas lesGes podem ser descritas como ictiose n&o
eritrodérmica generalizada (Figura 1B) e os individuos sdo designados como tendo uma
variante ictiésica da SV. Em outros casos, placas hiperqueratéticas eritematosas bem
demarcadas e generalizadas (Figura 1C) sdo notadas e clinicamente diagnosticadas como
uma forma de eritroqueratodermia. Em um terceiro fenotipo associado observavel, bebés
nascem como “bebés colédio” (Figura 1D) e mais tarde evoluem a uma eritrodermia
ictiosiforme (Figura 1E) e sdo designados clinicamente como tendo uma forma de
eritrodermia ictiosiforme congénita ndo bolhosa. Os infantes nascem cobertos por
membrana tipo filme, brilhante, marrom-amarelada, que lembra colédio, frequentemente
resultando em ectrépio e eversdo dos labios. Dentro de horas esta membrana seca, racha, e
descasca dentro de um ou dois dias, mas pode formar-se novamente varias vezes. O bebé
colédio é de risco por causa do aumento insensivel da perda de 4gua através da pele, que
pode resultar em faléncia renal aguda e/ou dano cerebral permanente se ndo houver
reposicdo de fluido. Infec¢des pulmonares e septicemia também podem ocorrer. Ictioses
formam um grupo clinicamente e etiologicamente heterogéneo de desordens do processo de
cornificagdo e sdo caracterizadas por uma escamacao generalizada da pele. A ictiose,
apresentando-se na forma ndo eritrodérmica generalizada ou na forma de eritrodermia
ictiosiforme é a Unica caracteristica, em associacdo com a hiperqueratose palmoplantar
difusa, observada em todos os casos relatados até a presente data (ISHIDA-YAMAMOTO,
2003; OJl et al., 2006).

Para evitar confusées com a SV original causada por muta¢cdes no gene da conexina
26, o termo “Queratodermia Loricrina” (QL) foi proposto (ISHIDA-YAMAMOTO, 2003). Nao
existe, ainda, nenhuma correlacdo genotipico-fenotipica notada nos individuos afetados.
Existem variac6es de severidade em pacientes afetados até mesmo dentro da mesma
familia. A razdo para isso ocorrer ainda ndo € clara. Talvez esteja relacionada com
diferencas na expresséo ou polimorfismo no gene loricrina, além da interagdo com outros

genes.
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Figura 1 - Possiveis fenoétipos causados pelas mutagdes descritas no gene loricrina.
Hiperqueratose palmoplantar difusa com aspecto de “favos de mel” e bandas de constrigdo digitais
(A); Ictiose ndo eritrodérmica generalizada (B); Eritroqueratodermia (C); Bebé coloédio (D) e
eritrodermia ictiosiforme (E). (ISHIDA-YAMAMOTO et al., 1997; ISHIDA-AMYAMOTO et al., 2002)

Apesar de algumas variacdes existirem entre esses pacientes, quase todas as
caracteristicas microscopicas, ultra-estruturais e imunohistolégicas sdo compartilhadas. A
camada coérnea da epiderme é bastante espessa e retém nlcleos arredondados que
normalmente ndo estao presentes nessa camada (Figura 2A e 2B). A camada granulosa é
também espessa e 0s nucleos possuem deposicbes granulares elétron-densas
caracteristicas (Figura 2A e 2D). Esses depdésitos e restos nucleares no stratum corneum

sdo compostos de loricrina mutante (Figura 2C e 2D).

A pele apresenta um acentuado aumento na perda de agua, resposta de reparo
acelerada ap0s perturbacdes agudas, hidratacdo e coeséo reduzidas além de aumento da
fragilidade, apesar dos individuos afetados ndo terem relatado maior susceptibilidade a
injuria nas regides afetadas, possivelmente devido a um aumento na expressdo de outras
proteinas constituintes do ECC que compensariam o aumento da fragilidade dos
cornedcitos. Os motivos pelos quais ocorre uma anormal fragilidade nas camadas nucleadas
mais externas permanecem desconhecidos. A alteragdo provocada no arcabougo protéico
do ECC leva a anormalidades no processo de deposi¢cdo da bicamada lipidica externa, que
se mostra configurada de maneira irregular, frouxamente organizada e/ou fragmentada e

espagada por camadas incompletamente processadas, caracteristicas que constituem fator
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determinante para o elevado nivel de desidratacdo observado. A acelerada cinética de
reparo é explicada por uma hiperatividade secretora dos corpos lamelares apoés
perturbacbes no tecido. Essas estruturas, originarias do aparelho de Golgi, contém os
lipides constituintes da bicamada lipidica externa e, dessa forma, restauram-na

rapidamente, ainda que de maneira anormal. Esse aumento possivelmente ocorre como

uma resposta compensatéria as anormalidades evidenciadas (SCHMUTH et al., 2004).
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Figura 2 - Caracteristicas histopatoldgicas da epiderme de individuos afetados pela QL. Seccéo
de epiderme anormal corada com hematoxilina e eosina evidenciando hiperqueratose, com
espessamento das camadas granular e cornea (A) e retengdo de nucleos na camada coérnea,
apontados pelas setas (B) (ISHIDA-YAMAMOTO et al., 1997). Seccdo de epiderme anormal com
marcacdo imunofluorescente evidenciando a localizagdo da loricrina mutante, marcada em verde,
dentro do nucleo dos queratindcitos, marcados em vermelho (C). Microscopia imunoeletrénica
mostrando a deposicdo de granulos de loricrina mutante (em preto) no nicleo de um queratindcito de
individuo portador de QL (Nu - Nucleo) (D) (ISHIDA-YAMAMOTO, 2002).

A QL é transmitida de maneira dominante e os sintomas aparecem normalmente logo
nos primeiros meses de vida. Os queratinécitos portadores da mutagcdo expressam tanto o
tipo mutante quanto o selvagem da proteina loricrina. Essas muta¢des produzem proteinas

mutantes que possuem 22 aminoacidos a mais que a forma selvagem devido a um cédon de
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parada atrasado que é formado. Além dessa adicao, no caso da mutacdo 709 insC, ha uma
troca de 91 amino&cidos; em 662 insT, a mudanca € de 107 amino&cidos; em 545 insG,
ocorre mudanca de 146 aminoacidos e em 730 insG, a substituicdo é de 84 aminoacidos. A
loricrina mutante se concentra dentro do ndcleo, enquanto o tipo selvagem é igualmente
distribuido no citoplasma e no nucleoplasma. A translocagéo de proteinas para o ndcleo é
realizada pelas proteinas da familia das importinas e é determinada por pequenas
sequéncias de aminoacidos conhecidas como sequéncias de localizacdo nuclear (SLN). Nao
existe uma sequéncia consenso, mas a maioria das SLN possui alta quantidade de
aminoacidos basicos, e podem ser sequéncias continuas ou bipartidas (NIGG, 1997). A
loricrina € uma proteina rica em glicina e 0 gene contém muitos cédons GGX que codificam
para esse aminoacido. A insercdo de um nucleotideo nessa sequéncia causa uma mudancga
de fase de leitura que cria varios codons AGG e CGG, que codificam para arginina. A
loricrina mutante possui, devido a isso, alta quantidade de arginina e contém SLN bipartidos
(KORGE et al., 1997).

A loricrina mutante concentrada no nucleo interfere nos processos regulatérios da
apoptose e da divisdo celular durante a diferenciagdo terminal dos queratindcitos. Em
culturas de queratindcitos HaCaT, foi observada a inducéo de morte celular programada
através do processamento e ativacdo da procaspase-14 apos transfeccdo e expresséo de
um vetor contendo a sequéncia codificante da loricrina selvagem, fato ndo observado nos
queratindcitos transfectados com vetores contendo a mutacdo 730 insG na sequéncia do
gene loricrina (YONEDA et al., 2010a). Em outro estudo recente, observou-se que a
expressao da loricrina mutante provoca liberacdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e do fator de crescimento transformante alfa (TGF-a) em culturas de queratinécitos
HaCaT, com subsequente ativacdo do receptor do fator de crescimento endotelial vascular 2
(VEGFR 2) e do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), o que promove a
fosforilagdo de diversas proteinas componentes de vias de transducéo de sinal relacionadas
a multiplicacédo e sobrevivéncia celular. Especulou-se que essa ativacao liga as mutacdes
observadas no gene loricrina a rapida proliferacéo celular observada nos modelos celulares
de QL (YONEDA et al., 2010b).

Ocorreram algumas tentativas de se criar animais com diferentes anormalidades no
gene loricrina. Camundongos transgénicos superexpressando loricrina ou expressando
loricrina mutante contendo uma grande delecdo na porcdo central ndo mostraram nenhuma
caracteristica fenotipica aberrante. Esses camundongos foram analisados sob microscopia
de campo claro e microscopia eletrénica, ndo sendo observada nenhuma anomalia

morfolégica ou patologia evidente nos tecidos (YONEDA et al., 1993).
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Suga e colaboradores em 2000 geraram camundongos que expressam loricrina
mutante pela insercdo de um transgene que mimetiza uma mutagdo identificada
previamente no gene loricrina e que causa a QL. Através de mutagénese mediada por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), realizou-se a insercdo de uma citosina na
sequéncia codificante do gene loricrina, que foi posteriormente injetado nos embrides dos
animais. Essa mutacdo de ponto causou uma mudanca de fase de leitura que modificou os
tltimos 86 aminoacidos da proteina além de aumenta-la em 22 aminoacidos. As
manifestacdes da pele dos camundongos foram bastante similares as dos pacientes
portadores de QL. Eles também demonstraram que a por¢ao c-terminal da loricrina mutante
desses camundongos possui SLN. Além disso, eles cruzaram o0s camundongos
transgénicos com camundongos knockout para o gene da loricrina e identificaram um
fendtipo mais severo. Isso sugere que a funcao disruptiva da loricrina mutante nao requer

nenhuma interacdo com a loricrina selvagem.

Koch e colaboradores em 2000 geraram camundongos deficientes em loricrina
(knockout) que mostraram um atraso na formacdo da barreira epidérmica. Ao nascimento,
esses camundongos pesavam menos e desenvolveram eritrodermia. Além disso, os animais
apresentaram maior propensdo a descamacdo e a pele possuia maior suscetibilidade a
estresse fisico. Esse fendtipo, entretanto, mostrou-se transiente e prevaleceu por apenas 4
a 5 dias. A presenca de um mecanismo compensatério para prevenir o desenvolvimento de
um fendtipo mais severo foi sugerida. Esse mecanismo envolveria um aumento na
expressao de outras proteinas do ECC, em particular de dois membros da familia das PPRP
e a proteina repetina, que pertence a familia das proteinas S100. Mutac¢des nulas no gene
da loricrina ainda ndo foram relatadas em doencas humanas, mas pacientes nascidos com
uma desordem de pele autocuravel similar a ictiose lamelar podem ser portadores de tais

mutacoes.

O tratamento da doenga envolve normalmente a amenizagdo da queratodermia e a
prevencdo da auto-amputagdo através da remocdo cirdrgica das bandas de constricdo
digitais. As op¢des de tratamento da queratodermia incluem queratoliticos e retindides. Os
retindides etretinato e isotretinoina vém sendo usados com sucesso em alguns pacientes
com queratodermia loricrina para reversao da queratodermia e também do pseudoainhum.
Entretanto, os efeitos retornam uma vez a administracdo do medicamento interrompida (ALI
et al., 2006). Acredita-se que o efeito terapéutico dos retindides resida na diminuicdo da
coesdo celular epitelial e inibicdo da queratinizacdo patolégica. Entretanto, tem-se
demonstrado que as faixas constritivas consistem de tecido conjuntivo fibroso,
assemelhando-se a tecido cicatricial, o que levanta dlvidas quanto a maneira como 0S

retindides aromaticos podem reverter esse processo (CAVALCANTE et al., 2003).
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» JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

As doencas genéticas acarretam um grande impacto no futuro dos afetados, de suas
familias e da comunidade. Mensurar o impacto destas doencas torna-se relevante para
demonstrar aos formuladores de politicas publicas e a outros profissionais a importancia de
tais doencas na saude publica. Analisando o periodo 1995-1997 no Instituto Fernandes
Figueira, da FIOCRUZ, referéncia terciaria do Sistema Unico de Saude (SUS) na regi&o
metropolitana do Rio de Janeiro, 8,4% das internagcbes compreenderam individuos
portadores de doenca genética. A mortalidade hospitalar no periodo foi de 1,9%, sendo 35%
desses Obitos verificados em pacientes portadores de desordens que tém como causa
alteracdes no DNA. Estatisticas semelhantes parecem ocorrer em outras cidades
metropolitanas do pais, como Porto Alegre e Sao Paulo.

No Brasil, os resultados do Projeto Genoma Humano refletiram de forma favoravel na
formacdo de grupos de pesquisa em genética humana. Esses resultados estimularam,
também, a formacédo de consorcios sul-americanos, como foi o caso para as doencas
metabdlicas. Além disso, houve grande motivacdo ao aprimoramento e a aplicacdo de
refinadas técnicas laboratoriais, disponiveis anteriormente apenas em centros de pesquisa,
na rotina clinica. Dessa forma, foi observado o crescimento de um novo mercado de
trabalho voltado para a genética médica. A genética médica no Brasil, historicamente, teve
sua origem na década de 1960 por geneticistas humanos provenientes das ciéncias
biolégicas; nas Ultimas décadas, contudo, tornou-se uma especialidade médica com
programas de residéncia médica e pos-graduacdo com interesses especificos voltados para

as doencas genéticas.

De igual importancia foi a antecipacdo da comunidade cientifica para o estudo das
implicacdes bioéticas das pesquisas genéticas em seres humanos implicando, como
consequéncia, na criacdo dos Comités de Etica em Pesquisa vinculados ao Conselho

Nacional de Saude, ja em vigor no Brasil desde 1995.

Independentemente dos centros de exceléncia académica e das agéncias de
fomento a pesquisa estarem motivados e sensibilizados para a questdo das doencas
genéticas, inexistem programas epidemiolégicos nacionais que visem delinear o espectro
das doencas genéticas e, consequentemente, suas frequéncias na populagéo brasileira. Um

segundo problema que pode ser levantado refere-se a localizagdo desses servicos

especializados e, portanto, ao niumero de familias que tém acesso a eles. Podemos
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constatar que esses servicos estdo localizados exclusivamente nos grandes centros

urbanos. Em Minas Gerais, por exemplo, limita-se a capital, Belo Horizonte.

As doencas genéticas sao relativamente raras e quando detectadas estdo, muitas
vezes, intimamente ligadas a unides consanguineas, ou seja, casamentos entre individuos
aparentados, os quais aumentam a possibilidade de encontro dos alelos raros. No nosso
estado, essas uniées consanguineas acontecem, prioritariamente, no interior, na zona rural,

onde as condi¢des de acesso a servigos especializados sdo minimas, se nao inexistentes.

O presente estudo faz parte do projeto “Consolidacdo do Servico de Apoio
Diagnostico de Doencas Genéticas para o SUS” - Projeto PPSUS, EFP - 00001324,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG sob parecer n® ETIC 0414.0.203.000-
09 (anexos). O projeto visa a investigacdo de doencas genéticas em que os individuos
afetados e as respectivas familias possam vir a se beneficiar do diagnéstico,
acompanhamento e aconselhamento genético. O trabalho também busca iniciar no Estado
de Minas Gerais um mapeamento da distribuicdo de afec¢cbes genéticas especificas. Esse
projeto teve inicio em 2006 (Edital 005/06 - Programa de Pesquisa para o SUS - FAPEMIG,
Projeto: PROJ_107_8846697) e, desde entdo, foram diagnosticadas clinica e
molecularmente trés patologias hereditarias (SOUZA et al.,, 2008) e realizado
aconselhamento genético para mais de 200 individuos. Também foi realizada a formacgéo
dos profissionais locais envolvidos com a saude publica promovendo, assim, a divulgagéo e
conhecimento da genética no SUS. Foi estabelecida uma rede de servicos de apoio
diagndstico a qual se pretende ampliar visando consolida-la como referéncia para o SUS do

estado de Minas Gerais.

Um dos objetivos desse projeto é a descentralizacdo dos atendimentos. Para tanto, é
realizado um trabalho conjunto do Internato Rural da Escola de Medicina da UFMG, com
especialistas de outros departamentos dessa mesma Escola, com o Instituto de Ciéncias
Biolégicas da UFMG e o SUS formando uma rede de conhecimentos que levam as
informacgdes (avaliagdo clinica e molecular, acompanhamento, tratamento e aconselhamento
genético) para toda a comunidade local que vive e, de certa forma, sofre com a familia dos
afetados. Também h& uma contribuicdo com o mapeamento dessas doencas no estado de

Minas Gerais.

Foram propostas, inicialmente, seis doencas hereditarias com histéria familiar
descrita: Lipofuccinose Neuronal, Distonia Responsiva ao Dopa, Adrenoleucodistrofia,
Aniridia, Doenca de Gaucher e Queratodermia Loricrina, cada uma delas como um

subprojeto.
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Este trabalho apresenta o subprojeto Queratodermia Loricrina. No presente estudo,
foi realizada uma avaliacdo molecular do gene loricrina de individuos pertencentes a uma
familia de Minas Gerais. A avaliacao clinica levantou a suspeita de queratodermia loricrina
em alguns individuos dessa familia, o que gerou a necessidade de se fazer um estudo
molecular para a confirmacdo ou refutagdo do diagnostico. O estabelecimento do
diagndstico é de fundamental importancia para uma avaliacdo mais clara das melhores
estratégias de tratamento dos afetados, para o conhecimento da progressdo tipica da
doenca e para o aconselhamento genético familiar. A falta de diagnostico leva a perda do
interesse pela maior parte dos médicos, com evidente repercussdo no acompanhamento
clinico dos afetados, que se sentem muito frequentemente abandonados. Além disso, o

conhecimento tras a compreenséo, a desmistificagédo e, portanto, a inser¢do na sociedade.

O melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na desordem apresentada
nesse estudo pode auxiliar no desenvolvimento de novos tratamentos e em uma melhor
compreensdo dos fendbmenos ocorridos durante a diferenciagdo dos queratinocitos e na
formacédo do ECC, colaborando também para a elucidacdo de mecanismos relacionados a

outras desordens.
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OBJETIVO

e Analisar o gene loricrina em individuos de uma familia de Minas Gerais para
confirmacdao ou refutac@o da suspeita de queratodermia loricrina.
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MATERIAIS E METODOS

» CASUISTICA

A avaliacdo dos individuos afetados foi feita pelo dermatologista Paulo Benevenuti
Janior (CRM: MG40343). A eleicdo do gene loricrina como candidato funcional foi realizada

baseada em literatura pesquisada nos bancos de dados OMIM (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim)

e PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov./pubmed).

O

Figura 3 - Heredograma da familia estudada

. . - Individuos afetados

/JZ(- Individuo falecido

A familia estudada no presente trabalho é composta pelo pai - identificado como
CRD, e mée - identificada como MAD, ambos n&o afetados; e duas filhas - identificadas por
TND (a mais velha) e TD, ambas afetadas (Figura 3). As analises genéticas foram feitas a
partir de material coletado dos quatro individuos. Héa relato de que o avd paterno falecido
apresentava as mesmas caracteristicas clinicas das meninas afetadas. O atendimento foi
realizado em 2006 e, na época, as garotas afetadas tinham 14 e 13 anos de idade. Na

avaliacao clinica, foi observado que ambas apresentavam uma hiperqueratose palmoplantar
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difusa com um aspecto de “favos-de-mel” e auséncia de pseudoainhum, além de uma ictiose
ndo eritrodérmica generalizada leve. Nao h& histérico de cosanguinidade relatado pela
familia.

» EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA gendmico do sangue periférico dos individuos foi realizada
através de precipitacédo alcodlica utilizando o Puregene® DNA Purification Kit da Qiagen, no

Instituto Hermes Pardini, segundo orientagdes do fabricante.

A concentracdo de DNA e a relagdo DNA-proteina (nivel de pureza) nas solucdes
obtidas apds a extracdo foram determinadas por andlise espectrofotométrica no aparelho
WPA UV 1101 Biotech photometer utilizando comprimento de onda de 260nm e o quociente
260nm/280nm, respectivamente. As amostras foram diluidas a concentracéo de 100 ng/pL e

armazenadas a -20°C.

» CONFECCAO DOS INICIADORES

A sequéncia do gene loricrina utilizada para a confec¢cdo dos primers usados na
amplificacdo e sequenciamento dos éxons 1 e 2 e utilizada como sequéncia referéncia para
andlise das sequéncias dos individuos foi obtida no Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html, cédigo ENSG00000203782). Esse mesmo arquivo foi

pesquisado para se obter dados sobre variantes alélicas descritas e outras informacdes.

Trés pares de primers foram usados na amplificagdo e sequenciamento dos éxons.
Os iniciadores usados nas reacdes de amplificacdo e de sequenciamento do éxon 1 e do
segmento final do éxon 2 foram desenhados utilizando o programa PRIMER 3 v.0.4.0. O par
de iniciadores usados nhas reacfes de amplificacdo e sequenciamento do primeiro (maior)
segmento do éxon 2 foram os descritos por S. Song e colaboradores em 2008. As
sequéncias dos iniciadores, seus respectivos locais de anelamento e o tamanho dos

amplicons obtidos sdo mostrados na figura a seguir (Figura 4).
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GGGCCGACAGCCACGGGTCACGTAACTGAGGCCAAACACAAGAAGCTGGCCTGGATCAATGAGTCAGGGAGAGCTCTAT
ATATAACCTCAGGAGATCAGTGCTCCTCACATTGCCAGCATCTTCTCTCCTCACTCACCCTTCCTGGTGCTTTGGGTAA
GTGTGGTTCTACTGACTCTCTCATTTTCCCAGCTGGTCTTGCCCAGGCCTGACTAGATTAGATGGACCAGGGCCTCTTT
CCCCTTTGGGAGCTATAGGACCTCTGCCTTCCCAAAAGCACTCACATTTAGAGGGCGGTCAGGARAGGAGCAGGGGATG
AGCTGCTGCCATGCAGATGGTGTTTCTGGTCTTCTGGCCAGAATGTARACTCCACAAAGACAAGACTATCTCCTGCCTC
TCTGGCACCCGCATAGGGGCAGGCATGGTGCCGGGCACAGARGGACTCTGCAGAGGCTGTCCAAGGCAGCCTGTGCACA
GGCTGAGCAGACCTTGTGAACCTGTCAGGAGGAGAGGCTGAGCCACTCTCAAGAGAGTAGGGAGAATGATCCARARAAG
TTGCAGATGGGAGGGATTTCAGGTGCCACAGAAATCCAATTGCTGTTTTACAGAGT TAGAAGTTC TGAGAGGGAAATAC
AACTTCCTACTAGTCAAAGTCCCTTCTACCAAACTTGGACTTGAGAAAATCATGGAAGAGATGGCTAATAGCTTCTGGT
CGGGGATGTTGGTCCARAGGACCACCAGGGTCCTTCCCCTGTTTCCAGGCAGGGCCACAGCAGAGCCTGTCTTTTCTAG
TGACTAGCCCTTGGTTCATGGCCTAGCTCAGTGGGACAGACCAAGAGT TTGAACTAAGAGCTTCTGCAGAGGATGGAGT
GCAACAGCCCTCAATAGAATGAAGTCCGACARACCTCTCTCTGTTGTGCTGGGAATGGGTAAAATCTCCTATCCTAGGT
AGAGGTTTGTGGTAGTTTTCTATTTGCACTCAGAGAATCAGTGTTGAGAT TGGAAGAGGCCTGARAGATGAAGTGTTCA
AACCCTTTCATTTAACAGGAAATGAGAAAGAGGCGGGCGTGTGGGTGATCTGCCCTCAAATCACACAACAGTGGTCAGA
GGCAGAGCTGGGAGAAAGAATGGGCACTGCTAACTGGGCTGTTTAAAGCATAATGAAGGCTTTCTGCAGGGGAATGAGG
AACTCAACTTTTCCAAAAGCAGCAATCATAAGAAACCCCGCTGAGGGCTCTCCGGGCACCTGAAGGAGCCCTGC N

ATGCAGCTGCCTCCGTAAGTATCCTCTTGCAGCTGGTCCAGCGATGCTCTCTTCTCCCCTT
CCAGGCTCTCCTTCCTTCTCAGACAAGHITCTTATCAGAAAAAGCAGCCCACCCCTCAGCCCCCAGTGGACTGCGTGA
AGACCTCTGGCGGCGGTGGCGGTGGCGGCGGCAGCGGCGGTGGTGGCTGCGGCTTCTTCGGCGGCGGCGGCTCAGGGGG
CGGTAGCAGCGGTTCTGGCTGCGGCTACTCCGGCGGCGGTGGCTACTCTGGCGGCGGCTGCGGCGGGGGCTCCTCCGGC
GGCGGGGGCGGGGGCGGCATTGGAGGCTGCGGAGGGGGCTCCGGTGGGAGCGTCAAGTACTCCGGAGGCGGCGGCTCCT
CCGGCGGGGGCTCTGGCTGTTTCTCCAGCGGTGGGGGCGGCTCCGGCTGCTTCTCCTCCGGTGGCGGCGGCTCCTCCGG
GGGCGGCTCCGGCTGCTTCTCCAGCGGTGGGGGCGGCTCCTCCGGGGGCGGCTCCGGCTGCTTCTCCTCCGGCGGCGGT
GGCTTCTCGGGCCAGGCGGTCCAGTGCCAGAGCTACGGAGGCGTCTCTAGCGGCGGCTCCTCCGGGGGCGGCTCCGGCT
GCTTCTCCAGCGGCGGGGGCGGCGGCTCTGTCTGCGGCTACTCTGGCGGCGGCTCTGGCTGCGGCGGAGGCTCCTCTGG
CGGCAGCGGCTCCGGCTACGTCTCCTCGCAGCAGGTCACTCAGACCTCGTGCGCGCCCCAGCCGAGTTACGGAGGGGGG
TCGTCCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGGAAGCGGCTGCTTCTCCAGCGGCGGGGGCGGCGGGAGCTCCGGCTGCGGCGGCG
GCTCCTCCGGGATTGGCAGCGGCTGCATCATCAGTGGCGGGGGCTCCGTCTGCGGAGGTGGTTCCTCTGGAGGCGGCGG
CGGCGGCTCCTCCGTGGGTGGCTCCGGGAGTGGCAAGGGCGTCCCGATCTGCCACCAGACCCAGCAGAAGCAGGCGCCT
accreecccEEEEE G TA CCACGGAGGCGAAGGAGT TGGAGGTGT TTTCCAGGGGCACCGATGGGC
TTAGAGCTCTCATGATGCTACCCGAGGTTTGCAAATCCTTCATGTCTTAACCTACCTGCA G
Il TGCATCTAGTTCTGCTGTTTAGCCTCTTTGGTTTCTGTACAACTACCTCCCAACCCCAGTGCCTCAGTCAATAAAT
TTGCAAATTCATGAGAAT TTTTAGGTCTCCAAGAGTATTTGTAGTGTTCAAGTTCATCCATTCCATTCCATTCTTCTCC
TTTCCTGCATTCGCTCATTCACACTTACATTCATTTTACAAATGCACGGA | rcc2 T2 ca

1° fragmento (225 pb): Foward - 5 ACAGCCACGGGTCACGTA 3’

LEGENDA:
Reverse - 5 GCCCTGGTCCATCTAATCTA 3’

2¢ fragmento (1193 pb): Foward - 5’ [l REGIAO EXONICA
Reverse - 5 [ NN 3 |

39 fragmento (377 pb): Foward - 5’ [ GRAINGAIG000AGE 3 CODON DE PARADA
s TCACCTTTCCGOCARTAGAG

Figura 4 - Primers utilizados com seus respectivos locais de anelamento e tamanho dos
amplicons obtidos.

A qualidade dos iniciadores foi testada na tentativa de maximizar a qualidade da
amplificacdo, evitando a formacdo de fragmentos espurios que poderiam prejudicar o
sequenciamento. Os iniciadores foram testados individualmente e em pares quanto a
formacdo de grampos, presenca de regides internas repetidas, formacdo de homodimeros,
heterodimeros, porcentagem de guanina e citosina e tiveram as temperaturas de
anelamento checadas com o] programa NetPrimer disponivel em

www.premierbiosoft.com/netprimer.
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A especificidade dos iniciadores foi avaliada através da ferramenta Primer-BLAST

disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome.

BN

Os iniciadores destinados a amplificacdo e sequenciamento do éxon 2 foram
sintetizados pela empresa IDT (Integrated DNA Tecnologies, Inc.), onde foram submetidos a
desbloqueio, dessalinizagéo, liofilizacdo e tiveram qualidade avaliada por espectrometria de
massa. Os iniciadores destinados a amplificacdo e sequenciamento do éxon 1 foram
sintetizados pela empresa Bioneer onde, além de passarem pelos processos descritos
anteriormente, foram purificados através do Bio-RP purification system. Os primers foram
eluidos para estocagem a 50 pmol/pL.

» AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

A amplificagdo das regifes de interesse foi realizada pela técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Foi adotado um protocolo padrao, utilizado no Laboratério de
Genética Animal e Humana da UFMG, para as concentracdes e quantidades dos reagentes
necessarios por reagéo, na amplificagdo do éxon 1 e do segundo fragmento do éxon 2: 31,2
uL de agua Mili-Q® autoclavada; 5 pL de tamp&o PCR 10x (Invitrogen); 1 pL de dNTP 10 mM
(Invitrogen); 1,5 pL de solugéo de MgCl, 50 mM (Invitrogen); 0,5 uL de primer foward e 0,5
uL de primer reverse a 10 pmol/uL; 0,3 pL de Platinum® Tag DNA Polimerase 5 U/uL
(Invitrogen) e 10 pL de DNA a 100 ng/pL, resultando em um volume final de reacdo de 50

ML.

Para otimizar a amplificagdo dos segmentos, foram necessarias algumas adaptagdes
do protocolo de modo a aumentar a estringéncia da reagéo, permitindo a amplificagdo dos
produtos especificos esperados e eliminacdo de fragmentos espurios. Essas adaptacdes
foram feitas apOs padronizacdo das reagfes nas quais se utilizou DNA humano diverso dos
individuos estudados, de modo a ndo se desperdicar o DNA de interesse. As adaptacdes
foram: para amplificagdo do éxon 1, utilizou-se volume de 0,5 pL de cada iniciador, 2 pL de
MgCl,, 10 uL de Betaina 5M (Invitrogen) e 600 ng de DNA por reacao; para amplificacdo do
segundo fragmento do éxon 2, utilizou-se volume de 3 uL de cada iniciador e 3 pL de MgCl,
por reacdo. As altera¢des nos volumes dos reagentes refletiram no volume de agua utilizado
em cada reacdo a fim de se manter o volume final de 50 YL e por conseqiéncia a

concentracao final esperada de cada reagente.
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A amplificagdo do primeiro fragmento do éxon 2 foi realizada utilizando o kit
AccuPrime™ GC-Rich DNA Polymerase da Invitrogen segundo protocolo padrdo do
fabricante, sendo utilizada a solugédo tampéo B e 500 ng de DNA por reacdo. O volume final
das reagdes foi de 50 pL.

Para a amplificacdo e sequenciamento dos fragmentos, foram utilizados os

termocicladores automaticos MJ96+ e MJ96G da Biocycler.

O programa adotado para a amplificacdo do éxon 1 e do segundo fragmento do éxon
2 envolveu uma desnaturacéo inicial do DNA por 2 minutos a 96°C, seguida de uma
ativacdo enzimatica e continuacdo da desnaturacdo inicial por 3 minutos a 94°C, e
posteriormente 38 ciclos envolvendo 1 minuto de desnaturacdo a 94°C, 1 minuto de
anelamento dos iniciadores com temperaturas de 50°C o fragmento contendo o éxon 1 e
57°C para o segundo fragmento do éxon 2, e 30 segundos de extensdo a 72°C. Uma Ultima
etapa de 3 minutos foi destinada para uma extenséo final das fitas a 72°C. O programa
adotado para a amplificacdo do primeiro fragmento do éxon 1 foi o descrito por S. Song e
colaboradores em 2008, com alteracdo da etapa inicial de desnaturacdo e ativagcao
enzimatica, a qual foi realizada por 5 minutos ao invés de 2 minutos. Apds o término das
reacGes, as amostras permaneciam na temperatura de 4°C até serem retiradas do aparelho
e eram guardadas na geladeira a 4°C.

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose (Agargen) 3% em TBE (90
mM Tris; 90 mM acido bérico; 2 mM EDTA) contendo brometo de etideo (10 mg/mL). Apos a
montagem do gel na cuba, foi utilizada voltagem de 120 volts durante a eletroforese. Apés
esse processo, 0s géis de agarose eram visualizados sob a incidéncia de luz ultravioleta
para se evidenciar as bandas. Foram utilizados padrdes moleculares de 50 pb (50 bp DNA
ladder, 1 pg/uL, Invitrogen) e 100 pb (100 bp DNA Ladder, New England Biolabs, Inc.), na
quantidade e concentracdo indicadas pelos fabricantes, para identificacdo das bandas de

interesse pelo tamanho.

A purificagdo dos amplicons de interesse gerados a partir do DNA dos pacientes foi
feita através do corte e remocédo das bandas de interesse do gel e purificacdo das mesmas
utilizando o kit de purificacdo Wizard® SV gel and PCR clean-up System da Promega

segundo orientacdes do fabricante.

A quantificacdo dos produtos de PCR purificados foi feita utlizando o

espectrofotbmetro Nano Drop modelo ND-1000.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o Big Dye® Terminator

v3.1 Cycle Sequencing Kit, da Applied Biosystems, segundo protocolo indicado pelo
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fabricante com algumas alteracdes. Reagentes (quantidade por reacdo): 1 pL de Big Dye
v.3.1 com concentracdo padrdo do kit; 1 pL de tamp&o de sequenciamento 5x com
concentracdo padrao do kit; 2 uL de primer a 0,8 pmol/uL; a quantidade do produto de PCR
utilizada foi ajustada dependendo da quantificacéo verificada, de modo a ser usado entre 3
ng e 10 ng para o éxon 1 e para o segundo fragmento do éxon 2, e 10 ng a 40 ng para o
primeiro fragmento do éxon 2, de acordo com orientagdes encontradas no manual do kit; da
mesma maneira, o volume de agua Mili-Q® foi ajustado de acordo com o volume de produto
de PCR purificado utilizado, de modo a se obter um volume final de reacdo de 10 pL.
Reacdo: Etapa inicial de desnaturacdo de 3 minutos a 96°C, seguida de 44 ciclos
constituidos de 3 passos: desnaturacdo por 30 segundos a 96°C, anelamento por 15
segundos a 50°C e extensdo por 4 minutos a 60 °C. Ao término da reacdo, as amostras
eram mantidas a 4°C até serem colocadas no freezer a - 20°C para serem posteriormente

precipitadas.

Todas as reagbes de sequenciamento foram repetidas ao menos uma vez, sendo
realizadas utilizando-se produtos de PCR provenientes de, no minimo, duas reacdes

distintas para cada individuo.

A precipitacdo da reacdo de sequenciamento foi realizada segundo sugestédo
presente no manual do Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, da Applied
Biosystems, com algumas alteracdes: adi¢cdo de 1 pL de EDTA 125 mM, 1uL de acetato de
sodio 3 M e 25 pL de etanol 100%; homogeneizacdo e manutengdo a temperatura ambiente
por 15 minutos; centrifugagédo a 6000 rpm por 25 minutos; retirada do sobrenadante e adicdo
de 35 pL de etanol 70%; centrifugacdo a 4°C, 4.500 rpm por 10 minutos; retirada do

sobrenadante e secagem dos tubos.

A leitura dos produtos obtidos nas reacbes de sequenciamento foi efetuada
utilizando o sequenciador automatico ABI 3130, da Applied Biosystems, de acordo com

orientagBes do fabricante.

O exame visual dos eletroforegramas e a andlise das sequéncias geradas foram

realizados utilizando o programa Codon Code Aligner v.2.0.6..

Devido a dificuldades encontradas no sequenciamento do primeiro fragmento do
éxon 2, no qual ndo foi possivel observar picos com boa qualidade ao longo de toda a
extensao dos eletroforegramas, mesmo apds inUmeras alteracdes nos protocolos, 0s
produtos de PCR néo purificados foram enviados juntamente com os respectivos iniciadores

a empresa Macrogen Inc. (www.macrogen.com/eng/macrogen/macrogen_main.jsp), de

30


http://www.macrogen.com/eng/macrogen/macrogen_main.jsp

acordo com as instrugdes de envio indicadas, onde foram purificados e sequenciados de

acordo com os protocolos adotados pela empresa.

» ANALISE PROTEICA

As sequéncias de aminodacidos foram previstas com auxilio do banco de dados

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html, arquivo ENSG00000203782) e do programa

Codon Code Aligner v.2.0.6.. As sequéncias protéicas foram avaliadas quanto a presenca

de SLN utilizando o software PredictNLS disponivel em www.predictprotein.org.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

» ANALISE DO CASO

Pesquisa realizada no banco de dados OMIM confirmou o gene loricrina como
suspeito de estar relacionado aos sintomas observados. As queratodermias palmoplantares,
bem como as ictioses, formam grupos de desordens bastante heterogéneos, podendo ser
causadas por mutagcbes em diferentes genes. A associagdo entre hiperqueratose
palmoplantar difusa e ictiose ndo eritrodérmica generalizada, sem a presencga de outros
sintomas, é tipica de casos de mutacdes no gene loricrina. Existem diversas desordens
causadas por mutagbes em outros genes, por exemplo, codificantes para alguns tipos de
gueratinas, em que se observa a ocorréncia de hiperqueratose palmoplantar difusa e, em
alguns casos, como em individuos portadores de muta¢cdes no gene pomp (codificante para
a proteina de maturacao de proteassomos), existe concomitantemente ictiose. Entretanto,
nesses casos e em outros tipos de queratodermias palmoplantares, 0s sintomas em comum
com 0 caso em questdo possuem algumas diferencas clinicas evidentes e diversas
caracteristicas dispares estdo associadas, como ma formacdo das unhas e dos dentes,
deformidades nos dedos, neuropatias, retardo mental, surdez, cardiopatias, entre outras.
Nos relatos de QL descritos na literatura, observa-se padrdo de heranca dominante e
penetrancia completa, o que levantou dividas quanto ao diagnéstico ja que na familia
estudada CRD ndo é afetado. Porém, levando-se em conta o fendtipo caracteristico
evidenciado em TND e TD, suspeitou-se de uma mutacdo causadora dos sintomas, no gene

loricrina, que apresentaria penetrancia incompleta.

» SEQUENCIAMENTO

N&o foi encontrada nenhuma alteragdo no éxon 1 dos individuos analisados. O éxon
1 ndo é codificante e possui provavel funcdo relacionada com o processo de traducéo,
transporte ou meia-vida do mRNA no citoplasma. Nao foi evidenciada alteragdo no sitio

doador de splicing ou proximo a ele (Figura 5).
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21792 B02 WETCCTCCTCACATTGCCAGCAT CTAAGTCTGGTTCTACTGACTCTCTCATTTTCCCAGCT

Lorconpleto.txt JAGTGCTCCTCACATIGCCAGCATCTTCTCTCCTCACTCACCCTTCCTOOTGCTTTGOOTAAGTCICOTTCTACTCACTCICTCATITICCCAGCT
Contgl: AGTGCTCCTCACATIGOCAGCATCTTCTICTCCTCACTCACCCTTCCTGETC0TTIGE0TAAGTGICOTTCTACTGACTCTCTCATITICCCAGCT
Figura 5 - Amplificacdo e seqlenciamento do éxon 1. A foto do gel de eletroforese mostra a
amplificacdo de uma banda de 225 pb contendo o éxon 1 em um dos individuos. (PM - Padréo de
peso molecular; pb - pares de base). O sequenciamento mostrou ndo haver alteracdo no éxon 1
(sequéncia sombreada em preto) de acordo com a sequéncia referéncia (lorcompleto.txt). Nao houve
alteracdo no sitio doador de splicing (circulo vermelho).

Nao foi encontrada nenhuma alteracéo no segundo segmento do éxon 2 (Figura 6).

'cnccccmcncmcmmcuccccmmccmrccrrcumrmcmccrccucmcmmw
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Base 16 of 348 (2788 incontig)

Qulity: 47 (Cons:47)

WCCCATGGGCTTACAGCTCTCATGATCCTACCCOAGETTTGCARATCCTTCATCTCTTAACCTACCTCOAAGAAGCCATTCAGCTCTCCOCCTCCA

,CCGITGBGCTTIGIGCTCTCITGITGCTICCCGIGGTTTGEIIITCCTICITGTCTTllbcTlCCTGGIIGIIGGC!TTGIGCTCTCCPGCTUCI
WCCCATCOGCTTAGAGCTCTCATGATCCTACCCOAGCTTTGCAARTCCTTCATCTCTTAACCTACCTGCAACARCCCATTCAGCTCTCCOGCTGCA

Figura 6 - Amplificagcdo e sequenciamento do segundo segmento do éxon 2. A foto do gel de
eletroforese mostra a amplificagdo de uma banda de 377 pb (circulo vermelho) de um dos individuos
(PM - Padrdo de peso molecular; pb - pares de bases). O sequenciamento mostrou ndao haver
alteracdes nessa regido de acordo com a sequéncia referéncia (lorcompleto.txt). Parte da sequéncia
de um dos individuos é mostrada na figura.

O sequenciamento do primeiro segmento do éxon 2 evidenciou a presenga de trés
alteracdes pontuais e duas inser¢des nos individuos analisados. Ndo houve alteracdo no

sitio aceptor de splicing ou proximo a ele (dado ndo mostrado).

Todas as alteragBes pontuais encontradas se localizam entre o cdédon de iniciacdo e
0 cbdon de parada da tradugdo (Figura 12), entretanto sé@o alteragfes sinbnimas, ou seja,
compdem codons alternativos para 0 mesmo aminoacido. A primeira alteracdo pontual
encontrada € uma transi¢cdo C>T ja descrita (rs1143389) e produz um cédon alternativo para

cisteina. O alelo (T) é bastante freqiiente na populacdo (21,3%), sendo, portanto, um
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polimorfismo. Esse alelo aparece em homozigose na mae (MAD), ndo aparece no pai
(CRD), e esta presente em heterozigose nas filhas (Figura 7). A segunda alteracao pontual
encontrada é uma transversdo A>C também ja descrita (rs1143390) e produz um codon
alternativo codificante para glicina. O alelo (C) € bastante frequente na populagéo (44,3%),
sendo, portanto, um polimorfismo. Esse alelo aparece em homozigose na mée (MAD) e nas
filhas e em heterozigose no pai (CRD) (Figura 8). A terceira alteracdo pontual encontrada é
uma transicdo G>A também j& descrita (rs12043009) e produz um codon alternativo
codificante para glicina. N&o ha informagdes sobre frequéncia na populacdo. Essa alteracdo
encontra-se em heterozigose no pai (CRD) e nas filhas e nao foi encontrada na mae (MAD)
(Figura 9).
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J Base 245 of 1162 (2015 in contig) Quality: 23 (Cons: 59

cRD TTcTECcGE GGG r ] ccractcccccctcccru:rccccrcc

Loxc°’.;1.‘°_=xc 1 TTCGGCGGCGGCGGC

Contigl:

Figura 7 - Alteracdo C>T. A alteracdo € indicada pelo traco em azul. Apesar de na sequéncia do pai
(CRD) haver dois picos na posi¢do indicada, a analise visual revelou que ele € homozigoto C/C. A
sobreposigdo evidenciada ocorreu devido a uma insercao identificada nesse individuo. As filhas séo
heterozigotas C/T e na figura a sequéncia de uma delas (TND) é mostrada. A mae (MAD) é
homozigota T/T. C - controle. As sequéncias foram alinhadas e comparadas com a sequéncia
referéncia (lorcompleto.txt).
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GGAGGETC ARG TCCGG GCGTCAAGTACTC CGGCGGCTCCTCCREGC GGETC

<< TND GAGGCTGCGGAGGEGGCTCCCGTGGOAGCGTCAAGTACTCCGGCGGCGGCGGCTCCTCCGGCEGECGCTCTGGCTGTT-TC-TCCAGCGETGERG
MAD GGAGGCTGCGGAGCGGGCTCCOGTGGGAGCCTCAAGTACTCCGGCGGCGGCGGCTCCTCCGGCGGGGELCTCTCGCTGTT-TC-TCCAGCGGTGGEGE
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lorcompleto.txt
Contigl: GGCAGGCTGCGGACGGGGCTCCGGTGOGAGCGTCAAGTACTCCGGCGGCGECGECTCCTCCGOGCEGEGGCTCTGGCTEGTT-TC-TCCAGCGGTGGGE

Figura 8 - Alteracdo A>C. A alteracdo € indicada pelo traco em azul. O pai é heterozigoto A/C
(andlise visual considerando a inser¢é@o evidenciada nesse individuo). As filhas sdo homozigotas C/C
e na figura a sequéncia de uma delas (TND) é mostrada. A mde (MAD) é homozigota C/C. C -
controle. As sequéncias foram alinhadas e comparadas com a sequéncia referéncia (lorcompleto.txt).
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<< C TCCTCTGGAGGCCGGCGGCGGCGGCTCCTCCGTGECTCGCTCCGGICAGTGECAAGGCCGTCCCGATCTGCCACCAGACCCAGCAGAAGCAGGCGCCT,
lorcompleto.oxt

Figura 9 - Alteracdo G>A. O pai (CRD) é heterozigoto G/A, assim como as filhas. Na figura, a
sequéncia de uma delas (TND) é mostrada. A mde (MAD) é homozigota G/G. C - controle. As
sequéncias foram alinhadas e comparadas com a sequéncia referéncia (lorcompleto.txt).
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As inser¢des encontradas se localizam dentro da regido codificadora do éxon 2
(Figura 12). A primeira insercdo (ins) identificada se trata de uma inclusdo de seis
nucleotideos contendo as bases TGGCGG. Essa alteracdo ndo é descrita na literatura e se
encontra na posicdo 139 da sequéncia transcrita. A inser¢cdo provoca a inclusdo de duas
glicinas na sequéncia de amino&cidos da proteina. Foi evidenciada em heterozigose no pai
(CRD) e nas filhas, ndo sendo encontrada na méae (Figura 10).

A segunda insercdo identificada se trata de uma incluséo de doze nucleotideos
contendo as bases GGCGGCTCTGGC. Essa alteracao ja € descrita (rs11272549) e néo ha
dados sobre frequiéncia na populagéo. A insercdo provoca a inclusdo de uma sequéncia de
aminoacidos glicina-glicina-serina-glicina na proteina. Foi evidenciada em heterozigose no
pai (CRD), homozigose na mée (MAD) e nas filhas e também em heterozigose no individuo
controle (Figura 11). Um resumo das alteracdes evidenciadas é mostrado na figura 12.
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|CD.D CCCCCAEGGACTGCEGAAECCTCTGGCGGCGGTGGCGGTGGCG;GGC.H.GCGGCIBTEE!EGI:!'GI:GGCT!CT'!C!!‘I:T'II:
TND CCCCC}.GTCG}.CTGCGTGA.I.GACCTCTGGCGGCGGTGGCGGTGGCGG!‘GGCLGCGGII.IGCGG!GbI!GI:GBI:TGI:T!C!TI:T'ICaGCGGETCAEGB'
MAD CCCCCAGTGGACTGCGTGAAGACCTCTGGCGGCGGTGGCGGTCGCGGICGECAGCGGCGETGGTGGCTGCGGCTTICTTICGGCGGCGGCGGCTCAGGE
C CCCCCAGTGGACTGCETRAAGACCTCTGGCGGCGGTGGCGETEGCGGICGECAGCGGCGETGGTGGCTGCGGCTTICTTICGGCGGCGGCGGCTCAGGEG
lorcompleto.txt CCCCAGTGGACTGCGTGAAGACCTCTGGCGGCGGTGGCGGTGGE G GGCAGCGGCGETGGTGGCTGCGGCTTICTTICGGCGGCGGCGGCTCAGED
Contigl: CCCCCAGTGGACTGCGTGAAGACCTCTGGCGGCGGTGGCGGTGCGCGGICGGCAGCGGCGETGGTGGCTGCGGCTTICTTICGGCGGECGGCGGCTCAGGE

Figura 10 - Ins TGGCGG. O principio da alteragéo € indicado pelo traco em azul. A insercéo
TGGCGG foi inferida visualmente. O pai (CRD) é heterozigoto assim como as filhas. Na figura, a
sequéncia de uma delas (TND) é mostrada. A méde (MAD) ndo apresenta a insercdo. C - controle. As
seguéncias foram alinhadas e comparadas com a sequéncia referéncia (lorcompleto.txt).
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Figura 11 - Ins GGCGGCTCTGGC. A alteracdo é indicada pelas letras em vermelho. A mée (MAD) é

homozigota assim como as filhas. Na figura, a sequéncia de uma delas (TND) é mostrada. Devido a
sobreposi¢do de picos e ao fato do gene possuir uma sequéncia altamente repetitiva, erros de
alinhamento das sequéncias do pai e do controle ocorreram. A insercdo em heterozigose foi inferida
visualmente nesses dois individuos avaliando suas sequéncias foward e reverse. As sequéncias
foram alinhadas e comparadas com a sequéncia referéncia (lorcompleto.txt).

A AT T TGO TAT G AT oA TGO TG TAACTATCCTCTTZCAGCTGETCCAGCCGATGCTCTCTTCTCCCCTT
CCAGGCTCTCCTTCCTTCTCRGAC CTTATCRAGAARAAAGC AGCCCACCCCTCAGCCCCCAGTGEACT GOGT R
AGRACCTCTGECGECGET GECGETEED GECAGOGGCGETGETEEC TGO GECTTCTTCGED GEO GG GECTC
AGGGEECGETRAGCAGCGETTCTGEET TACTCCGGC GO GETGECTRACTC TGO GEC GG TG GECGEEEECTCC
TCCGED O FHEEEEC A FECAT TEEACEE T GOEEREGEEEC T OO GETEHHAEC ETCARGT AC T C OGERGEC GO
GCTCCTCC GG GEGGEC TCTGECTGT T TCTCCAGC GGTGEEEEC GG TCCGGC TEC TTCTCCTCCEE T GECGEC GG TC
CTICCGEGEECGECTCCGEC TGO TICTCCRAGCGET GGG EEC T CC T CGEGEECGGL TCCGGCTEGC T TCTCCTCCGEE
GGG TTCTCGEECCAGEOECTCCAGTGCCAGRAGC T ACGEAGECGTCTCTAGC GEOGECTCC T C OGEEEECGECT
COGGC TGO TTCTOC RGO GG GGG GGG GECTCTCTCTEOEGC TACTC TGO GEC GO TC TG

CEGCGEAGGCTCCTCTGEC GO AGCGECTCCGEC TACGTCTCCTCGCAGCAGGTCAC TCAGACCTCGTGCGCGCCCChRE
COGAGTTACGGAGGEGELEET CGTOCGEOGECGEO GG AGCEECGEARGCGECTGCTTCTCCAGCGEOGEEGED GEOGEER
GCTCCGEC TGO GECGECGECTCCICCGEEAT TEEC AGCGECTGCATCATCAGTGEC GEGEEC TCCET C TECGEAGETGE
TTEETETGGRGGEEGCGGCGGCGGCTEETEEGTGGGTGGCTEEGGIRGTGGCMGGGCGTCEEG]!TETG‘CEREERGREE
ERGCHEMECMGCET]lEETG'GCEGTEEm.lTEE[EEHEGGTMEﬁEGGﬁEGCWEGﬁGTTl.'-'G]lGGTGTTTI‘
CCRAGEEECACCGRTGEEC T TRGAGC TC TCATGATGCTACCOEAGGT TTGCAARTCCTTCATGTCTTAACCTRACC TGERA
GRAAGCCAT TGARAGCTCTCCGGC TG ATC TRAGT ICTGCTGTTTAGCCTCTTTEGETTTCTGTACAACTACCTCCCAACCCCR
GTGCCTCAGTCARTARATTTGCARAT TCATGRAG A L TTTTTACCTCTCCAAGAGTATTTETACGTCTTCALCGTTCAT ZECE

ALTERACOES: LEGEMDA:
- ins (R -sne [l EXON 2
- SNP SG CODOEEDEENTCEACHD)

-ins RN s B CODON_DE_PARADA

Figura 12 - Localizacdo das alterac8es encontradas.
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» AVALIACAO DA PROTEINA ALTERADA

Avaliando-se o padrédo das alteracdes encontradas, infere-se que o alelo herdado de
CRD pelas filhas que poderia estar relacionado com a doenca possui as duas inser¢des
evidenciadas, ja que as garotas sdo heterozigotas para a primeira inser¢do, que esta
presente no pai e ndo € vista na mae, e sdo homozigotas para a segunda insercdo. Essas

duas inser¢cdes aumentam a proteina em seis amino&cidos conforme mostrado na figura 13.

MaYOQREOPTEQEPVDCVET 3GGG000GE— - GG3GG0aGClGFF aGaaEdcaaiicial oy 3oa0ayY BoG

Lerrrererreereerereerreret rrerrer et e e e e
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FEEEERGEEEEE I GEleEEEGEAVEYBGGEGRE 3GEaEaCCF 33 Ga0EAGCF 3 3GGoE33 G553

Lerrrererrrererrereerrrrrrrerre et e e e et e e e e e
clelelehkeleleleleclenfelelacle ekl iy wisleleleleh Eleleletlelsi g bleleleler el gk lelel el lelelels

FCF B 3GGECEAGEG3GCFA GGG AcAVOCORY GEYEAGE3RGGEAGCF 33GaGGGaVCEY A

Lrerrrrrrrrrerrrrrerrrreerrreerr et e et e et e
GOF 386600 3GEGIGCFIIG00eF 300AVOCORYGEVI GG ITGEEICCFIIGEGaGIVICY S

FiFFAG-———-CEEF3AGEIEIGYVIIQOVTQTACAPOQR 3Y 533353333 e 33 R ARaEaaE533

LT Lerrrerrreererererrerrrerrrerrr ettt e e
cecaciccsesscoacasvvaacouror scaroPaYEsE I9GEEEIGEIGCR IICEEGETS

FOEEEIRGIEAGCIIAGE3IVCGEEAAGEEEEE3 3 VeEacIcRaeVEPICHOTOORQAPTIWE 3K

Lerrrererrererrrereerrrerrrerrerrerrrrr e e e et e e
GOGEEIIGIGECCIISGEEIVOGEEEIGEEGEGEE IVEEEEEGREVEICHOTQUROARTE 8K,

Figura 13 - Alinhamento e comparagdo entre proteinas selvagem e mutada. A sequéncia da
proteina selvagem estd em preto e a sequéncia da proteina mutada estd em azul. As regides
sombreadas em vermelho mostram os aminoacidos inseridos pelas alteragbes presentes no alelo
mutado das filhas (TND e TD) herdado do seu pai.

A proteina mutada foi avaliada quanto a presenca de SLN (Figura 14). As SLN séo
tipicamente compostas por sequéncias Unicas ou bipartidas de aminoacidos basicos como
arginina e lisina. Entretanto, existem varios outros tipos de SLN descritos na literatura, o que
indicou a necessidade de investigagdo quanto a presenca de alguma dessas sequéncias na
proteina mutada. A analise, contudo, mostrou que a proteina alterada, codificada pelo alelo
mutado herdado de CRD pelas filhas, ndo apresenta SLN conhecidas.
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Protein Localization Prediction

Localization prediction in plant

== Summary of subcellular localization prediction using LOCtree ==
Protein Identifier Predicted Localization Reliability Index Intermediate localization prediction Reliability index
query Chloroplast 5 Not Secreted,Not Nuclear,Mitochondria or Chloroplast,Chloroplast 2,5,4,8

Localization prediction in animal

== Summary of subcellular localization prediction using LOCtree ==

Protein Identifier Predicted Localization Reliability Index Intermediate localization prediction Reliability index
¢query  Not DNA-binding 4 Not Secreted,Nuclear,Not DNA-binding 2,4,7

Localization prediction in prokaryotes

== Summary of subcellular localization prediction using LOCtree ==

Protein Identifier Predicted Localization Reliability Index Intermediate localization prediction Reliability index
query Extra-cellular 7 Not Cytoplasmic,Extra-cellular §,6

Prediction of Nuclear Localization Signals (NLS)

This protein does not contain a nuclear localization signa

Figura 14 - Avaliacdo quanto a presenca de SLN na proteina alterada. O circulo vermelho mostra
o resultado dado pelo software ap6s a analise. A proteina alterada ndo possui SLN conhecidas.

O sequenciamento do gene loricrina nos individuos da familia ndo evidenciou
nenhuma alteragéo capaz de provocar os sintomas observados por mecanismos conhecidos
e, portanto, ndo é possivel confirmar o diagnéstico. A QL é causada pelo acumulo da
proteina mutada no nucleo, onde ha uma interferéncia em processos celulares relacionados
a multiplicacdo e a apoptose. As alteracdes encontradas ndo provocam o surgimento de
sinais conhecidos de enderecamento da proteina para o ndcleo e, portanto, ela
provavelmente ndo € enderegada a esse compartimento celular. Um estudo de avaliacdo da
localizacdo da proteina mutada por marcagdo e visualizagdo por microscopia de
imunofluoerescéncia, semelhante ao realizado em trabalhos anteriores, é necessario para a
confirmacao dessa hipotese. Varios trabalhos relataram casos semelhantes ao presente, em
gue sintomas tipicos causados por mutagdes no gene loricrina foram identificados, mas
nenhuma alteracdo causal foi encontrada no gene (AKMAN et al., 2008; WEI et al., 2010;
AKIYAMA et al., 1998).

Vérias inserc¢des e delecdes de 6 ou 12 pares de bases no segundo éxon do gene
loricrina sdo descritas no banco de dados Ensembl e n&o se relacionam a qualquer fendtipo
anormal. Essas alteracbes e outras ndo descritas sdo provavelmente bastante comuns na
populacdo devido a caracteristica do gene, que possui uma sequéncia altamente repetitiva,
0 que aumenta as chances de erro durante a replicacéo por slippage da DNA polimerase. A
segunda insercdo encontrada nesse estudo (Ins GGCGGCTCTGGC, rs11272549) foi
também encontrada em um trabalho que avaliou individuos possuindo sintomas tipicos ja
descritos em pacientes portadores da doenca (WEI et al., 2010). Nesse estudo, essa

mutacao também ndo foi considerada causal, sendo inclusive encontrada nos individuos
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controle utilizados. Nenhuma outra alteracao foi vista no gene. Uma andlise da localizac&o
da proteina alterada, codificada por esse alelo, marcada com GFP (proteina verde
fluorescente), em cultura de células HEK293, mostrou que a mesma possui distribuicao

celular similar a proteina selvagem.

O programa PredictNLS também fornece informagfes estruturais e bioquimicas da
proteina avaliada, além de informar se ela contem possiveis SLN. Foi observado que néo
existem diferencas estruturais e bioquimicas significativas entre a proteina selvagem e a
proteina alterada (dados ndo mostrados), descartando, a principio, a possivel existéncia de
um novo mecanismo, relacionado a proteina alterada presente nas meninas afetadas,
causador dos fenotipos. Outros estudos sdo necessérios para confirmar essa afirmacéo
como, por exemplo, andlise de possiveis interacbes entre a proteina alterada e outras

proteinas ou ativacao/inibicao de vias de transducgédo de sinal.

A clonagem e sequenciamento dos fragmentos sdo necessarios para confirmacao
das sequéncias observadas. Além disso, 0 sequenciamento de um maior numero de
individuos controle € importante para a avaliagdo do espectro das alteracbes encontradas,
principalmente em relacdo a insercdo TGGCGG nao descrita que, se vista em individuos
normais, podera fornecer uma melhor evidéncia para a refutagdo da hipotese de um

mecanismo nao descrito que relacione essa mutacao as caracteristicas dos pacientes.

Existe um outro transcrito descrito para o gene loricrina no banco de dados Ensembl.
Entretanto, ndo existe evidéncia da existéncia de proteina por ele codificada, além de ndo
haver alteracbes descritas encontradas no gene que comprovem a sua exsiténcia. Nao
foram observadas alteracdes nos sitios doador ou aceptor de splicing ou altera¢des dentro
do éxon que levantem suspeitas quanto a expressao desse transcrito nos individuos da
familia. Esse suposto transcrito ndo possui 0 primeiro éxon, apresentando somente o
segundo, com a remog¢do de dois nucleotideos contendo as bases TC na posi¢cao 708-709
da sua sequéncia. A guantidade de transcrito ndo foi avaliada no estudo. Os modelos
animais com alteracdes no gene loricrina mostram que a superexpressdo, uma menor
gquantidade do transcrito selvagem ou a completa inexisténcia de expressédo do gene nado
provoca alterag6es fenotipicas ou essas ocorrem de maneira transiente. No trabalho de WEI
et al., citado anteriormente, as quantidades de proteina selvagem e mutada expressas foram
avaliadas por western blot e se mostraram normais. Foi evidenciado que o gene loricrina
tem sua expressao alterada em outras desordens da pele, como na psoriase e na dermatite
atopica (JARZAB et al., 2009; GIARDINA et al., 2004). Sua expressdo alterada, nesses

casos, foi vista como um fendmeno secundario, e ndo causador dos fenétipos.

40



Novas causas genéticas para 0s sintomas em questdo podem ser avaliadas. Uma
estratégia que pode elucidar qual ou quais genes podem estar envolvidos na desordem
apresentada € o mapeamento por andlise de ligacdo na familia. Um estudo histologico
poderd caracterizar melhor o fendtipo, ajudando a prever as possiveis causas das
caracteristicas aberrantes. As queratodermias palmoplantares podem ser causadas por
diversos genes e os mecanismos envolvidos ndo sdo completamente elucidados. O fen6tipo
observado pode ser uma variacdo de algum tipo de queratodermia descrito, principalmente
de alguma desordem que apresenta sintomas proximos a QL, como é o caso da Sindrome

KLICK (keratosis linearis ichthyosis congenita keratoderma), causada por mutacdes no gene

pomp.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo avaliou a suspeita de queratodermia loricrina em individuos de
uma familia de Minas Gerais. Os resultados obtidos ndo confirmaram a suspeita levantada
pela avaliagéo clinica. O trabalho colaborou para a evidéncia da alta heterogeneidade das
gueratodermias palmoplantares, assim como para a percep¢do de que 0S mecanismos
causadores desses tipos de desordens ainda n&do sdo completamente conhecidos. O
diagndstico, nesse caso, ndo afetaria no tratamento dos individuos afetados, ja que os
métodos de tratamento utilizados atualmente ndo sédo especificos, além de serem bastante
limitados e apenas paliativos. Entretanto, novos tratamentos para as queratodermias
baseados em mecanismos celulares especificos estdo em desenvolvimento e, quando
estabelecidos, aumentardo ainda mais a necessidade de diferenciacdo entre diferentes

patologias.

A clonagem e sequenciamento dos fragmentos se faz necessaria para a confirmacao
das alteragbes evidenciadas. Além disso, 0 sequenciamento de um maior nimero de
individuos €& essencial para a avaliacdo do espectro das alteracdes encontradas,
principalmente em relagdo a inser¢do TGGCGG ndo descrita, 0 que possibilitara uma
melhor evidéncia que ndo sustente a hipétese de um mecanismo nao descrito que relacione
essa mutagcdo no gene loricrina as caracteristicas dos pacientes. Outros genes devem ser
pesquisados e, para tanto, a melhor estratégia é realizar o mapeamento por analise de
ligagdo na familia. Uma analise histopatologica de tecidos oriundos dos individuos afetados
também possibilitarad uma descricdo mais detalhada do fendtipo, sendo bastante informativo

para a suspei¢cdo das possiveis causas genéticas relacionadas a doenca.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0414.0.203.000-09

Interessado(a): Profa. Ana Lucia Brunialti Godard
Departamento de Biologia Geral
Instituto de Ciéncias Biolégicas - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 04 de dezembro de 2009, apés atendidas as solicitagdes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Consolidagdo do Servigo
de Apoio Diagnéstico de Doengas Genéticas para o SUS" bem como
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.

ProgMaria Terésa Marques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep:@prpq.ufing.br
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