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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae. Apesar
do numero de casos registrados de hanseniase no mundo ter reduzido desde 1985, o Brasil é
atualmente o quinto pais em prevaléncia de hanseniase no mundo, apresentando uma
incidéncia de mais de 49 mil novos casos a cada ano. Os danos aos nervos periféricos
constituem a principal consequéncia da infeccdo pelo M. leprae, resultando na perda da
capacidade sensorial e motora dos mesmos. Entretanto, outro aspecto patologico importante
da hanseniase sdo as alteragbes na estrutura Gssea que contribuem para agravar as
deformidades fisicas caracteristicas da doenga. Estudos recentes sobre a interagdo entre o M.
leprae e as células humanas revelaram que o M. leprae regula negativamente a expressdo do
gene PHEX, uma endopeptidase de membrana plasmética relacionada ao metabolismo de
fosfato e que participa do processo de mineralizacdo da matriz 6ssea. Essa modulacdo da
expressdo do gene PHEX pelo M. leprae aponta a proteina PHEX como um possivel agente
molecular nas osteopatias hansenianas. Os mecanismos utilizados pelo M. leprae para a
inibicdo da expressédo de PHEX ainda nédo sdo conhecidos e para a determinacdo dos mesmos
é importante se estudar a regulacdo da expressdo do gene PHEX. Estes estudos tornam-se
complicados, pois a regido promotora do gene PHEX humano ainda n&o foi caracterizada
experimentalmente. Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar a regido
promotora do gene PHEX humano. Através da andlise por bioinformética de uma seqiéncia
de 4498 bp localizada a frente do inicio da fase de leitura aberta do gene PHEX humano
identificou-se uma regido de 1046 nucleotideos com grandes possibilidades de corresponder a
regido promotora deste gene. Esta regido bem como um fragmento contendo metade da
provavel regido promotora (546 bp) foram obtidas através de PCR utilizando iniciadores
especificos. Posteriormente, partiu-se para a clonagem destes fragmentos para que a potencial
funcao reguladora destas regides fosse analisada por ensaios de “gene reporter” (luciferase).
Assim, o fragmento de 546 bp foi clonado no vetor pGL3-Basic (clone -500) e a clonagem do
fragmento de 1046 bp estd em andamento. Tanto em osteoblastos quanto em células de
Schwann o clone -500 nédo foi capaz de gerar luminosidade, mostrando que a por¢éo de 546
bp do provavel promotor ndo é suficiente para a inducdo da expressdo do gene PHEX
humano. A comparacdo deste resultado com os obtidos com o promotor murino, aonde foi
possivel identificar a expressdo da luciferase mesmo em contructos muito menores do que o
nosso clone -500, sugere que a por¢cdo minima necessaria para a inducdo da expressao de
PHEX in vivo varia consideravelmente entre seres humanos e camundongos.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae. Although the global
number of leprosy registered cases has decreased since 1985, Brazil is still the fifth country
in prevalence of the disease in the world, presenting an incidence of more than 49.000 new
cases per year. Peripheral nerve damage is the most important consequence of leprosy
leading to sensitiveness and motor loss of the infected nerves. Another important pathological
aspect is the frequent incidence of bone alterations that contribute to the physical deformities
that are hallmarks of the disease. Recent studies focused on the interaction of M. leprae with
human cells have shown that M. leprae is able to down regulate the expression of PHEX. This
gene codes for a membrane endopeptidase related to the phosphate metabolism, which is
involved in the mineralization of the bone extracellular matrix. The modulation of PHEX
gene expression by the M. leprae points PHEX as a possible molecular agent of the bone
alterations seen in leprosy. In order to define the mechanisms used by M. leprae to inhibit
PHEX expression, studies on the regulation of PHEX gene expression are required. These
studies have been hampered by the fact that the promoter region of the human PHEX gene has
not been experimentally characterized. The aim of the present work was to identify and
characterize the promoter region of the human PHEX gene. By using bioinformatic tools, the
analysis of a sequence of 4498 bp located in front of PHEX open reading frame allowed the
identification of a region of 1046 nucleotides that probably corresponds to the promoter of
this gene. This region as well as a smaller region containing half of the putative promoter (546
bp) were amplified by PCR using specific primers. The fragment of 546 bp was successfully
cloned in the pGL3-Basic vector (-500 clone) and the cloning of the fragment of 1046 bp is in
progress. The potential regulating function of the region of 546 bp was analyzed using
luciferase gene reporter assays. The -500 clone was not able to generate luminosity in
osteoblasts and Schwann cells, indicating that the portion of 546 bp of the putative promoter
is not sufficient for the induction of human PHEX gene expression. A comparison of our
results with those obtained with the murine promoter, in which luciferase expression was
achieved with fragments shorter than 546 bp, suggests that the minimum region necessary for
the induction of PHEX expression in vivo varies considerably in human and mouse.



I. INTRODUCAO

1. HANSENIASE

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae.
Este patdgeno foi o primeiro microorganismo a ser reconhecido como agente causador de uma
enfermidade humana, em 1873 por Gehard Amauer Hansen. Entretanto, mesmo atualmente,
pouco se sabe sobre a biologia deste microorganismo e 0s mecanismos de interacdo deste com
as células hospedeiras.

O M. leprae infecta principalmente a pele, as células do sistema de fagdcitos
mononucleares e as células de Schwann do sistema nervoso periférico e tem preferéncia por
crescer em regibes mais frias do corpo (Britton e Lockwood, 2004). Entretanto, sua
disseminacdo para outros tecidos pode ocorrer nas formas mais graves da doenca. Nesses
casos os linfonodos, olhos, mucosas aéreas superiores, testiculos, figado e medula dssea
podem abrigar grande quantidade do bacilo (Araujo, 2003; Britton e Lockwood, 2004).

As mucosas das vias respiratdrias representam, provavelmente, o principal sitio de entrada
e eliminagéo dos bacilos, mas a pele erodida pode, eventualmente, ser porta de entrada da

infeccdo (Arauljo, 2003). O periodo de incubacdo entre a infeccao e o desenvolvimento da

doenca € muito longo, podendo variar de 2 a 20 anos (Lockwood e Suneetha, 2005).

Acredita-se que mais de 90% da populacdo desenvolva uma imunidade adequada
contra 0 M. leprae e ndo desenvolva sintomas clinicos detectaveis. Entre os individuos
susceptiveis a doenca manifesta-se sob uma grande variedade de formas clinicas que serdo
determinadas em funcdo da resposta imune do paciente. De acordo com o sistema de
classificacdo proposto por Ridley e Jopling (1966), a hanseniase pode ser dividida em cinco
grupos que leva em consideragdo a disseminacdo da doenca e o nivel de imunidade celular.
Em um dos extremos do espectro encontramos o0s pacientes lepromatosos polares, que
possuem uma alta resposta da imunidade humoral e uma baixa resposta da imunidade celular.
Estes pacientes normalmente apresentam-se com elevada carga bacilar e numerosas lesdes
cutaneas. Do outro lado temos os pacientes conhecidos como tuberculdides polares. Estes
possuem uma forte resposta imune celular adquirida, uma reduzida carga bacilar e raras lesées
cutdneas. Varios pacientes apresentam caracteristicas que o0s colocam em posices
intermediarias entre estes polos, sendo entdo classificados como: "borderline™ lepromatoso,
"mid-borderline”, e "borderline™ tuberculdide (Spierings et al., 2000).

Para facilitar a identificacdo dos pacientes, principalmente em paises endémicos
subdesenvolvidos, a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) propde a utilizacdo de uma
classificacdo clinica da hanseniase. Essa metodologia utiliza o numero de lesdes de pele



para agrupar os pacientes em paucibacilares (até cinco lesdes) ou multibacilares (mais de
cinco lesbes) (Lockwood e Kumar, 2004).

Segundo a recomendacdo da OMS, o tratamento da hanseniase é feito através da
poliquimioterapia (PQT— Rifampicina, Dapsona e Clofazimina), e tem a duracdo de seis
meses para 0s pacientes paucibacilares e 12 meses para 0s pacientes multibacilares
(Lockwood e Kumar, 2004). O Ministério da Saude define como caso de hanseniase para
tratamento quando um ou mais dos seguintes achados encontram-se presentes: lesdo de pele
com alteracdo de sensibilidade, espessamento de tronco nervoso ou baciloscopia positiva da
pele.

Algumas caracteristicas epidemioldgicas, como a distribuicdo da doenca em familias
ou comunidades com antecedentes genéticos comuns, sugerem que fatores genéticos possam
ser associados a vulnerabilidade ou a evolucgdo clinica da hanseniase (Araujo, 2003). Entre as
regibes do genoma candidatas estdo os genes da interleucina-10 (Moraes et al., 2004), do
TNFa (Santos et al., 2002), dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) (Van Eden et al.,
1980) e os genes PARK2 (gene associado a doenca de Parkinson) e PACRG (Mira et al.,
2004). Entretanto, a hanseniase deve ser entendida como uma doenca complexa, sendo
também influenciada por fatores ambientais (Gallo, 2005).

Os pacientes hansenianos também podem apresentar episodios reacionais que representam
quadros inflamatdrios que se intercalam no curso crénico da hanseniase (Araujo, 2003). Os
tipos de reacdo mais importantes sdo a reacao reversa ou do tipo 1 e a reacdo do tipo 2 ou
eritema nodoso. A reacdo reversa é causada por um aumento da reatividade dos linfécitos
T aos antigenos micobacterianos e resulta em dor e edema das lesdes de pele e dos nervos
periféricos. O eritema nodoso € uma resposta inflamatdria sistémica causada pela
deposicdo extravascular de imunocomplexos que pode afetar varios 6rgdos (Britton e
Lockwood, 2004). Segundo estudos do ambulatério de hanseniase da FIOCRUZ dentre 0s
pacientes multibacilares 45% desenvolvem reacdo reversa e 55% apresentam o eritema
nodoso (Nery et al., 1998). Os quadros reacionais, as vezes, antecedem o diagnostico da
hanseniase, surgem durante ou ap0s o tratamento. Estes episodios devem ser prontamente
diagnosticados e tratados com anti-inflamatorios e analgésicos (Aradjo, 2003).

1.1. Situacdo Global da Hanseniase

O Projeto de Eliminacdo da Hanseniase da Organiza¢do Mundial de Saude tem como
objetivo reduzir a prevaléncia da doenca em 1 caso para cada 10.000 habitantes. A
estratégia deste projeto se baseia em promover 0 acesso ao diagnéstico e o tratamento dos
doentes com a PQT. Essa estratégia tem sido eficaz. Desde o inicio da utilizacdo da PQT,
em 1985, a prevaléncia (nimero de casos por 10.000 habitantes) global foi reduzida em
quase 90%, e mais de 13 milhdes de pacientes foram curados (WHO, 2004).



Mais recentemente, o nimero de novos casos detectados no mundo foi reduzido em
21% durante 2004, comparado com 2003. Esse declinio deve-se principalmente a reducéo do
nimero de novos casos detectados na india, 29% em relagdo a 2003. Entretanto, a hanseniase
permanece como um problema de salde publica em 9 paises: Angola, Brasil, Republica
Central Africana, Republica Democratica do Congo, India, Madagascar, Mogambique, Nepal
e Unido Republicana da Tanzénia (WHO, 2005).

O Brasil apresentou uma significante reducdo da prevaléncia da doenca de 4,6 no
inicio de 2004, para 1,7 no inicio de 2005, devido a uma atualizacéo do registro de pacientes.
Assim, o Brasil é, atualmente, o quinto pais em prevaléncia de hanseniase no mundo,
apresentando uma incidéncia de mais de 49 mil novos casos a cada ano (WHO, 2005). As
areas de maior risco do pais sdo os estados das regiGes Norte, Nordeste e Centro-Oeste
(Presidéncia da republica, 2004), como pode ser visto na FIGURA 1.
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FIGURA 1: Taxas de prevaléncia da hanseniase no Brasil em dezembro de 2004

(Presidéncia da republica, 2005).

1.2. Patologia da Hanseniase

1.2.1. O dano neural



Apesar da PQT ser um tratamento eficaz contra a infecgdo, ainda existem no mundo
cerca de 2 a 3 milhdes de pessoas com deformidades decorrentes da infeccdo pelo M. leprae
(WHO, 2004). Isto ocorre, pois 0 tratamento, principalmente quando iniciado tardiamente,
ndo impede os danos aos nervos periféricos que sao 0s responsaveis pela perda permanente da
capacidade sensorial e motora dos nervos atacados.

A lesdo neural é um resultado de dois processos. Primeiramente, a presenca do bacilo
induz a desmielinizacdo dos axonios através de um mecanismo contato dependente. As
células de Schwann mielinizadas ndo sdo infectadas pelo M. leprae, assim, acredita-se que o
patdégeno induza a desmielinizacdo e conseqlientemente o dano neural, o que, leva a
proliferacdo de células de Schwann ndo mielinizadas, aumentando assim o namero de celulas
vulneraveis a infec¢do (Rambukkana et al., 2002).

A segunda causa do dano neural é resultado da resposta imune a presenca de antigenos
derivados do M. leprae no nervo. Esta resposta lesa 0s nervos através da invasdo dos mesmos
pelas células imunes e pela compressdao das células de Schwann pelo edema inflamatorio
(Pearson e Ross, 1975). Neste processo as células de Schwann podem ter um papel
fundamental, por apresentar os antigenos do M. leprae as células T citotdxicas. Assim, 0
comprometimento nervoso ocorre em todas as formas da doenca, mas é sem duvida agravado
pelos episodios reacionais (Spierings et al., 2000).

A leséo neural pode ocorrer antes do diagndstico, durante ou ap6s o tratamento com a
PQT. Detectar e tratar o dano neural o mais cedo possivel é essencial para prevenir as
deformidades das méaos, pés, faces e olhos que tanto estigmatizam esta doenca (Lockwood

e Kumar, 2005).

1.2.2. LesOes 6sseas

Um aspecto muito importante da hanseniase € que 0s pacientes apresentam alteragdes
na estrutura 6ssea que contribuem para agravar as deformidades caracteristicas da doenca.
Apesar de exames radioldgicos nao representarem uma rotina no diagndéstico e tratamento da
hanseniase, o que dificulta uma estimativa da freqiiéncia destas altera¢des, estudos clinicos
mostram que as lesdes Gsseas estdo presentes em 82,9 a 91% dos pacientes (Choudhuri et al.,
1999).



As alteracbes Osseas podem ser subdivididas em especificas, ndo especificas e
osteoporose. As alteracdes especificas sdo induzidas, diretamente, pela presenca do M. leprae.
As alteracBes inespecificas sdo geradas de forma indireta, em conseqléncia das lesdes
nervosas, de alteragdes vasculares ou pelo somatério de outros fatores como traumas e
infeccdes secundarias. A osteoporose, por sua vez, é resultante da elevada carga bacilar, da
inflamac&o local e da imobilizacdo ou atrofia dos membros (Dave et al., 2004). Entretanto, é
importante ressaltar que muitas lesdes Gsseas sdo o resultado do somatério de multiplos
fatores, alguns deles dificeis de serem verificados (Choudhuri et al., 1999).

A frequéncia das lesbes dsseas apresenta uma correlacdo significante com a duracao
da doenca, o grau de incapacidade e a falta ou 0 ndo término do tratamento (Choudhuri et al.,
1999). Entretanto, o dano 6sseo pode evoluir mesmo ap6s o paciente ter sido considerado
bacteriologicamente curado. Por isso 0 acompanhamento médico é importante mesmo apés a
cura (Carpintero et al., 1998).

Os pacientes com hanseniase também apresentam uma maior tendéncia de perder dentes e
uma saude periodontal deteriorada em todas as formas da doenca, o que pode estar

relacionado com alteracBes Osseas na regido periodontal (NUfiez-Marti et al., 2004).

Em ultima analise, as alteracGes dsseas sao resultantes da reabsor¢do 0ssea, sendo assim,
seria esperado que os pacientes hansenianos apresentassem um nivel elevado ou normal de
calcio plasmatico. Entretanto, estudos mostram que existe uma elevada frequéncia de
hipocalcemia em paciente hansenianos principalmente naqueles com a forma lepromatosa
da doenca. Vidal e colaboradores (1993) demonstraram que a hipocalcemia no grupo
estudado ndo estava relacionada a caréncia alimentar, problemas de absorcdo intestinal ou
ao metabolismo da vitamina Ds. Apesar da diminui¢do da concentracdo do célcio total, a
concentracdo de céalcio ionizado no soro dos pacientes estudados estava normal. Por isso,
Vidal e colaboradores (1993) sugeriram que a hipocalcemia é um resultado de uma
alteracdo na habilidade das proteinas plasmaticas de se ligarem ao célcio. Alguns ensaios
realizados por eles demonstraram que as proteinas do plasma dos pacientes realmente
ligam-se a uma porcéo menor de calcio do que as proteinas plasméticas do grupo controle.

Entretanto esses dados ainda ndo sdo totalmente conclusivos.



Mautalen e colaboradores (1994) ndo conseguiram confirmar a elevada freqiiéncia de
hipocalcemia em paciente hansenianos. Dos 47 pacientes estudados por eles apenas oito
apresentavam uma hipocalcemia moderada. Com isso, Mautalen e colaboradores (1994)
sugerem que a homeostase de calcio é normal na maioria dos pacientes com hanseniase e
apenas excepcionalmente é possivel se detectar alteragdes significantes.

Outros estudos compararam 0s niveis séricos de varios ions de pacientes hansenianos
com o0s de pessoas saudaveis, demonstrando que ndo SO o0s niveis de calcio séo
significantemente menores nos pacientes, como também o0s niveis de zinco e sodio (Mennen
et al., 1993) e magnésio (Sinha et al., 1978; Nigam et al., 1979).

A despeito dos varios estudos, os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
regulacdo do metabolismo de célcio e outros ions e como isso afeta a incidéncia e gravidade

das lesbes dsseas em hansenianos ainda permanecem pouco compreendidos.

2. A BIOLOGIA DO Mycobacterium leprae

O M. leprae é um patogeno intracelular obrigatorio que infecta, principalmente, o
endotélio vascular, fagécitos mononucleares e apresenta especial afinidade pelas células de
Schwann, sendo o Unico patdgeno capaz de invadir e sobreviver nesta célula (Gallo, 2005).
Esta capacidade de invadir a célula de Schwann se deve a ligacdo do componente de parede
PGL-1 (glicolipideo fendlico-1 especifico de M. leprae) ao dominio G da cadeia a2 da
laminina-2, o componente mais abundante da lamina basal que envolve a unidade célula de
Schwann-axénio (Ng et al., 2000). A a-distoglicana presente nas membranas das células de
Schwann, por sua vez, funciona como receptor para 0 M. leprae apenas na presenca do
dominio G da cadeia a2 da laminina (Rambukkana et al., 1998). Outra proteina de M. leprae
crucial para ligacdo a laminina-a2 é a HLP (proteina semelhante a histona) que funciona
como uma adesina de superficie. Embora estas interacdes tenham um papel fundamental na
ligacdo e provavelmente invasdo do M. leprae na célula de Schwann, outros receptores e
ligantes provavelmente estdo envolvidos neste processo (Marques et al., 2000).

O M. leprae multiplica-se de forma muito lenta, apresentando o maior tempo de
geracdo de todas as bactérias conhecidas (~14 dias) e, até o presente momento, todas as
tentativas de induzir seu crescimento in vitro ndo obtiveram resultados satisfatorios. Assim, as
unicas fontes de M. leprae para pesquisa sdo o tatu de nove bandas (Dasypus novemcinctus),
um hospedeiro natural (Kirchheimer e Storrs, 1971) e camundongos infectados na pata
(Shepard, 1960). Esta incapacidade de crescimento in vitro, bem como a baixa taxa de

duplicacdo do bacilo, talvez, possam ser explicadas pela reducdo do genoma do M. leprae



(3,27 megabases — Mb) quando comparado ao do M. tuberculosis (4,41 Mb). Além disso,
apenas 49,5% do genoma do M. leprae contem genes codificantes para proteinas e 27% ¢é
composto por pseudogenes. Isto representa a maior degradacdo de um genoma (chamado
evolucdo redutiva) ja identificada em um microorganismo intracelular obrigatério (Cole et al.,
2001).

Como as demais micobactérias, o M. leprae possui um envoltério de composi¢cdo
peculiar, rico em lipideos complexos e distintos dos que sdo normalmente encontrados em
outros grupos de bactérias. Esse envelope possui baixa permeabilidade gerando a resisténcia
do patdgeno contra uma serie de agentes terapéuticos normalmente utilizados contra outras
bactérias. Além disso, muitas das propriedades responsaveis pela infectividade do bacilo s&o
decorrentes das caracteristicas estruturais peculiares do seu envoltério, como foi visto

anteriormente (Brennan e Nikaido, 1995).

3. ALTERACOES DA EXPRESSAO GENICA INDUZIDAS PELO M. LEPRAE

As ferramentas genéticas sdo amplamente utilizadas para a identificacdo de genes e,
conseqiientemente, dos processos imunoldgicos envolvidos na resposta das células do sistema
imune ao M. leprae (Alcais et al., 2005). Entretanto, pouco se sabe sobre as alteracdes na
expressdo génica induzidas pelo M. leprae nas células de Schwann.

Neste sentido, Tapinos e Rambukkana (2005) demonstraram que o M. leprae, ap6s um
longo periodo de infeccdo (30 dias) induz a transcricdo do gene da ciclina D1, com
comprovada elevacdo na quantidade desta proteina. O aumento da transcricdo de ciclina D1 é
gerado pela ativacdo de ErK1/2 e leva a um aumento da proliferacdo celular. Esta proliferacdo
em condi¢Oes normais é ativada por fatores de crescimento e proteinas de matriz extracelular.
Entretanto, 0 M. leprae ndo utiliza a via de ativacdo de ErK1/2 previamente conhecida que
envolve as proteinas Ras/Raf/MEK. Intracelularmente o M. leprae induz a ativagdo de PKCe
que fosforila Lck (quinase de células linfoides) que por sua vez é responsavel pela ativacao de
ErK1/2. Assim o M. leprae induz a proliferacdo das celulas de Schwann para garantir a
colonizagdo e sobrevivéncia bacteriana por um longo periodo.

Outro estudo demonstrou que o M. leprae induz a translocacdo para o nucleo de dois
dimeros do fator de transcricdo NF-kB, p65/p50 e p50/p50 na linhagem de células de
Schwann ST88-14. Essa translocacgéo leva a repressao da transcricdo dependente de NF-kB, o
que provavelmente e gerado pelo complexo inibidor da transcri¢cdo p50/p50. A ativacéo desse
homodimero de NF-kB pdde ser inibida pela talidomida, que € uma droga utilizada em alguns

casos de episodios reacionais na hanseniase. Esse estudo € um exemplo de como 0s processos



de sinalizacdo das células de Schwann podem ser modulados pelo M. leprae (Pereira et al.,
2005).

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a investigar as alteragdes na expressao
génica da célula de Schwann ST88-14 induzidas pela interacdo com o M. leprae. Estas
pesquisas ja verificaram a inducdo da expressao de mRNA para IGF-1 apds 4 horas de
incubacdo das células ST88-14 com M. leprae e de mRNA para IGF-11 ap6s 24 horas de
incubacdo com a micobactéria. Esses dados, juntamente com o j& conhecido papel
neuroprotetor de IGF-1 e IGF-11 sugerem que a inducéo pelo M. leprae desses horménios é
uma provavel estratégia para inibir vias apoptéticas na célula de Schwann de forma a garantir
a sua sobrevivéncia (Rodrigues, 2005).

Posteriormente, em nosso laboratdrio, foi utilizada a técnica de Differential display-
RT-PCR, aonde 0 mRNA, total ou poli A*, de células de Schwann incubadas ou ndo com M.
leprae foi extraido, convertido a cDNA e amplificado por PCR utilizando combinacfes de
oligonucleotideos aleatorios. A comparacao do perfil de bandas gerado em cada amostra ap6s
fracionamento eletroforético em gel de seqlienciamento de DNA permite a identificacdo de
genes ou grupos de genes cuja expressdo esteja sendo ativada ou reprimida em funcdo da
presenca do patogeno. Oligonucleotideos especificos para 0s genes identificados séo
desenhados e utilizados em reacdes de RT-PCR semiquantitativo. Essa reacéo, cujo objetivo é
confirmar a expressdo diferencial do gene candidato, tem como molde os cDNAs oriundos da
incubacdo de novas culturas de células com o patdgeno.

Através dessa técnica, descobriu-se que o gene PHEX (do inglés “Phosphate-
regulating gene with Homologie to Endopeptidase on X chromossome”) é reprimido com a
presenca do M. leprae. O que foi confirmado por RT-PCR utilizando oligonucleotideos
especificos (Tempone et al., dados nao publicados).

O gene PHEX esta descrito na literatura como sendo uma endopeptidase de membrana
plasmaética que participa dos processos de regulacdo da homeostase de fosfato. A expressdo
deste gene ocorre predominantemente nos 0ssos (Du et al., 1996; Beck, et al., 1997; Lipman
et al., 1998) e dentes (Ruchon et al., 1998), mas também pode ser verificada em outros
tecidos (Beck et al., 1997).

Assim como nas células de Schwann, a repressdo da expressao de PHEX também p6de
ser verificada em culturas primarias de osteoblastos humanos incubados com M. leprae. Além
disso, experimentos de avaliacdo citométrica conduzidos por nosso grupo, detectaram a
presenca da peptidase PHEX na superficie das células de Schwann ST-8814, osteoblastos e
em elementos da série branca sanglinea humana.

Posteriormente, a expressdo de PHEX em elementos da série branca sanguinea



humana de 5 pacientes com hanseniase lepromatosa, antes do inicio da PQT foi comparada
com a de 5 voluntérios sadios, através da técnica de citometria de fluxo. Quatro pacientes
apresentaram uma diminuic¢do na expressdo de PHEX em comparag¢do com o grupo controle.
O paciente que ndo apresentou esta reducdo apresentava menos alteraces 0sseas € 0 menor
indice baciloscopico, em comparacdo com os demais pacientes (Tempone et al., dados nédo
publicados).

Estes resultados sugerem que niveis alterados de expressdo do gene PHEX podem

estar relacionados com a patogenicidade do M. leprae.

4. PHEX (“Phosphate-regulating gene with Homologie to Endopeptidase on X

chromossome”)

O gene PHEX esta localizado no cromossomo X (Xp22), sendo composto por 22
éxons separados por grandes introns, totalizando uma sequéncia de 220 kilobases (Francis et
al., 1997), que gera um transcrito priméario de 6,5 kb, identificado por experimentos de
Northern blot (Lipman et al., 1998). Anotacdes atualizadas sobre o gene PHEX referem-se a
um mRNA maduro de cerca de 3310 bp (“Unigene -  NCBI”
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/seq.cqi?ORG=Hs&SID=3219393). O cDNA deste
gene codifica uma proteina de 749 aminoécidos que apresenta homologia estrutural com

membros da familia de endopeptidases M13 (Lipman et al., 1998).

A familia M13 é composta por metaloendopeptidases que contém um conservado
motivo de ligacdo ao zinco. Estas enzimas sdo glicoproteinas integrais de membrana que
possuem um curto dominio citoplasméatico N-terminal, um Gnico dominio transmembrana e
uma longa porc¢édo extracelular que contém o sitio ativo da enzima. Além disso, os membros
desta familia possuem dez residuos de cisteina conservados no dominio extracelular que
formam pontes dissulfeto importantes para a manutencdo da estrutura e atividade das enzimas.
Membros desta familia sdo a neprilisina (NEP) que metaboliza peptideos regulatérios do
sistema nervoso, imune e cardiovascular, as enzimas conversoras de endotelina (ECE-1 e
ECE-2) que participam do processo de ativacdo do potente vasoconstrictor endotelina, e
KELL que é o maior antigeno humano de eritrocitos. A incompatibilidade a KELL pode
causar hemdlise severa em transfusdes de sangue, entretanto seu papel fisioldgico ainda ndo é
conhecido. O importante papel das enzimas da familia M13 no processamento ou
metabolismo de peptideos regulatérios sugere que elas representam alvos terapéuticos em
potencial (Turner e Tanzawa, 1997; Turner et al., 2001). Na FIGURA 2 encontra-se a
estrutura do gene e da proteina PHEX como um exemplo da estrutura apresentada pela familia


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/seq.cgi?ORG=Hs&SID=3219393
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FIGURA 2: Estrutura do gene e da proteina PHEX (Adaptado de Tenenhouse, 1999).

A expressao de PHEX ocorre predominantemente nos osteoblastos (Du et al., 1996;
Beck, et al., 1997; Lipman et al., 1998), mas também é muito importante nos odontoblastos
(Ruchon et al., 1998), e nos condrdcitos em divisdo e hipertroficos (Miao et al., 1998). A
expressdo de PHEX varia de acordo com a idade, sendo menor nos 0ssos e dentes do adulto
do que durante o desenvolvimento embrionario. Entretanto, a expressdo de PHEX em
osteoblastos de embrides so € detectavel a partir do inicio da mineralizagcdo da matriz, ou seja,

em osteoblastos diferenciados (Ruchon et al., 1998).



A andlise de tecidos humanos tambeém demonstrou a expressdéo de PHEX em
linfocitos, células do ovario e pulmdo de adultos. Durante o desenvolvimento embrionario
PHEX também é expresso no pulmdo, figado (Grieff et al., 1997 Feb), ovario e musculo
esquelético (Beck, et al., 1997). Além disso, estudos em camundongos adultos ainda
revelaram a expressao de PHEX no cérebro, testiculos e musculo (Beck, et al., 1997). Apesar
de sua funcdo na regulagdo da reabsorcdo de fosforo a nivel renal, a proteina PHEX ndo é
expressa nos rins (Beck, et al., 1997; Zoidis, et al., 2000).

4.1. Doengas Associadas a PHEX

4.1.1. Osteomalacia hipofosfatémica ligada ao cromossomo X (XLH)

O gene PHEX foi identificado através da tentativa de se determinar o gene responsavel
pela osteomalécia hipofosfatémica ligada ao cromossomo X (XLH), utilizando-se para isto a
técnica de clonagem posicional (HYP Consortium, 1995). Atualmente, 188 mutacGes do gene
PHEX ja foram identificadas, a maioria em pacientes com XLH (Sabbagh e Tenenhouse,
2006). O XLH ¢é a causa mais freqliente de raquitismo hereditario em humanos e afeta cerca
de um individuo a cada 20 mil nascimentos. As principais conseqiiéncias desta doenca de
carater dominante sdo: baixa estatura, hipofosfatemia e defeitos na mineralizacdo 0ssea, na
reabsorcdo de fosfato pelos rins e no metabolismo da vitamina D. Os pacientes ainda
apresentam deformidades nos membros inferiores, dores nos 0ssos e abscessos dentarios
(Econs e Francis, 1997). Entretanto a severidade e o fendtipo da doenca variam
consideravelmente, mesmo entre individuos da mesma familia e a Unica caracteristica
invariavel € a hipofosfatemia (Econs, 1999).

Antes da descoberta do gene responsavel pelo XLH dois camundongos com fenétipo
semelhante ao observado na doenga humana haviam sido identificados (Hyp e Gy). O
camundongo Hyp foi gerado por uma mutacdo espontdnea e apresenta essencialmente 0s
mesmos sintomas dos pacientes XLH (Eicher et al., 1976). O camundongo Gy, gerado por
mutacdes induzidas por radiacdo, apresenta, em adicdo as variacdes apresentadas por Hyp,
machos estéreis, com alteracdes comportamentais e reduzida viabilidade. Estudos posteriores
demonstraram que as regides 3’ ¢ 5° do gene PHEX estao deletadas nos camundongos Hyp e
Gy, respectivamente (Strom et al., 1997) (FIGURA 2). Entretanto, descobriu-se que a delecao
nos camundongos Gy se estende, atingindo o gene da espermina sintase, 0 que justifica o

fenotipo adicional apresentado pelos machos deste camundongo (Meyer et al., 1997).



Ap0s estas descobertas, embora os dois camundongos estejam sendo estudados, um
namero maior de experimentos tem sido feito com o camundongo Hyp, e estes experimentos
s80 o0s responsaveis pela maior parte do entendimento atual sobre o XLH (Econs e Francis,
1997). Alguns desses estudos demonstraram uma reducdo de aproximadamente 50% tanto do
mRNA quanto da proteina do cotransportador NaPi-2 nos camundongos Hyp quando
comparados com camundongos normais (Teneshouse et al., 1994). A expressdo do
cotransportador NaPi-2 ocorre nos tubulos proximais, sendo este transportador o principal
responsavel pela reabsorcdo de fosfato pelos rins (Teneshouse et al., 1998). A reducdo na
expressao de NaPi-2 poderia explicar a hipofosfatemia apresentada pelos camundongos Hyp,
entretanto, como as mutagdes no gene PHEX levam a esta expresséo reduzida ainda néo foi
compreendido.

4.1.1.2. Sindrome de Coffin-Lowry

A Sindrome de Coffin-Lowry (CLS) é uma doenca hereditaria rara ligada ao
cromossomo X, na qual os homens afetados apresentam retardo mental severo, atraso no
crescimento, alteracbes 0Osseas progressivas e tracos anatbmicos caracteristicos,
principalmente no rosto e nas maos. Nas mulheres a sintomatologia é bastante variada,
incluindo desde retardo severo até uma performance intelectual relativamente normal
(Hanauer e Young, 2002).

O gene da RSK2 (quinase ribossomal S6) foi identificado em 1996 como o
responsavel pela CLS. Este gene contém 22 éxons que codificam uma proteina de 740
aminoacidos e nele ja foram identificadas 75 mutacGes patogénicas (Hanauer e Young, 2002).
A proteina RSK2 é um membro da familia das serina-treonina quinases reguladas por fatores
de transcricdo, que estdo envolvidas na estimulacdo da proliferacdo e diferenciacdo celular
(Blair et al., 1998).

Recentemente, David e colaboradores (2005) demonstraram que a expressao de PHEX
esta reprimida em camundongos “knockout” para RSK2. Esses camundongos apresentavam
defeitos na mineralizagdo Ossea, entretanto, menos severos do que os apresentados pelos
camundongos Hyp. Essas diferengas na severidade se devem, provavelmente, ao fato dos
camundongos “knockout” para RSK2 ndo apresentarem hipofosfatemia. Esses dados sugerem
gue a repressao da expressdo do gene PHEX possa ser um dos responsaveis pelas

anormalidades Gssea progressivas apresentadas por paciente com CLS.

4.2. Papel Fisiologico de PHEX



A perda da fungdo de PHEX causa a falta de reabsorcao de fosfato pelos rins e a ndo
mineralizacdo da matriz dssea, entretanto os mecanismos pelos quais PHEX desempenha suas
atividades fisiologicas ainda sdo pouco conhecidos. A similaridade de PHEX com os
membros da familia M13 sugere que esta proteina atue pela ativacdo ou inativacdo de
peptideos bioativos (Boileu et al., 2001). Neste sentido, estudos mostraram que a proteina
PHEX é capaz de hidrolisar o horménio paratireocideano (PTH) (Lipman et al., 1998) e o
peptideo relacionado ao hormonio paratireoideano (PTHrP107-139). Entretanto, a importancia
fisioldgica destas degradacdes ainda ndo foi compreendida, uma vez que o sitio de clivagem
identificado no PTHrP107-139 humano ndo é conservado em ratos e camundongos (Boileu et
al., 2001); e a homeostase de célcio é geralmente preservada nos pacientes com XLH, o que
ndo seria esperado se estes pacientes possuissem uma deficiéncia na degradacdo de PTH
(Lipman et al., 1998).

A atividade de PHEX sobre o PTHrP107-130 € inibida por fosfato e pirofosfato, que €
um substrato da fosfatase alcalina abundante nos o0ssos e capaz de inibir a cristalizacdo de
hidroxiapatita in vitro. Outro inibidor é a osteocalcina, que é uma proteina de grande
importancia nos processos de remodelacao 6ssea sendo expressa pelos osteoblastos (Boileu et
al., 2001).

Outra proteina demonstrada como sendo degradada por PHEX é o fator de
crescimento de fibroblasto (FGF-23) (Bowe et al., 2001). Este fator impede a reabsor¢édo de
fosfato nos tdbulos renais, entretanto ndo se sabe se isso ocorre direta ou indiretamente. FGF-
23 é produzido pelo tumor nos casos de osteomalacias derivadas de tumor (TIO) e acredita-se
que o alto nivel de FGF-23 circulante possa ser o responsavel pela hipofosfatemia apresentada
por estes pacientes. A retirada do tumor normaliza o metabolismo do fosfato (Shimada et al.,
2001). Trés diferentes mutacdes no provavel sitio de clivagem de FGF-23 sdo as responsaveis
pelo raquitismo hipofosfatémico autossomico dominante (ADHR) que causa baixa estatura,
deformidades dsseas, hipofosfatemia e defeitos no metabolismo da vitamina D. Essas
mutagdes provavelmente impedem a degradacdo e consequentemente a inativacdo de FGF-23
(Takeda et al., 2004).

Entretanto, Liu e colaboradores (2003) nédo verificaram a degradacdo de FGF-23 por
PHEX, mas demonstraram que as muta¢des do gene PHEX levam a um aumento da expressao
do mRNA de FGF-23 no 0sso e em culturas de osteoblastos. Um aumento de FGF-23
circulante ja havia sido demonstrado em pacientes com XLH (Yamazaki et al., 2002). Liu e
colaboradores (2003) propdem que a atuagdo de PHEX em um substrato desconhecido regule
a expressdo de FGF-23 para controlar a excregdo de fosfato pelos rins.



Alguns estudos demonstraram que osteoblastos derivados de camundongos Hyp
possuem um defeito intrinseco na mineralizacdo, ou seja, independente da hipofosfatemia
apresentada por estes animais. Esse fen6tipo predomina em co-cultura de osteoblastos Hyp
com osteoblastos normais (Xiao et al., 1998). Outros estudos realizados com osteoblastos
transfectados com vetores de expressdo de PHEX-antisenso, que resulta em um declinio na
expressdo de PHEX, também demonstraram que o meio condicionado destas células é capaz
de inibir a incorporagao de calcio por osteoblastos normais e a absorcdo de fosfato no tubulo
proximal in vitro. Estes dados sugerem que as alteracdes de PHEX levam a liberacdo de
fatores especificos capazes de atuar em outras células (Shih e et al., 2002).

Esses defeitos intrinsecos da mineralizagdo levaram a procura de moduladores da
mineralizacdo que fossem degradados por PHEX. Neste sentido, investigou-se a
fosfoglicoproteina de matriz extracelular (MEPE). Entretanto, descobriu-se que MEPE néo é
um substrato de PHEX, mas que PHEX regula o metabolismo desta proteina de matriz
extracelular, pela inibicdo de sua degradacdo enzimética. Especula-se, que o excesso de
produtos de degradacdo de MEPE em sistemas com alteracGes de PHEX seja o0 responsavel
pela inibi¢do da mineralizacdo (Guo et al., 2002). Estudos anteriores haviam demonstrado que
o0 nivel de mMRNA de MEPE esta elevado em osteoblastos derivados de camundongos Hyp
(Argiro et al., 2001). Essa superexpressdo pode ser uma resposta compensatoria da elevada
degradacdo de MEPE (Guo et al., 2002).

Por outro lado, o fato de MEPE ser produzido nas osteomalacias derivadas de tumor
(TIO) (Shimada et al., 2001) levou a investigacdo do papel desta proteina na hipofosfatemia
apresentada pelos pacientes com TIO e XLH. A administracdo intraperitoneal de MEPE em
camundongos levou a uma hipofosfatemia e hipofosfatiria dose-dependente (Rowe et al.,
2004). Entretanto, em um outro estudo a introducdo de células secretando MEPE em
camundongos nao foi capaz de induzir hipofosfatemia (Shimada et al., 2001).

Rowe e colaboradores (2005) confirmaram que PHEX liga-se especificamente a
MEPE de forma dose e zinco dependente, inibindo a degradacdo de MEPE, como visto
anteriormente. A regido carboxi-terminal de MEPE que contém o motivo ASARM (peptideo
protease resistente ASARM) desempenha um papel importante nesta ligacdo. O peptideo
ASARM ¢ um potente inibidor da mineralizacdo, além de ser capaz de inibir a reabsorcao de
fosfato. Os autores sugerem que a auséncia de PHEX funcional nos camundongos Hyp
aumenta a degradacdo de MEPE e conseqiientemente a liberagdo do peptideo ASARM, que
seria o responsavel pela hipofosfatemia e pelos defeitos na mineralizacdo apresentados pelos
camundongos Hyp. Esses dados estdo em concordancia com a transferéncia do fenotipo Hyp
em culturas de osteoblastos e com a indugdo de hipofosfatemia pela administracdo de MEPE



em camundongos, conforme mencionado anteriormente. Outro fato interessante € que outra
proteina que também é produzida nas osteomalécias derivadas de tumor (T1O), a DMP-1
(proteina de matriz dentina-1) (Shimada et al., 2001), também possui o peptideo ASARM na
regido carboxi-terminal, com alta homologia ao motivo de MEPE, sugerindo que MEPE e
DMP-1 poderiam, conjuntamente, gerar o fenotipo de TIO (Rowe et al., 2005).

Recentemente, trés homdlogos do gene PHEX foram isolados de Drosophila
melanogaster (dPHEX-1, -2 e -3). Os trés genes sdo expressos durante todos os estagios de
desenvolvimento do inseto, sendo dPHEX-1 e -2 ubiquamente expressos. Mutagdes no gene
dPHEX-1, em carater homozigoto, é letal logo nos primeiros estagios do desenvolvimento
embrionério. Ao contrario do que seria esperado, tendo em vista a provavel funcdo de PHEX
em vertebrados, uma dieta com deprivagdo de fosfato foi capaz de suprimir a expressao de
dPHEX-1. Estes resultados sugerem que o papel de PHEX em Drosophila difere do papel de
PHEX em vertebrados. Por outro lado, também é possivel especular que PHEX tenha um
papel primordial diferente daqueles postulados até 0 momento, sendo este compartilhado por
organismos em diferentes escalas da evolucao (Ito et al., 2004).

4.3. Regulacéo da expressao do gene PHEX

A maneira como a expressdo de PHEX € controlada pode influenciar profundamente o
seu papel fisioldgico. VVarios componentes ja foram testados com relacdo a sua capacidade de
regulacdo da expressao de PHEX. Com isso, verificou-se que a expressao de PHEX é
estimulada durante a inducdo da mineralizacdo por p-glicerosfosfato em culturas de
osteoblasto (Ecarot e Desbarats, 1998) e que o tratamento de ratos com IGF-I (fator de
crescimento semelhante a insulina), mas ndo com GH (horménio de crescimento), causa um
significante aumento da expressao de PHEX no osso (Zoidis et al., 2000).

O hormobnio paratireoideano (PTH) e o peptideo relacionado ao hormonio
paratireoideano (PTHrP1.34), ambos envolvidos na regulacdo do metabolismo 6sseo, inibem a
expressdo de PHEX em nivel de mRNA e proteina. Essa inibicdo ocorre pela ligagdo destes
fatores ao receptor PTH/ PTHrP com posterior ativagdo de PKA (proteina quinase A) (Vargas
et al., 2003). A concentracdo de PTH necessaria para a inibicdo da expressdo de PHEX in
vitro € muito maior do que as concentracfes de PTH circulante in vivo, sugerindo que in vivo
PTH s0 é capaz de inibir a expressdo de PHEX em condi¢des de hiperparatireoidismo, o que
foi confirmado pela indugdo desta condicdo em camundongos. Entretanto, PTHrP1.34
produzido localmente por osteoblastos pode ser capaz de inibir a expresséo de PHEX in vivo
de forma paracrina ou autocrina (Al6s e Ecarot, 2005).



Outra medida importante no sentido de se entender a regulacéo da expressdao de PHEX
¢ a caracterizagdo de sua regido promotora. Apesar da importdncia do gene PHEX na
mineralizacdo 0ssea e em importantes patologias, 0 promotor deste gene humano ainda ndo
foi caracterizado experimentalmente. Os dados presentes na literatura, neste sentido, sdo o
seqiienciamento da regido 5’ ndo traduzida e toda a seqiiéncia anterior a esta, até o gene da
spermina sintase, que € o gene mais proximo de PHEX no sentido 5’ (Grieff et al., 1997 Sep);
e a caracterizagdo do promotor murino (Hines et al., 2000; Liu et al., 2001).

A partir da caracterizagdo da regido promotora do gene PHEX de camundongos,
identificou-se que o fator de transcricdo SOX9, o mais importante fator de transcricdo para a
condrogenese, é capaz de se ligar a este promotor e estimular a expressdo de PHEX (Liu et
al., 2001).

Também foi determinado que uma nova proteina nuclear de 110 kDa (PAP110) é
capaz de se ligar ao promotor murino e €, provavelmente, necessaria para a transcricdo basal
de PHEX (Hines et al., 2004). O metabdlito da vitamina D, a 1,25-(OH).D3, é conhecido
como sendo capaz de inibir a mineralizacdo da matriz éssea e regular negativamente a
expressao de PHEX, de forma tempo e dose dependente (Ecarot e Desbarats, 1999). Hines e
colaboradores (2004) demonstraram que esta inibicdo se deve a repressdo da expressdo de
PAP110. Aparentemente, o gene codificador de PAP110 possui um elemento responsivo ao
receptor nuclear de vitamina D, que é o responsavel pela inibi¢do da expressédo de PAP110 na
presenca de 1,25-(OH)2Ds.

Hines e colaboradores (2002) demonstraram que glicocorticdides, que sabidamente
influenciam a homeostase de fosfato e a mineralizacdo 6ssea, induzem um aumento na
expressdo de PHEX. Essa inducdo, provavelmente é um resultado da remocdo do fator de
transcrigdo de osteoblasto Cbfal do promotor murino. Provavelmente, Cbfal seja importante
para a inibicdo da expressdo de PHEX em osteoblastos ndo maduros.

A caracterizacdo da regido promotora do gene PHEX humano podera contribuir para
a determinacdo dos mecanismos regulatorios envolvidos no controle da expressdo do gene,
ampliacdo dos conhecimentos a respeito de suas fungdes além de possibilitar um melhor

entendimento dos elementos de patogenicidade do M. leprae.



1. OBJETIVOS

Devido a auséncia de dados na literatura com relacdo as provaveis regides
regulatérias do gene PHEX humano, este trabalho teve como objetivo identificar e

caracterizar a regido promotora deste gene.

Assim nossos objetivos especificos sao:

o Identificar a provavel regido promotora do gene PHEX através da andlise por
bioinformatica, utilizando-se ferramentas disponiveis na internet.

e Clonar a provavel regido promotora do gene PHEX e partes dela no vetor pGL3-Basic.

e Transfectar os vetores recombinantes em células de Schwann ST88-14 e em culturas
primarias de osteoblastos humanos.

e Determinar se a por¢do clonada é suficiente para a inducdo da expressdo do gene
PHEX humano em células de Schwann ST88-14 e em osteoblastos através da analise

da atividade da luciferase.



I1l. MATERIAL E METODOS

1. ANALISE POR BIOINFORMATICA

Inicialmente foi realizada uma pesquisa bibliogréafica utilizando-se o site PubMed

(http://www.pubmed.com) sobre o promotor do gene PHEX. Apo0s esta pesquisa, a seqliéncia

do ja caracterizado promotor de PHEX murino, bem como as sequéncias dos genes PHEX de

humano e de rato foram adquiridas através do site NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Selecionou-se, entdo, um fragmento de 4498 bp a frente do inicio da fase de leitura aberta do
gene PHEX humano. Esta regido foi analisada através de ferramentas de bioinformatica,
incluindo, principalmente, o programa Genomatrix Eldorado 3.0.2, disponivel no site da
GENOMATIX (http://www.genomatix.de/).

Uma regido de 1046 bp que € um pouco maior do que a identificada pelo programa
Eldorado como sendo a regido promotora do gene PHEX humano e parte da seqiiéncia do
gene PHEX de rato foram, entdo, alinhadas ao promotor murino. Para isso foram utilizados a
ferramenta BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e o programa DiAlign
(GENOMATIX).

O fragmento de 1046 bp foi analisado pelo programa Modellnspector professional

Release 4.8.2 (GENOMATIX) para confirmacdo dos possiveis sitios de ligacdo de fatores de

transcricdo ja identificados na sequiéncia de 4498 bp.

2. EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE CULTURAS DE CELULAS

Apos o crescimento das células humanas (osteoblastos ou células de schwann ST88-
14) em garrafas de cultura pequenas (NUNC), as células eram tripisinizadas (conforme
descrito no item 15 — Material e Métodos) e lavadas por 2 vezes com PBS. As células eram,
entdo, ressuspensas em 980 uL de tamp&o SNET (20 mM de Tris-HCI pH8.0, 5mM de EDTA
pH 8.0, 400 mM de NaCl e 1% de SDS) e adicionava-se Proteinase K para uma concentragéo
final de 400 pug/mL. As amostras eram incubadas por uma hora e trinta minutos a 50°C e, ap0s
este periodo, adicionava-se 0 mesmo volume da amostra de fenol saturado com TE e agitava-
se em gangorra por 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras eram, ent&o,
centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos. A fase aquosa era transferida para um novo tubo e
adicionava-se 0 mesmo volume da amostra de fenol saturado com TE e de cloroférmio: alcool
isoamilico, agitava-se gentilmente e centrifugava-se a 12.000 x g por 10 minutos. A fase
aquosa era entdo precipitada com um volume de isopropanol e 0,1 volume de acetato de sédio
3 M por 16 horas a—20°C. As amostras eram, entdo, centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos
a 4°C e o sobrenadante descartado. O DNA era colocado a temperatura ambiente para secar e
depois ressuspenso em TE (10 mM de Tris-HCI pH 7.0 e 1 mM de EDTA pH 8.0).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.genomatix.de/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

3. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A técnica de PCR foi utilizada para amplificar a regido de 1046 nucleotideos, bem
como diferentes fragmentos desta regido contendo delecBes sucessivas de 100 pares de bases
na regido 5°. Os oligonucleotideos utilizados nestas reagdes de PCR foram sintetizados pela
Molecular Resources (Colorado State University), e suas sequéncias encontram-se descritas
na TABELA 1.

As condicbes de PCR empregadas foram: mistura reacional composta de tampéo de
PCR 1X (Promega), 0,4 uM do oligonucleotideo anti-senso e 0,4 pM de um dos
oligonucleotideos senso, 0,75 U de Taqg DNA polimerase (Promega), 200 ng de DNA
gendémico humano, 100 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP — Amersham
Biosciences) e MgClz, em um volume final de 25 pL ajustado com &gua deionizada estéril.

As concentragfes de MgCl. utilizadas para cada par de oligonucleotideos foram
determinadas apds uma etapa de padronizacdo da PCR e encontram-se listadas na TABELA
1.

Os tubos contendo a mistura reacional foram colocados no termociclador MJ Reearch,
Inc, e submetidos a uma pré-desnaturacdo (5 minutos a 94°C), seguida de 45 ciclos contendo
trés fases: desnaturacdo a 94°C por 40 segundos, pareamento de oligonuceotideos por 30
segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos. O programa foi concluido com um
ciclo adicional de 7 minutos a 72°C.

As temperaturas utilizadas para o0 pareamento de cada par de oligonucleotideos foram
determinadas apds a realizacdo de alguns testes de padronizacdo das condi¢des de PCR, e
encontram-se listadas na TABELA 1.

TABELA 1: Sequiéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reactes de PCR.

Oligonucleotideos Temperatura

Sequiéncias MgCl>

SeNnso de pareamento




1046

-100

-200

-300

-400

-500

-600

-700

-800

-900

5 CGTGGGCCACTACGCCCGGCCTGAA 3’

5 GAATGGCTGCCTCAGTAGGAGTGGC 3’

5> AATAAACTTAATTCACGCACTTGTG 3’

5> AAAAGTTCCAGTTCAAACCATCAGC 3’

5> AAAGTTCCTGAAATAAAATGCTCCA 3°

5" CAGGCAAGCAGAATGATTCTTGCAA 3’

5> GAGTTTCACGAGAATCCAGTTTTGA 3’

5> AACATATATACTCGGAACGCTTGAG 3’

5" AGGGGGAAAGCCAAGGCAACCAATA 3°

5" TTCTTAAGCTGTCCATTAGTAGAAG 3’

1mM

2 mM

ImM

2 mM

2 mM

0,75mM

1mM

2 mM

2 mM

2 mM

60°C

60°C

60°C

58°C

58°C

62°C

62°C

58°C

58°C

58°C

Oligonucleotide
0 anti-senso

Sequéncia

PHEX anti-senso

5" CGCTGCTCCCTGTTTCTGCTTCCAT 3’

Para facilitar o processo de clonagem do fragmento de 1046 nucleotideos e da regido
contendo menos 500 pares de bases (fragmento —500) do que o primeiro fragmento, no vetor
de interesse, novos oligonucleotideos foram desenhados, contendo sitios de restricdo para as
enzimas Xhol ou Hindlll, possibilitando assim uma clonagem direcionada dos fragmentos.

Estes oligonucleotideos foram sintetizados pela Invitrogen Custom Primers e suas sequéncias

encontram-se na TABELA 2.

TABELA 2: Sequiéncias dos oligonucleotideos contendo sitios de restrigao.

Oligonucleotideos

Senso

Sequéncias




1046 (Xhol)
5' TGGGAT'CTCGAGCGTGGGCCACTACGCCCGGCCTGAA 3

-500 (Xhol
( ) 5' ATGAAGCTCGAGCAGGCAAGCAGAATGATTCTTGCAA 3!

Oligonucleotideo A
] Sequéncia
anti-senso

(HindlIII) 5'CTTTCCAGAAGCTTCGCTGCTCCCTGTTTCTGCTTCCAT 3

* As letras sublinhadas indicam os sitios de restricdo. Entre parénteses encontra-se a enzima

de restricdo correspondente a cada oligonucleotideo.

Para estes oligonucleotideos as condi¢bes de PCR empregadas foram: mistura
reacional composta de tampdo de PCR 1X (Clonetech), 0,4 uM do oligonucleotideo anti-
senso e 0,4 uM de um dos oligonucleotideos senso, 0,3 pL de Advantage cDNA polymerase
mix (Clontech), 200 ng de DNA gendmico humano, 100 uM de cada dNTP (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP — Amersham Biosciences) e 1 mM de MgClz, em um volume final de 25 pL
ajustado com &gua deionizada estéril.

As misturas foram submetidas a uma pré-desnaturacdo por 10 minutos a 94°C, seguida
de 45 ciclos compostos de: desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, pareamento de
oligonucleotideos a 65°C por 35 segundos e extensao a 72°C por 1 minuto e 30 segundos. Em
seguida as misturas passaram por ciclo adicional de 7 minutos a 72°C.

Em todos os experimentos foi feito um controle negativo, que consistiu em uma
mistura reacional sem adicdo de DNA, para confirmacdo da auséncia de DNAs contaminantes
presentes nas solucgdes utilizadas.

Aliquotas dos produtos das reagdes de PCR foram analisadas por eletroforese em gel
de agarose 1%, para confirmacdo da presenca do produto de interesse e da especificidade da

reacgdo, assim como uma estimativa da quantidade de produto formado.

4. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE



O gel foi preparado adicionando-se agarose ao TAE 1X (40 mM de Tris-acetato e 1
mM de EDTA pH 8.0) na proporcao de 0,8; 1,0 ou 2,0 g de agarose (Sigma) para 100 mL de
tampdo, correspondendo as concentragdes de 0,8; 1,0 ou 2,0%, respectivamente. A
solubilizacdo foi feita em microondas por cerca de um minuto e meio e o volume final
ajustado com agua destilada. Em seguida, a solucdo de agarose foi esfriada e despejada no
formador previamente montado com o pente para formagdo dos “pogos” de aplicagdo das
amostras. Apos gelificacdo, o pente foi retirado e o gel foi transferido para a cuba de
eletroforese horizontal (HOEFER HE33). Um volume de TAE 1X suficiente para cobrir o gel
foi adicionado a cuba.

As amostras foram preparadas adicionando-se tampé&o de amostra (azul de bromofenol
0,25%, xileno cianol 0,25% — SIGMA - e glicerol 50% — USB — em agua destilada) ao
material a ser analisado. A corrida eletroforética foi realizada a 100 V por, aproximadamente,
1 hora. Apds a corrida, o gel foi transferido para uma solucdo de brometo de etideo (0,5
pg/mL) e corado por 10 minutos. Os géis foram entdo fotografados utilizando-se um sistema
de registro de imagens (Kodak Digital Science Electrophoresis Documentation and Analysis
System 1D 3.6).

5. DIGESTAO DOS INSERTOS E DO VETOR

Os produtos das reacfes de PCR realizadas com oligonucleotideos contendo sitios de
restricdo (aproximadamente 6 pg de DNA), bem como 4 ug do vetor pGL3-Basic foram
digeridos com 10 U de cada uma das enzimas Xhol e Hind Il (Invitrogen) por
aproximadamente 16 horas a 37°C, em uma reacdo contendo tampdo React 2 1X (Invitrogen),

em um volume final de 20 pL ajustado com agua deionizada estéril.

6. PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS PARA CLONAGEM DO GEL DE
AGAROSE

ApoOs digestdo, os produtos das reagdes de PCR e o vetor pGL3-Basic foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, seguido de coloracdo com brometo de etideo
(item 4 — Material e Métodos). As bandas dos geéis correspondentes aos tamanhos desejados
foram cortadas do gel de agarose com laminas de bisturi estéreis, expondo-se tais bandas o
minimo tempo possivel a luz UV. Apos a obtencdo dessas bandas, o DNA foi purificado
utilizando-se o Quiaquick Gel Extraction Kit (Quiagen) seguindo-se as recomendacgdes do
fabricante.



Uma aliquota do DNA purificado foi submetida a eletroforese em gel de agarose 2%

para mensurar a concentragéo de DNA.

7. GERACAO DE VETORES RECOMBINANTES

Trezentos nanogramas de inserto e 390 ng de vetor digeridos e purificados foram
ligados utilizando-se 10 U da enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen) em um volume final de 10
uL. A reacdo foi incubada a 16°C por 16 horas. Em seguida, precipitou-se as reacdes com 2,5
volumes de etanol gelado e 5 pug de tRNA a -20°C por uma noite. Centrifugou-se por 15 min a
12000 x g a 4°C, retirou-se o sobrenadante, adicionou-se etanol a 70%, centrifugou-se
novamente, como descrito anteriormente, retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se 0

plasmideo recombinante em 5 uL de 4gua deionizada estéril.

8. PREPARO DE CELULAS DE E. coli ELETROCOMPETENTES

Uma pequena aliquota de E. coli (JM109 - Promega) foi crescida em 10 mL de meio
LB (Gibco-BRL) a 37°C, sob agitacdo, por uma noite. No dia seguinte 1,5 mL do pré-inoculo
foi colocado em cada um dos quatro Erlenmayers contendo 150 mL de meio LB cada e
manteve-se sob agitacdo constante a 37°C, acompanhando-se o crescimento mensurando-se a
D.0O.600 a cada 30 minutos, até que as culturas atingissem a D.O.s00 0.6.

As culturas foram incubadas por 10 minutos no gelo e, posteriormente, transferidas
para tubos de centrifuga Beckman (J2-21M/E) estéreis e gelados. As amostras foram
centrifugadas por 5 min a 5000 rpm, a 4°C. Descartou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se
gentilmente cada precipitado em 200 mL de glicerol 10% (USB) estéril gelado e centrifugou-
se a 5000 rpm por 5 min. a 4°C. Repetiu-se este procedimento mais uma vez e entao o
sobrenadante foi descartado e ressuspendeu-se cada precipitado de células em 25 mL de
Glicerol 10% gelado estéril, juntando-se cada duas culturas em um tubo pequeno de
centrifuga Beckman . As células foram centrifugadas a 3700 rpm por 10 min e cada
precipitado celular homogenizado em 4 mL de Glicerol 10% gelado estéril, fez-se aliquotas
de 50 uL em tubos de microcentrifuga e estocou-se a —70°C.

9. TRANSFORMAGCAO DE CEPAS DE E. coli

Para a transformacéo das células eletrocompetentes adicionou-se os 5 uL da reacdo de
ligase precipitada ao tubo contendo 50 pL de bactérias, misturou-se gentilmente, transferiu-se
esta mistura para cubeta de eletroporagdo e submeteu-se a uma diferenca de potencial de 2,5

KV por alguns segundos em eletroporador (BioRad). Adicionou-se rapidamente 400 pL de



meio SOC (triptona 2% - Sigma -, extrato de levedura 0,5% - Gibco-BRL -, NaCl 0,05% -
Sigma -, KCI 0,019% - Sigma -, MgCl, 20mM e 20 mM de glicose - Sigma) e incubou-se por
1h sob agitacdo a 37°C. Plaqueou-se 50 e 200 uL em LB Agar com 100 pg/mL de ampicilina.
Incubou-se a 37°C pernoite.

Os plasmideos pGL3-Basic, pGL3-Control e pRL-TK (descritos no item 14 —Material
e Metodos) também foram transformados nas células JM109 por eletroporacdo para sua
perpetuacdo em nosso laboratorio.

10. METODO DE SELECAO DOS CLONES RECOMBINANTES

Algumas das colodnias obtidas ap0ds transformacao foram escolhidas de forma aleatoria,
ressuspensas em 5 mL de LB com 100 pug/mL de ampicilina e cultivadas a 37°C, sob agitacéo,
por uma noite, para obtencdo de massa bacteriana para a extracao de DNA plasmidial em
pequena escala (mini-prep).

11. EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA (MINI-PREP)

Ap0s o crescimento das bactérias, uma pequena aliquota das mesmas foi misturada a
20% de glicerol e armazenada a -70 °C. O restante da cultura foi, entdo, centrifugado em
microcentrifuga a 12000 x g por 1 min e o sobrenadante descartado. O precipitado de cada
cultura foi ressuspenso em 150 uL de solucdo de lise (25 mM de Tris-HCI pH 8.0, 10 mM de
EDTA e 50 mM de glicose). As amostras foram homogenizadas e incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente. A esta suspensdo adicionou-se 300 uL de tampéo de lise alcalina (0,2
N de NaOH 200 mM e 1% de SDS), misturou-se por inversdo e incubou-se por 5 minutos no
gelo. Em seguida, adicionou-se 225 ulL de acetato de potéssio (3 M, pH 4.8) gelado, misturou-
se suavemente e incubou-se em gelo por mais 5 minutos.

As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo e incubado entdo a 37°C por 30 minutos com RNAse livre de
DNAse (20 ng/mL). Apos este periodo, adicionou-se 0 mesmo volume da amostra de fenol
saturado com TE e de cloroférmio: alcool isoamilico, agitou-se por 1 minuto e centrifugou-se
a 12.000 x g por 2 minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e 0 mesmo
procedimento foi repetido utilizando-se apenas cloroférmio: alcool isoamilico. A fase aquosa
foi entdo precipitada com 2,5 volumes de etanol absoluto por 20 minutos a —70°C, novamente
centrifugada a 12000 x g por 15 minutos a 4°C, e o precipitado lavado com etanol 70%. Apo6s
esta lavagem o material foi novamente centrifugado, e 0 DNA plasmidial ressuspenso em
agua deionizada estéril.

Alternativamente, a extracdo de DNA plasmidial foi realizada com o Wizard plus SV
minipreps DNA purification System (PROMEGA), conforme recomendagdes do fabricante.
Esse procedimento ndo utiliza fenol, gerando assim um material mais puro, ideal para ser

sequenciado ou transfectado em células eucarioticas.

12. DIGESTAO PARA CONFIRMACAO DA IDENTIDADE DOS VETORES



Ap0s a purificacdo os plasmideos foram dosados em espectrofotdmetro a 260nm,
submetidos a uma digestdo com enzimas de restricdo apropriadas e analisados em gel de
agarose 0,8%. Assim, os plasmideos pGL3-Basic e pGL3-Control foram tratados com a
enzima Smal e o plasmideo pRL-TK com a enzima EcoRl, para confirmag&o da identidade do
plasmideo através do tamanho. O vetor pGL3-Basic recombinante foi digerido com as
enzimas Xhol e Hind 111 (Invitrogen) para a liberagdo do inserto. Os resultados das digestdes
foram visualizados em gel de agarose 0,8 % (item 4 — Material e Métodos).

13. SEQUENCIAMENTO DOS VETORES RECOMBINANTES

Os vetores pGL3-Basic recombinantes que liberaram insertos ap6s a digestdo com as
enzimas de restricdo foram, entdo, seqiienciados através do programa PDTIS/FIOCRUZ, para
a confirmagdo da clonagem do fragmento desejado. Para isso foram utilizados os
oligonucleotideos 1046, -500 e anti-senso, além do oligonucleotideo anti-senso GL2 que é
especifico para os vetores pGL3. A sequéncia deste oligonucleotideo é: 5
CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA 3.

14. VETORES EMPREGADOS

Vetor pGL3-Basic (PROMEGA) — Este vetor ndo possui promotores eucarioticos ou outras
seqliéncias regulatorias, alem disso, ele contém a regido codificante da luciferase de vaga-
lumes (Photinus pyralis) que permite o monitoramento da atividade transcricional em células
eucaridticas. Assim, as sequéncias amplificadas por PCR podem ter a sua atividade promotora
mensurada através da clonagem das mesmas neste plasmideo, transfeccdo dos vetores

recombinantes em células eucaridticas e posterior quantificacdo da atividade da luciferase.
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FIGURA 3: Mapa do Vetor pGL3-Basic. luc+: cDNA codificador da enzima luciferase de
vaga-lume; Ampr: gene que confere resisténcia a ampicilina em E. coli; f1 ori: origem de

replicacéo derivado de filamentos phage; ori: origem de replicacdo em E. coli.

Vetor pGL3-Control (PROMEGA) — Este vetor contém o promotor SV40 e seqliéncias
regulatérias, resultando em uma forte atividade luciferase em vérios tipos de células de
mamifero, sendo assim, uma excelente ferramenta para o monitoramento da eficiéncia de
transfeccdo. Assim, as células utilizadas foram transfectadas separadamente com este
plasmideo para avaliar o impacto que a expressdo da luciferase de vaga-lumes poderia causar
em cada tipo celular.
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FIGURA 4: Mapa do Vetor pGL3-Control. luc+: cDNA codificador da enzima luciferase
de vaga-lume; Ampr: gene que confere resisténcia a ampicilina em E. coli; f1 ori: origem de

replicacéo derivado de filamentos phage; ori: origem de replicacdo em E. coli.

Vetor pRL-TK (PROMEGA) — Este vetor contém a regido codificante da luciferase do
organismo marinho Renilla reniformis e o promotor timidina quinase do virus herpes simples
(HSV-TK) para promover uma expressao moderada de Renilla luciferase. Este plasmideo foi
cotransfectado juntamente com os plasmideos pGL3-Basic Vector ou pGL3-Control Vector,
como um controle para normalizagdo das variagdes experimentais, reduzindo falsos positivos
e falsos negativos causados por fatores ndo especificos como citotoxicidade, nimero de

células, viabilidade celular e eficiéncia de transfeccéo.
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FIGURA 5: Mapa do Vetor pRL-TK. R luc: cDNA codificador da enzima luciferase de
Renilla reniformis; Ampr: gene que confere resisténcia & ampicilina em E. coli; ori: origem
de replicacdo em E. coli.

15. MANUTENCAO DE CELULAS DE SCHWANN DA LINHAGEM ST88-14 E DA
CULTURA PRIMARIA DE OSTEOBLASTOS

A linhagem de células de Schwann ST88-14 foi doada pelo Dr. Jonathan A. Fletcher
do Departamento de Patologia do Brigham and Womens’s Hospital, Harvard Medical School,
Boston, EUA. Tendo sido isolada de um paciente com neurofibromatose tipo I. Esta linhagem
era cultivada em meio RPMI 1640 (Invitrogen) com 10mM de HEPES, 100 U/mL de
penicilina, 100 U/mL de estreptomicina, 1 mM de L-Glutamax (Invitogen) e 10% de soro
fetal bovino (CULTILAB).

A cultura priméaria de osteoblastos proveniente do Banco de Células Humanas do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF-UFRJ) foi doada pelo Dr. Fernando
Costa e Silva e era cultivada em Dulbecco’s Modified Eagle Medium low glucose (DEMEM -
GIBCO) suplementado com 20 mM de HEPES, 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de
estreptomicina, 8mM de bicarbonato de sodio, 0,15 g/L de acido ascorbico e 10% de soro
fetal bovino.

As células eram estocadas em aliquotas, no nitrogénio liquido, em solucdo contendo
50% de soro fetal bovino e 10% de DMSO (Sigma). Para o cultivo, as células foram

descongeladas em banho-maria a 37°C, ressuspensas em 10 mL de meio, centrifugadas a 500



X g por 10 min para a retirada do crioprotetor e ressuspensas novamente em meio. As culturas
eram mantidas em garrafas de cultura (NUNC) em atmosfera de 5% de CO, a 37 °C, até
obterem uma confluéncia de aproximadamente 70%.

Tanto as células de ST88-14 quanto os osteoblastos sdo células aderentes, por isso
para se fazer o repique o sobrenadante da cultura era retirando, a monocamada lavada com
PBS. Um mL de Tripsina (0,125%) com 0,2% de EDTA (Invitrogen) era adicionada a cultura
e as células eram mantidas a 37°C por 2 minutos. Logo apds adicionava-se meio e a suspensao
de células era centrifugada por 10 minutos a 500 x g. As células eram ressuspensas, contadas
em camara de Neubauer e aproximadamente 3,5 x 10° células eram transferidas para uma
nova garrafa. Apos a sexta passagem, as culturas eram desprezadas e nova aliquota de células
era descongelada.

16. TRANSFORMACAO DE CELULAS DE MAMIFERO

As células de Schwann e os osteoblastos foram transfectados com os vetores
utilizando-se o Tfx™ Reagent (PROMEGA), seguindo-se as recomendacdes do fabricante.
Este reagente é composto por uma mistura de lipidios catibnicos sintéticos que formam
vesiculas que se associam ao DNA, facilitando a entrada do mesmo nas células pela fusdo das
vesiculas com a membrana celular.

Apds tripsinizacao, 10 mil células foram plagueadas em cada pogo de uma placa de 96
pocos com fundo chato (Becton Dickinson) e crescidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO
por 24 horas. O DNA foi misturado ao meio sem soro e ao Tfx™2° Reagent, essa mistura foi
agitada vigorosamente e incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. Retirou-se o meio
das células por aspiracdo e, entdo, as células foram incubadas por uma hora com 40 pL da
mistura por pogo, a 37°C (atmosfera de 5% de COy). Passada uma hora, adicionou-se em cada
poco 60 pL de meio com 15% de soro fetal bovino e incubou-se novamente as células por 48
horas.

Diferentes concentragdes de DNA foram testadas (0,5 e 1 pg), utilizando-se sempre

uma proporc¢éo de cargas de 2:1 (Tfx:DNA).

17. ANALISE DA ATIVIDADE DA LUCIFERASE



A analise da atividade das luciferases de vaga-lume e de Renilla foi feita com o Dual-
Glo™ Luciferase Assay System (PROMEGA), conforme recomendacdes do fabricante.

Assim, retirou-se todo o meio das células e adicionou-se uma mistura de 20 pL de
meio com 20 pL de Dual-Glo Luciferase Reagent (Promega), por poco. Este reagente induz a
lise celular e funciona como substrato da luciferase de vaga-lume. Incubou-se as células por
10 minutos com o reagente e mensurou-se a luminescéncia gerada em lumindmetro (Lmax
1138 — Molecular Devices Corporation).

Para medir-se a luminescéncia da luciferase de Renilla, adicionou-se em cada po¢o 20
pL de Dual-Glo Stop and Glo Reagente (Promega). Este reagente reduz a luminescéncia de
vaga-lume em pelo menos 10000 vezes, e contém o substrato da luciferase de Renilla. Apds

10 minutos da adicdo do reagente, foi realizada a leitura em lumindémetro.



V. RESULTADOS

1. ANALISE POR BIOINFORMATICA

Na pesquisa bibliografica sobre o promotor do gene PHEX, realizada através do site
PubMed, verificou-se que Hines e colaboradores (2000) e Liu e colaboradores (2001),
separadamente, caracterizaram o promotor do gene PHEX de camundongo. Com isso, 0 ja
caracterizado promotor de PHEX murino, bem como as seqliéncias dos genes PHEX de
humano e de rato foram adquiridas através do site NCBI e selecionou-se um fragmento de
4498 bp a frente do inicio da fase de leitura aberta do gene PHEX humano, terminando sete
nucleotideos ap6s o codon de iniciacdo (ATG). O fragmento de 4498 bp foi, entdo, analisado
através de ferramentas de bioinformatica. A FIGURA 6 mostra o resultado obtido através da
analise desta sequéncia com o programa Genomatrix Eldorado 3.0.2, que foi capaz de
identificar uma regido promotora de 1031 bp neste fragmento. A FIGURA 7 mostra 0 resumo
deste resultado de forma esquematica, e a TABELA 3 apresenta informacGes sobre as
familias de fatores de transcricdo que possivelmente possuem sitios de ligagcdo no provéavel
promotor, de acordo com o programa Eldorado. As posic¢fes dos sitios de ligacdo desses
fatores de transcricdo em relacdo ao fragmento de 4498 bp encontram-se na FIGURA 6.
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FIGURA 6: Resultado da analise do fragmento de 4498 bp através do programa
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FIGURA 7: Resultado da andlise do fragmento de 4498 bp através do programa
Genomatrix Eldorado 3.0.2, representado de forma esquematica. A sequiéncia de 4498 bp
foi encontrada no cromossomo X de Homo sapiens (NCBI human genome). Regido do
genoma analisada: NC_000023 entre 21803542 e 21813541 (10000 bp).



TABELA 3: Familias de fatores de transcricdo que apresentaram sitios de ligacdo no

provavel promotor, de acordo com o programa Eldorado.

Familia de

fatores de Informacdes
transcricéo

SMADA Familia SMAD de fatores de transcricao de vertebrados
EBOX Fatores de ligacdo E-BOX
CEBP Proteina intensificadora de ligacdo a CAAT
NFAT Fator nuclear de células T ativadas

Fatores com atividade moderada em seqiiéncias de DNA

HOXF
conservadas
EGRF Fator de crescimento do nervo de rapida indugéo
SP1F Fatores de sequiéncias GC
TTFF Fator de transcricdo 1 da tiredide
FKHD Fatores do inicio da forquilha de replicacao
NKXH Sitios de DNA conservados NKX/DLX
GATA Fatores de ligacdo GATA
PAX8 Sitios de ligacdo PAX-2/5/8
STAT Transdutores de sinal e ativadores da transcri¢ao

Uma regido do gene PHEX humano um pouco maior do que a regido promotora
encontrada pelo programa Eldorado, contendo mais 15 nucleotideos na regido 3’, totalizando
1046 bp foi alinhada com parte da sequiéncia do gene PHEX de rato e com o ja caracterizado
promotor murino. O alinhamento pode ser verificado na FIGURA 8, e a identidade obtida
entre as sequéncias encontra-se na TABELA 4. A sequéncia do gene PHEX humano

analisada apresenta uma identidade de 73% com o promotor do gene PHEX de camundongos,



sugerindo que esta regido de 1046 nucleotideos do gene PHEX humano tem grandes

possibilidades de corresponder a regido promotora deste gene.

hs29804/PHEX 1 cgtgggooac tacgoocogge o-TGRAACCA ATTGCCTTTG AATTCATCCT
mm@0141/Phex 1 gt=---TTAAT CRATCTTTCT AGTGGAACCA RATARAGTCTG ACTTAATCCT
rn20637/Phex 1  tgtgaTTAAT CAATCTTTCT TGTGGGCCCAE GATRAGTCTG AATTAATTCT
hs29804/FPHEX 50  GGGGAATCTC CTGAARGTGEA CAGTTTATGT AAACACARMARL ACATCCTARE
mm@0141/Phex 48 CAGGAAGCTG CTGARATARC CACTTTAGGG AARCATAAAR CCttacaggg
rn20637/Phex 51  CAGGAARGCTG CTGAARATARC CACTTTAGGG AARCACAARR ACTTGECTARG
h=29804/FPHEX 100  gAk====TGG CTGCCTCAGT AGGAGTGGCA GACRARACAC ATGGtgoact
mmS0141/Phex a3 CAG====-TGT CTGCTTCGEA GGAGCTAGAG ARCRARATAC ATGGETGCTS
rn20637/Phex 101 cagaggcoTGG CTGOCTGGGR GGAGCTAGRG ARCAARRTAC ARGGETGCTSG
hs29804/PHEX 146  tttcatcahl ARCACACRAG GARARARt-- =-TTTTCATCA TATCTTTTGT
mm30141/Phex 144 TGCTCSTCAR AACACACAGS Gt--RARRGAR CTTTTTACTA TATCETTTGT
rn20637/Fhex 151 TGECTCATCAR AACARCACAGS GGAARARMGA CTTTTTACTA TATCEITTST
hs29804/PHEX 193  AGTTGCTAAT ARRCTTAATT Cacgoacttg tgtttttttg tgggtttttt
mm90141/Phex 192  GGTTGATAAT ARGCTTAATT CATATACTTA ACTGTC-=== ==========
rn20637/FPhex 201  GGTTGATAAT ABRGCTTAATT CATATACTTA ACTGTC=-=== ==========
hs29804/FHEX 243 ETTTTGTACAR CTTCTTAGTA \G gaagtgotTT TTCTCCTTCC
mm30141/Phex 228 =CTTTGTACRE TTTCTTAGCC s TAC=-==== TC TTCGTCTTCC
rn20637/Phex 237 =TTTTGTACE ATTCTTAGCA TAC === TT TTCTTCTTCC
hs29804/PHEX 293 Ttt-====-=-- ARGARRAACGT TCCAGTTCAA ACCATCRGCC TCTGTAGGETT
mm30141/Phex 27?2 Tasaaasaah ARRARRAACT TCCRGTCCAR ACCATCARGCC TCTGTAGGETT
rn20637/Fhex 280 Temm————— A AARARARAACT TCCRGTCCAA ACCATC-GCC TCTGTAGGTT
hs29804/PHEX 336  GTCITAATTE CTACTTTGCA CTGCACTGGA CTATGACTGR TTTTTGGCAC
mm80141/Phex 322  GTCTTAATTG CTACTTTGCAR CTGCRATGGA CTATGRCTGA TTTTTGGECAC
rn20637/Phex 321  GTCTTAATTG CTACTTTGCR CTGCAQTGGA CTATGRCTGA TTTTTGGECAC
hs29804/PHEX 386  ATGCTATCAT ACACARAGTT CCTGAAATAA AATGCTCCAG GATATCCTAG
mm30141/FPhex 372  ATGCTATCAT ACACARCGTT CCTARAATAA AATGCTCCAG GATATCCCAG
rn20637/Phex 371  ATECTATCAC ACACARCGTT CCCARARTAA AATGCTTCAG GCTATCCCAG
hs29804/PHEX 436  GAACTCTTAG AAGGCTTTAR ARAGGGACTC ACACACTGAA AGRATAtc-T
mmS0141/Phex 422  GAACTCTTAG AAGGCTTTAR AAGGGGACTA ACACACTGAR AGRGTAACTT
rn20637/Phex 421  GAACTCTTAG AAGARCTTTAR AAGGGGACTA ACACACTGAR AGRGTAACTT
h=29804/PHEX 485  TTEATGAAGH CRATTCAGGC AAGCAGRATG ATTCTtgoaa CRGARTTACHE
mm30141/Phex 472  TTGEACGACGA CAGTTCAGAC AAGGAGARTG gCTGTCATAG CAGARATCTG

rn20637/FPhex 471  TTGEACGATGA CAGTTCAGAC AAGGAGARTG ACTCTCATAG CAGARATCTG



hs29804/PHEX 535 TGATTARTTG AGATCTTGAA GIGGEGETCCGG tgaaTCCTGE CCRCCTAACT
mma0141/Fhex 522 TAACTARTTG AGATCTTGAA TTGGRATGCAG ACTGTCCTTG CCRCCTAACT
rn20637/Fhex 521 TAARCTAGTITG GGATCCTGAR GTGEATGECGG ACTGTCCTTE CCROCTAACT
hs29804/PHEX 525 TATCATGATT TCLGGEAGSTT ToacGAGRAT CCAGTTTTGR TARARcaatt
mm30141/FPhex 572 TATCATGGETT AGGGGEAGES T==-=-GGGAAT CCACTTTTGA TARARgacaa
rn20637/Phex 571 TATCATGCTT AGGGGGAGET T==-=-GAGRAT CCACTTGTGA TARAgaca=-=
hs25804/PHEX E35 g=TTTTTTTC CTCCOCARGT GACTATACAT TTARATAGCT AARRACATCTG
mm90141/Phex 619 atTTTTTTTC CTCCCCAR CACTATACGT TTARATASCT AMRACATCTS
rn20637/FPhex El6 ==TTTTTTTC CTCCCCAAGT GRCTATACGT TTARATtGCT AARACATCTG
hs25804/PHEX 624 TTCRGCRACA TAGTARMAACA TATATACTCG GAACGCTTGA GRGARGAGCIC
mm50141/Phex &69 TGCRGCRACC TAGTARAACK TGTATACTCG GAATGCTTGR GCRARAAGCC
rn20637/Phex a6d TGCRGCRACE TAGTARAACK T-TATAATCG GAATGCTTGR GCRARAAGIC
h=29804/PHEX 734 TGCCARAC== ========= A GGGACTTTGC TGAGGGAGAG CACCARAGATA
mm30141/FPhex 7139 TGCCAARRCAR TEGCTTGAGR GGGACTTTGC TGAGGGAGAG CACCARGATA
rn20637/Phex 713 TGCOCARRCAD ToGCTTGAGR GGAACTTTGEC TCAGGGAGAE CACCEAGATA

h=29804/PHEX 173 BARECARCA-C TGTTTGTTTT GTCTASTCAG ggogaalGol ARGGCAACCA
mm30141/Phex 169 BAGCAARCTGC TGTTTGTTIT GICTAGTCARA aggoG=AGCC AAGGCAACCA
rn20637/Phex 163 AAGCAACTGC TGTTTGTTIT GICTAGTCAA gagaG-RAGCC ARGGCARCCA
hs29804/PHEX 22 ATATTTTEgt ttttataatT TTCATTTGETG AAGAATTATT TCRGRAAGGS
mm30141/Phex 818 ATATTTTEAG TTTCTTTTAT TTCATTTGTG AAGGATTATT TERGRAAGGS
rn20637/Phex 812 ATATTTTGTG TTTCTTTTAT TTCATTTGTG AAGGATTATT TGRGRAAGTG
hs29804/PHEX 872 TGglGAGEEE AGATTTCCTG ACGGCAGITT CTTAAGCTGET CoATTAGTRG
mm30141/Phex BES TETCEAGEEE ARGTTTCCTS ACAGGAATTT TTARARGCTET CTATTACCRG
rn20637/Phex BE2 TGETOEAGEEE ARGTTTCCTE RCAGGAATTT TTARACCTET CTATTASCRG
hs28804/PHEX 522 AAGRGCAAGE ARGOCTTGGA TGTCAAcgoc tocg==---- CT CTTGARGACCA
mm30141/Phex 518 ACGAGCRAGE GRGTCTTGAR TATCRARCGC CTGACRAACT tTTGAGACCA
rn20637/Phex 512 ACGRECARAGH GAGTCTTGAR TGTCRAATCC CTGACAARACT CTTGRGACCA
hs29804/PHEX 567 GOCACCAAAC CACGARAAGT GRACTTTCTtc tcotghbgeTC TCTACGGCCC
mm30141/Fhex 963 GCCACCRARC CRCGARAAGT GACTTTCctt ctaAGTCTTC TCTCCAGCCC
rn20637/Phex 562 GCCACCRARC CROGARAAGT GACTTTCTg- ---AGTCTTC TCTTCGGCCC
h=29804/PHEX 1017 TTCTGATCEGR AGCAGAAMCE GGGAGCAgog -

mm30141/Phex 1018 TTCTGATEER AGCAGRAACE GEGAGCA===- =

rn20637/Phex 1008 TTCTGATGEER AGCAGRAGCA GEGAGCACca t

FIGURA 8: Resultado do alinhamento da regido de 1046 bp do gene PHEX humano
(hs2984) e de parte da seqliéncia do gene PHEX de rato (rn20637) com o promotor

murino (mm90141) utilizando o programa DiAlign.



TABELA 4: Identidade entre a regido de 1046 bp do gene PHEX humano (hs2984), a
sequéncia do gene PHEX de rato (rn20637) e o promotor de PHEX murino (mm90141)

obtida com o programa DiAlign.

hs29804/PHEX

({1046 bp)

Identidade — Porcentagem de nucleotideos idénticos.

Com o programa Modellnspector professional Release 4.8.2 foram identificados
possiveis sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do a sequiéncia de 1046 bp, confirmando os
dados encontrados no fragmento de 4498 bp com o programa Eldorado. Na TABELA 5
encontram-se informacdes dos sitios de ligacdo desses fatores de transcricdo. Apenas 0s sitios
de ligacdo com as maiores porcentagens de similaridade do modelo foram listados, ou seja,
aqueles que possuem as maiores porcentagens dos elementos necessarios para a ligagdo do

fator de transcricdo.



TABELA 5: Provaveis sitios de ligacao de fatores de transcri¢cdo na sequéncia de 1046

bp, de acordo com o programa Modellnspector.

Fator de o . . Similaridade do
transcricao Posicao Fita Seqtiéncia modelo

SMADA  120-128 (- GTCTGCCAC 86,7%
EBOX 602-616  (+) GTTTCACGAGAATCC 87,2%
CEBP 172-186 () GATATGATGAAAAAT 93,6%
NFAT 162-172 () CAAGGAAAAAA 97,5%
HOXF 523-539  (+) AACAGAATTACATGATT 87%
HOXF 532-548  (+) ACATGATTAATTGAGAT 94,8%
EGRF 590 - 604  (+) TGATTTGGGGGAGTT 71%
SP1F 594 -608  (+) TTGGGGGAGTTTCAC 94,3%
TTFF 644-658  (+) CTCCCCAAGTGACTA 86%
FKHD 629-645 () AGGAAAAAAACAATTGT 97,8%
NKXH 646-658  (+) CCCCAAGTGACTA 93,2%
NKXH 657 - 669 ¢) ATTTAAATGTATA 79,6%
GATA 765-777  (+) CCAAGATAAAGCA 98,5%
TTFF 713-727 () TCTCTCAAGCGTTCC 96,4%
FKHD 731-747  (+) GCCTGCCAAACAGGGAC 79%
PAX8 714-726 () CTCTCAAGCGTTC 98,3%
TTFF 713-727 () TCTCTCAAGCGTTCC 96,4%
CEBP 857-871  (+) TTATTTGAGAAAGGG 92,6%
EGRF 872-886  (+) TGGCGAGGGGAGATT 71,2%
CEBP 896 - 910 ¢) CAGCTTAAGAAACTG 92,7%
STAT 910-928 ()  TGCTCTTCTACTAATGGAC 83%




2. AMPLIFICACAO DE DIFERENTES FRAGMENTOS DA PROVAVEL REGIAO
PROMOTORA DO GENE PHEX

Utilizando-se oligonucleotideos especificos foi possivel amplificar a regido de 1046
nucleotideos, e fragmentos sucessivamente menores desta regido, que continham sempre 100
pares de bases a menos que o fragmento anterior. Diferentes concentracdes de MgCl, e
temperaturas de pareamento de oligonucleotideos foram testadas (Dados ndo Mostrados) até
que as condic¢des de ensaio foram estabelecidas, e encontram-se descritas no item 3 (Material
e Metodos). Os resultados obtidos com essas condi¢des encontram-se na FIGURA 9, na qual

é possivel observar a especificidade e o rendimento das reacées.

FIGURA 9: Amplificacdo de diferentes fragmentos da provavel regido promotora do
gene PHEX. Fotografia de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
Linha 1 - Marcador de peso molecular (1 kb Ladder - Invitrogen); linha 2 — fragmento de
1046 bp; linha 3 — fragmento de 946 bp; linha 4 - fragmento de 846 bp; linha 5 — fragmento
de 746 bp; linha 6 — fragmento de 646 bp; linha 7 — fragmento de 546 bp; linha 8 — fragmento
de 446 bp; linha 9 — fragmento de 346 bp; linha 10 — fragmento de 246 bp; linha 11 —
fragmento de 146 bp.



O fragmento de 1046 nucleotideos e a regido contendo 500 pares de bases a menos do
gue ele (fragmento -500), também foram amplificados com oligonucleotideos contendo sitios
de restricdo para as enzimas Xhol ou Hindlll. O resultado obtido nesta amplificacdo pode ser
visualizado na FIGURA 10.

2036 bp

1636 bp

1018 bp — 1046 bp
506 bp — 546 bp

FIGURA 10: Amplificacdo do fragmento de 1046 nucleotideos e a do fragmento —-500
com oligonucleotideos contendo sitios de restricdo. Fotografia de eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. Linha 1 - Marcador de peso molecular (1 kb
Ladder - Invitrogen); linha 2 — controle negativo da reacdo com o oligonucleotideo1046
(Xhol); linha 3 e 4 — fragmento de 1046 bp amplificado com dois DNAs molde diferentes;
linha 5 — controle negativo da reacdo com o oligonucleotideo -500 (Xhol); linha 6 e 7 —

fragmento —500 amplificado com dois DNAs molde diferentes.

3. DIGESTAO PARA CONFIRMACAO DA IDENTIDADE DOS VETORES

Os plasmideos pGL3-Basic, pGL3-Control e pRL-TK foram transformados nas células
JM109 por eletroporacdo para sua perpetuacdo em nosso laboratorio conforme descrito no
item 9 (Material e Métodos). Apds miniprep das col6nias transformadas a confirmacdo da
identidade dos plasmideos obtidos foi feita através da digestdo dos plasmideos pGL3-Basic e
pGL3-Control com a enzima Smal e do plasmideo pRL-TK com a enzima EcoRIl. Na

FIGURA 11 pode-se confirmar o tamanho de cada plasmideo.
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6108 bp
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FIGURA 11: Confirmacao do tamanho dos vetores obtidos apds miniprep. Fotografia de
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. Experimento de digestao
utilizando-se as enzimas Smal e EcoRI para os vetores pGl-3 e pRL-TK, respectivamente .
Linha 1 - Marcador de peso molecular (1 kb Ladder - Invitrogen); linha 2 - vetor pGL3-
Control (5256 bp) ndo digerido; linha 3 - vetor pGL3-Control digerido; linha 4 - vetor pGL3-
Basic (4814 bp) ndo digerido; linha 5 - vetor pGL3-Basic digerido; linha 6 - vetor pRL-TK
(3785 bp) nédo digerido; linha 7 - vetor pRL-TK digerido.

4. DIGESTAO E PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS 1046 E -500 E DO VETOR
PGL3 BASIC.

Os produtos das reacdes de PCR e o vetor pGL3-Basic digeridos foram purificados do
gel de agarose conforme descrito no item 6 (Material e Métodos). A andlise de uma aliquota
deste DNA purificado pode ser vista na FIGURA 12, aonde € possivel mensurar a
concentracdo de DNA obtida.



4072 bp 4818 bp
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FIGURA 12: Digestéo e Purificacdo dos fragmentos 1046 e -500 e do vetor pGL3 Basic.
Fotografia de eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo. Anélise da
digestdo com as enzimas Hind Il1 e Xho | e posterior purificacdo dos fragmentos de 1046 e de
546 bp e do plasmideo pGL3 Basic. Linha 1 - Marcador de peso molecular (1 kb Ladder -
Invitrogen); linha 2 - “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen); linha 3 — fragmento de 1046 bp;
linha 4 — fragmento de 546 bp; linha 5 — vetor pGL3-Basic.

5. CLONAGEM DO FRAGMENTO -500

O fragmento —500 e o vetor pGL3-Basic digeridos e purificados foram utilizados em
uma reacdo de ligase (item 7 — Material e Métodos) e, posteriormente transformados nas
células JM109 por eletroporacdo. Apds a miniprep do vetor recombinante, 0 mesmo foi
digerido com as enzimas Xho | e Hind Ill para a confirmacdo do sucesso da reacédo de ligase.

Na FIGURA 13 pode-se visualizar a liberagdo do inserto de 546 pares de bases.
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FIGURA 13: Confirmacéo da clonagem do fragmento - 500. Fotografia de eletroforese em
gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo. Anélise da digestdo do plasmideo pGL3
Basic com o inserto —500 com as enzimas Hind 11l e Xho I. Linha 1 - Marcador de peso
molecular (1 kb Ladder - Invitrogen); linha 2 — vetor pGL3-Basic recombinante ndo digerido;

linha 3 — vetor pGL3-Basic recombinante digerido.

6. SEQUENCIAMENTO DO CLONE - 500

O clone -500 (vetor pGL3-Basic com o fragmento —-500) foi seqlienciado através do
programa PDTIS/FIOCRUZ. Na FIGURA 14 encontra-se o alinhamento da seqiiéncia obtida
por sequienciamento utilizando o oligonucleotideo GL2 (Query) com o provavel promotor do
gene PHEX (fragmento de 1046 bp - Sbjct). Nesta figura é possivel observar que o fragmento

desejado foi clonado com sucesso.



Score = 1019 bits (530), Expect = 0.0
Identities = 539/547 (98%)
Strand = Plus / Minus

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbict:

Query:

Sbjct:

28

1046

88

986

148

926

208

866

268

806

328

746

388

686

cgctgctccctgtttctgcttccatcagaagggccgtagagagcacacgagaagaaagte

PEEEErrrrrrrrrrrr ettt et e e e
cgctgctcecctgtttcectgetteccatcagaagggeccgtagagagcacacgagaagaaagtce

acttttcgtggtttggtggctggtctcaagagcgaggcgttgacatccaaggctctecttg

PErrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrer e e et e et et
acttttcgtggtttggtggctggtctcaagagcgaggcgttgacatccaaggctttcecttyg

ctcttctactaatggacagcttaagaaactgccgtcaggaaatctcccecctecgecaccectt

ctcttctactaatggacagcttaagaaactgccgtcaggaaatctccecctecgeccacccett

tctcaaataattcttcacaaatgaaaattataaaaaccaaaatattggttgccttggett

LEerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer ettt r e
tctcaaataattcttcacaaatgaaaattataaaaaccaaaatattggttgccttggett

tcccecctgactagacaaaacaaacagtgttgetttatcttggtgectctcececctcagecaaag

LEerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer ettt r e
tcccececctgactagacaaaacaaacagtgttgetttatcecttggtgetctecctcagecaaag

tccctgtttggcaggctcttctctcaagecgttccgagtatatatgttttactatgttget

PErrrrrrrrrrrrererrr ettt re ettt rr e
tccctgtttggcaggctcecttctctcaagecgttccgagtatatatgttttactatgttget

gaacagatgttttagctatttaaatgtatagtcacttggggaggnnnnnnncaattgttt

PETEETErr e et ettt et ettt et LI
gaacagatgttttagctatttaaatgtatagtcacttggggaggaaaaaaacaattgttt

87

987

147

927

207

867

267

807

327

747

387

687

447

627



Query: 448 tatcaaaactggattctcgtgaaactcccccaaatcatgataagttaggtggccaggatt 507

LErrrrrrrrrrrrrerrrrrerrrr ettt r ettt
Sbjct: 626 tatcaaaactggattctcgtgaaactcccccaaatcatgataagttaggtggccaggatt 567

Query: 508 caccggacccacttcaagatctcaattaatcatgtaattctgttgcaagaatcattctge 567

LEErrrrrrreerrr e e et ettt r ettt et e
Sbjct: 566 caccggacccacttcaagatctcaattaatcatgtaattctgttgcaagaatcattctge 507

Query: 568 ttgcctg 574

FETETT
Sbjct: 506 ttgcctg 500

FIGURA 14: Resultado do alinhamento da sequiéncia obtida por seqienciamento
utilizando o oligonucleotideo GL2 (Query) com o provavel promotor do gene PHEX
(fragmento de 1046 bp - Sbjct).

7. ANALISE DA ATIVIDADE DA LUCIFERASE

As células de Schwann e os osteoblastos foram transfectados com o clone —500 (vetor
pGL3-Basic com o fragmento -500) e com os vetores pGL3-Control e pRL-TK.
Primeiramente, cada plasmideo foi transfectado separadamente, e testou-se diferentes
concentra¢fes dos mesmos (0,5 e 1 pg). Apos lise celular as luminosidades geradas pelas
luciferases de vaga-lume e de Renilla foram medidas em luminémetro. A média da
luminosidade obtida de triplicatas transfectadas com cada concentracdo dos vetores pGL3-
Control e pRL-TK e com o clone —500 pode ser visualizada na FIGURA 15 (células de
Schwann) e na FIGURA 16 (osteoblastos). Nestas figuras podemos observar que as células

transfectadas com o clone —500 néo apresentaram luminosidade.
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FIGURA 15: Luminosidade gerada pelos plasmideos pGL3-Control, pRL-TK e pelo
clone -500 em células de Schwann ST88-14.
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FIGURA 16: Luminosidade gerada pelos plasmideos pGL3-Control, pRL-TK e pelo

clone -500 em cultura primaria de osteoblastos.



Posteriormente, os plasmideos foram cotransfectados em células de Schwann,
novamente testando-se diferentes concentracdes de DNA. A cotransfec¢éo do clone —500 com
0 vetor pRL-TK apresentou luminosidade apenas da luciferases de Renilla (Dados nao
mostrados). A média da luminosidade gerada pela triplicata cotransfectada com os vetores
pGL3-Control e pRL-TK pode ser visualizada na FIGURA 17, aonde estd demonstrado a
média da luminosidade das luciferases de vaga-lume (pGL3-Control) e de Renilla (pRL-TK)
separadamente, assim como a razao entre as luminosidades de vaga-lume e de Renilla.

Luminosidade

Lol o |

Vaga-lume Renilla Razdo

1 pGL3-Control 0,5 pg/ pRL-TK 0,5 pg
B pGL3-Control 1 pg/pRL-TK 0,5 g

FIGURA 17: Luminosidade gerada pelos plasmideos pGL3-Control e pRL-TK
cotransfectados em células de Schwann ST88-14 e razdo das luminosidades de vaga-

lume /Renilla.



8. CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO 1046

Apesar das inumeras tentativas, ndo conseguiu-se clonar o fragmento 1046 no vetor
de interesse. Em uma das tentativas de clonagem deste fragmento, ap6s miniprep das bactérias
eletroporadas o vetor obtido ndo era digerido apos o tratamento com as enzimas Hind 11l e
Xho 1. O resultado desta digestdo encontra-se na FIGURA 18.
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FIGURA 18: Tentativa de clonagem do fragmento 1046. Fotografia de eletroforese em gel
de agarose 2%, corado com brometo de etideo. Analise da digestdo com as enzimas Hind Il e
Xho | do plasmideo pGL3 Basic ap0s reacdo de ligase com o fragmento de 1046 bp. Linha 1 -
Marcador de peso molecular (1 kb Ladder - Invitrogen); linha 2 — vetor pGL3-Basic

recombinante digerido.

O seqlienciamento deste vetor recombinante utilizando o oligonucleotideo -500 gerou
uma sequéncia que pode ser alinhada ao gene PHEX, entretanto o seqiienciamento com o
oligonucleotideo 1046 ndo gerou nenhuma sequéncia, e com o oligonucleotideo GL2 gerou
uma seqiiéncia que so6 se anela a regido 3’ do provavel promotor do gene PHEX (fragmento
de 1046 bp). Esses dados demonstram que o fragmento clonado no vetor pGL3-Basic estava
truncado. Por isso, as tentativas de clonagem do fragmento 1046 continuam em andamento

em nosso laboratoério.



V. DISCUSSAO

Um aspecto muito importante sobre a hanseniase é que além das lesdes dos nervos
periféricos os pacientes também apresentam alteracGes na estrutura éssea, que contribuem
para agravar as deformidades caracteristicas da doenca. As pesquisas sobre a interacdo entre o
M.leprae e as células humanas hospedeiras realizadas em nosso laboratério revelaram que o
M. leprae regula negativamente a expressdo do gene PHEX. Este gene codifica para uma
endopeptidase de membrana plasmatica relacionada ao metabolismo de fosfato que participa
do processo de mineralizacdo da matriz 6ssea. Essa modulacdo da expressdo do gene PHEX
pelo M. leprae aponta a proteina PHEX como um possivel agente molecular nas osteopatias
hansenianas.

O gene PHEX foi primeiramente identificado como sendo o responsavel pela
osteomalacia hipofosfatémica ligada ao cromossomo X (XLH). Todas as mutacdes deste gene
encontradas até hoje em pacientes com XLH estdo localizadas na regido codificante do gene e
resultam na perda de atividade da proteina PHEX. Este fato fez com que as pesquisas
relacionadas ao gene PHEX se concentrassem no estudo da seqtiéncia codificante deste gene,
e que nenhuma atencdo fosse dada a regulacdo da transcricdo do mesmo. Assim, apesar da
importancia de PHEX o promotor deste gene humano ainda ndo foi caracterizado
experimentalmente.

Os estudos na regulacdo da expressdo do gene PHEX, incluindo a caracterizacdo da
regido promotora, se fazem necessarios para a determinacdo dos mecanismos utilizados pelo
M. leprae para a inibicdo da expressdo de PHEX. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi
identificar e caracterizar a regido promotora do gene PHEX humano. Para isso decidiu-se
identificar o provavel promotor pela utilizacdo de ferramentas de bioinformatica disponiveis
na internet e validar estas informacGes através da analise desta regido do DNA gendmico com
a metodologia de “gene reporter”.

Assim, uma seqiiéncia de 4498 bp localizada a frente do inicio da fase de leitura aberta
do gene PHEX humano, adquirido no site NCBI, foi analisada através do programa
Genomatrix Eldorado 3.0.2. O Eldorado é uma ferramenta de busca por genomas que
disponibiliza a localizagcdo de elementos funcionais da seqiiéncia analisada. Este programa
integra informacdes das anotacGes do genoma de acesso publico com elementos preditos pelo
Genomatrix através de meétodos in silico. O “Promoter Inspector” é um exemplo destes
métodos in silico, que utiliza um algoritmo baseado em genémica comparativa para predizer

regibes promotoras.



O programa Eldorado identificou na sequéncia de 4498 bp uma seqliéncia de 1031 bp
anotada como sendo o promotor do gene PHEX humano. Entretanto o algoritmo do
“Promoter Inspector” ndo foi capaz de predizer uma seqiiéncia promotora no mesmo
fragmento.

O alinhamento do ja caracterizado promotor murino com uma regido do gene PHEX
humano um pouco maior do que a regido promotora encontrada pelo programa Eldorado,
contendo 1046 bp, identificou uma identidade de 73% entre estas duas sequiéncias. Com este
resultado elegemos esta regido como sendo o provavel promotor do gene PHEX, a despeito do
resultado obtido pelo programa ‘“Promoter Inspector”, por considerarmos os dados de
homologia mais confiaveis, ja que os resultados in silico podem variar de acordo com o
algoritmo utilizado.

O fragmento de 1046 bp foi, entdo, analisado pelo programa Model Inspector
professional Release 4.8.2 (GENOMATIX). Esta analise confirmou os possiveis sitios de
ligagdo de fatores de transcricdo ja identificados na seqiiéncia de 4498 bp. O programa foi
capaz de reconhecer um grande nimero de sitios de ligacdo na seqliéncia analisada, entretanto
é importante distinguir um sitio de ligacao real de uma sequéncia aleatdria. Para resolver este
problema, o programa calcula a similaridade do modelo, que é a porcentagem dos elementos
necessarios para a ligacdo do fator de transcricdo que estdo presentes na sequéncia analisada.
Uma similaridade de 100% significa que todos os elementos necessarios foram encontrados.
Entretanto, similaridades a partir de 80% ja sdo consideradas como um bom resultado.
Alteracbes de bases em posicGes altamente conservadas do sitio de ligacdo diminuem a
similaridade mais do que alteracGes em regides menos conservadas. Assim, apenas 0s Sitios
de ligagdo com as maiores porcentagens de similaridade do modelo foram considerados.

Dentre os fatores de transcricdo identificados alguns sdo citados na literatura como
associados as proteinas morfogénicas do 0sso (BMPs). As BMPs induzem a formacao déssea e
cartilaginosa, além de terem um papel importante no desenvolvimento cardiaco e neural. Os
fatores SMADA exercem um papel central na transducdo de sinal das BMP. Os SMADA séo
fosforilados pelos receptores de BMP sendo, posteriormente, translocados para o nucleo da
célula aonde participam da transcricdo génica juntamente com outros fatores de transcrigdo
(Chen et al., 2004). Os fatores de ligagdo EBOX inibem a expressdo das BMPs. A ativacédo de
SMADA e/ou EBOX e todos os mecanismos que regulam estas ativacdes fazem com que a
inducdo da formacgdo dssea seja um evento espacial e temporalmente regulado, ocorrendo
apenas quando e onde as BMP estédo presentes (Ebara e Nakayama, 2002).

Os CEBPs, juntamente com outros fatores de transcricdo, sdo importantes

reguladores da expressdo de fatores de crescimento e seus receptores. Dentre estes fatores de



crescimento estdo as BMPs. Provavelmente, os eventos que ligam estes fatores de
crescimento aos fatores de transcricdo ocorrem em resposta a glicocorticoides, esterdides
sexuais, PTH ou prostaglandinas que sabidamente possuem efeitos sobre o metabolismo 6sseo
(MccCarthy et al., 2000).

As BMPs induzem a diferenciacdo dos cardiomidcitos através do fator de transcricao
GATA, que é um importante fator para o desenvolvimento cardiaco (Monzen et al., 2002).
Além disso, os sinais gerados nas células pelas BMPs podem levar a ativacdo de STATS no
sistema nervoso (Hall e Miller, 2004). STATs também participam da transducéo de sinais das
BMPs para a proliferacdo celular durante o desenvolvimento das cartilagens (Shum e
Nuckolls, 2002).

O papel das BMPs nos 0ssos, cartilagens e no sistema nervoso, a expressdo de PHEX
nestes tecidos e a importancia dos mesmos fatores de transcri¢do na expressdo de PHEX e na
regulacdo da atividade das BMPs sugerem que a regulacdo destas duas proteinas podem ser
interligadas. Entretanto, nenhum dado foi encontrado na literatura a este respeito.

Outro fator de transcricdo identificado no fragmento de 1046 bp e que também estd
envolvido no desenvolvimento celular é o NFAT. Esta familia de proteinas cuja ativacdo é
controlada por uma fosfatase célcio dependente (Martinez-Martinez e Redondo, 2004),
participa do desenvolvimento principalmente do sistema cardiovascular e dos musculos
esqueléticos (Schulz e Yutzey, 2004), aonde PHEX também € expresso.

Além dos sitios de ligacdo de fatores de transcricdo outro elemento funcional
identificado através da andlise da sequéncia de 4498 bp pelo programa Eldorado foi uma
regido de ancoramento as proteinas de matriz nuclear (SMAR). As SMARs formam uma das
poucas classes de DNA néo codificante de eucariotos que tiveram sua fungédo caracterizada
experimentalmente. Essas sequiéncias de DNA estdo envolvidas no ancoramento da cromatina
a estruturas de suporte tradicionalmente chamadas de matriz nuclear (Glazko et al., 2003). As
SMARs funcionam como origem de replicacdo, além de estarem associadas a segmentos de
DNA ricos em sitios de ligacdo a fatores de transcricdo, o que provavelmente facilita a
transcricdo de genes associados a estas regides (Krawetz et al., 2005).

O envolvimento das SMARs na regulagéo da transcricdo e a presenca deste elemento
funcional na sequéncia de 4498 bp, fora do provavel promotor, sugerem que outras sequéncias
além do promotor possam estar envolvidas na regulacdo da expressdo do gene PHEX. Sendo
assim, futuramente, pretende-se analisar 4448 nucleotideos deste fragmento através da
metodologia de “gene reporter” e por ensaios de “DNase I Footprinting”. Os
oligonucleotideos necessarios para a amplificacdo deste fragmento ja encontram-se em nosso

laboratorio.



Ap0s a determinacdo da regido de 1046 bp como sendo o provavel promotor do gene
PHEX humano partiu-se para a confirmagdo deste dado in vivo. Para isso, primeiramente,
amplificou-se esta regido e fragmentos menores da mesma atraves da técnica de PCR.

O rendimento e a especificidade de uma reacdo de PCR requer alta taxa de
amplificacdo da regido de interesse e a ndo amplificacdo de regides indesejadas. Varios
parametros, tais como as concentragdes dos reagentes e o programa de temperaturas utilizado
podem interferir na qualidade da reacdo e precisam ser otimizados (Sambrook e Russell,
2001). Assim, a temperatura de pareamento ao DNA molde e as concentracdes de MgCl.
foram determinadas, para cada par de oligonucleotideos, apos a avaliacdo de uma faixa de
valores para cada uma das variaveis. Apds essa etapa de otimizacdo obteve-se um bom
rendimento e uma alta espcificidade na amplificacdo de todos os fragmentos. Com isso,
partiu-se para a clonagem dos fragmentos no vetor de interesse. Entretanto, apos indmeros
testes ndo obtivemos sucesso em clonar esses fragmentos.

Sabe-se que um melhor rendimento geralmente é obtido ao se clonar fragmentos com
extremidades coesivas do que fragmentos com terminal cego, como 0s que estavam sendo
utilizados. Portanto, para facilitar o processo de clonagem, novos oligonucleotideos contendo
sitios de restricdo foram desenhados. A digestdo dos fragmentos amplificados com estes
novos oligonucleotideos e do vetor de interesse, com as mesmas enzimas de restri¢do, gera
extremidades coesivas que ndo s6 aumentam as probabilidades da clonagem ocorrer, como
também promovem uma clonagem orientada por impedir que a seqiéncia se ligue de forma
invertida no vetor.

Utilizando-se este principio foram desenhados oligonucleotideos para a amplificacao
dos fragmentos 1046 e -500. Esta estratégia foi tomada para que de acordo com os resultados
obtidos com a analise destes dois fragmentos pela metodologia de “gene reporter” fosse,
entdo, decidido se seria preciso utilizar fragmentos maiores ou menores do que estes, para a
determinacdo da por¢do minima do promotor do gene PHEX humano.

Apos a amplificacdo, digestdo e purificacdo destes dois fragmentos e do vetor pGL3-
Basic deu-se inicio a novas rea¢fes de clonagem e conseguiu-se clonar o fragmento -500.
Infelizmente o fragmento 1046 ndo foi clonado, mas o0s procedimentos para que esta
clonagem ocorra continuam em andamento em nosso laboratdrio.

A clonagem de um fragmento truncado na regido 5’ em uma das tentativas de se
clonar o fragmento 1046 sugeriu que o oligonucleotideo senso utilizado para a amplificagdo
deste fragmento poderia estar apresentado algum problema, seja este algum nivel de
degradacdo, um alinhamento inespecifico ou uma degradagédo gerada pela enzima de restricao
utilizada para a digestdo deste fragmento. Por acreditar que este poderia ser o problema que



estava impedindo a clonagem do fragmento 1046 decidiu-se desenhar um novo
oligonucleotideo senso para a amplificacdo desta regido. Infelizmente, estamos aguardando a
chegada deste oligonucleotideo em nosso laboratorio para que possamos comegar 0S
procedimentos necessarios para a clonagem deste fragmento.

Enquanto as tentativas de clonagem do fragmento 1046 continuavam, prossegui-se
com os experimentos com o clone -500 (vetor pGL3-Basic com o fragmento -500). O clone -
500 foi sequenciado através do programa PDTIS/FIOCRUZ o que confirmou que o fragmento
clonado era realmente a porcdo do promotor do gene PHEX desejada. Assim, partiu-se para
os experimentos de “gene reporter”. Nesta metodologia determina-se se 0 fragmento -500 que
esta clonado a frente da regido codificante de um outro gene é capaz de induzir a expressdo do
mesmo. Neste trabalho foi utilizado o gene da luciferase. Esta enzima encontrada em vaga-
lumes, quando em contato com seu substrato luciferina provoca luminescéncia. Em virtude
desta propriedade pode-se mensurar a concentracdo de enzima pela intensidade de
luminescéncia e assim comparar o grau de indugdo de expressdo da luciferase gerada por
diferentes seqliéncias regulatorias.

Entdo, para a realizacdo desta metodologia, primeiramente, é preciso transfectar o
vetor recombinante e os vetores controles nas células eucarioticas de interesse. A metodologia
escolhida para a transfeccdo das células neste trabalho foi 0 Tfx™ Reagent (PROMEGA). O
componente lipidico do Tfx™ Reagent é positivamente carregado, assim quando colocado
juntamente com as cargas negativas dos &cidos nucléicos, resulta na formacdo de uma
vesicula multilamelar. Essas vesiculas presumivelmente facilitam a transferéncia dos acidos
nucléicos para as células pela interacdo com os lipideos da membrana celular. Como a
superficie das células é negativamente carregada é importante que as vesiculas possuam um
excesso de cargas positivas. Assim, segundo o fabricante, uma proporc¢do de cargas de 2:1 a
4:1 (Tfx:DNA) geralmente funciona bem em culturas de células. Neste trabalho foi utilizada a
proporcdo 2:1.

Os dois tipos celulares escolhidos para este trabalho foram osteoblastos e células de
Schwann. Os osteoblastos sdo as principais células que expressam PHEX, assim espera-se que
0 promotor do gene PHEX induza uma maior expressao de luciferase em osteoblastos do que
em qualquer outro tipo celular. A célula de Schwann é a principal hospedeira do M. leprae,
logo é uma célula muito importante para a realizagdo de ensaios futuros de inibicdo deste
sistema de “gene reporter” pelo M. leprae. A utilizagdo destes dois tipos celulares também é
importante para se determinar se eles utilizam diferentes mecanismos para a regulagéo da

expressao do gene PHEX.



Assim as culturas de células utilizadas foram a linhagem de células de Schwann ST88-
14 e culturas primérias de osteoblastos humanos. Apesar de serem isoladas de um tumor
maligno nos nervos periféricos as ceélulas ST88-14 apresentam similaridades com culturas
primarias de células de Schwann, mas ao contrario das culturas primarias, sdo celulas de facil
cultivo. As culturas primarias de osteoblastos também demonstraram serem células de facil
cultivo e crescimento rapido.

Essas células foram, entdo, transfectadas com diferentes concentracées de DNA (0,5 e
1 pg) devido a recomendacdo do fabricante do Tfx™ Reagent para que diferentes
concentracdes de DNA sejam testadas para cada tipo celular utilizado, uma vez que a
quantidade de cargas negativas presentes nas vesiculas formadas por este reagente com o
DNA pode interferir na eficiéncia da transfecgao.

As culturas primérias de osteoblastos apresentaram uma maior luminosidade ao serem transfectadas com 1 pg do vetor pGL3-Control ou
do vetor pRL-TK, quando comparado com a luminosidade gerada pela utilizagdo de 0,5 pg do mesmo vetor, demonstrando que para 0s
osteoblastos uma maior eficiéncia na transfecgéo ocorre com a utilizagéo de 1 pg de DNA.

As células de Schwann ST88-14, por sua vez, apresentaram uma maior luminosidade quando transfectadas com 0,5 pg do vetor pRL-TK
do que com 1 pug do mesmo vetor. Ao se transfectar estas células com o vetor pGL3-Control também obteve-se um melhor resultado
com a utilizagdo de 0,5 pg de DNA. Entretanto, para este vetor, a diferenca das luminosidades obtidas pela utilizagéo de diferentes
concentracdo de DNA é muito sutil. Esses dados, a principio, sugerem que a concentragdo de DNA ndo interfere, significativamente, na
eficiéncia da transfeccéo das células ST88-14, pelo menos em relagdo ao vetor pGL3-Control.

Entretanto, posteriormente, diferentes concentragdes de DNA foram testadas para a cotransfeccéo das células de Schwann com o vetor
PRL-TK juntamente com um dos vetores pGL3. Neste teste uma maior luminosidade tanto do vetor pGL3-Control (luciferases de vaga-
lume) quanto para o vetor pRL-TK (luciferases de Renilla) foi obtida na cotransfec¢do com 1 pg do vetor pGL3-Control e 0,5 pg do
vetor pRL-TK. Esses dados, apesar de inesperados, sugerem que, para a cotransfeccao das células de Schwann uma maior eficiéncia
ocorre com a utilizagdo de um total de 1,5 pg de DNA.

Os valores de luminosidade obtidos com este experimento também foram utilizados
para se calcular a raz8o das luminosidades de vaga-lume/Renilla. Essa raz&o é importante para
uma posterior normalizagdo de cada amostra de um experimento com a amostra contendo 0
vetor pGL3-Control, que deve estar presente em todas as placas analisadas. Essa
normalizacdo é feita pela divisdo da razdo de cada amostra pela razdo da amostra com o vetor
pGL3-Control. A divisdo da razdo da amostra com o vetor pGL3-Control por ela mesma sera
igual a um, e a diviséo da razdo de uma determinada amostra pela razdo da amostra com o
vetor pGL3-Control mostrara quantas vezes a expressdo da luciferase foi aumentada ou
diminuida em relacdo ao controle. Assim é possivel minimizar o impacto de variaveis como
temperatura e o tempo levado entre a adigdo do substrato e a leitura de cada placa, tornando
mais confiavel a comparacgéo entre amostras de diferentes placas.

Em nenhuma das duas células utilizadas o clone -500 foi capaz de gerar luminosidade.
Mostrando que a por¢cdo de 546 bp, que apresenta 0 maior nimero de provaveis sitios de
ligacdo a fatores de transcri¢do previstos, ndo e suficiente para a inducdo da expressdo do
gene PHEX humano e que para isto elementos posicionados a frente deste fragmento sejam

provavelmente necessarios.



Hines e colaboradores (2000) também utilizaram a metodologia de “gene reporter”,
com a quantificacdo da luminosidade gerada pela luciferase, para demonstrarem a atividade
do promotor murino de PHEX, utilizando para isto células de osteosarcoma de rato. Eles
verificaram uma maior expressdo da luciferase com um constructo contendo as regides -
1061/+104 e uma expressdo menor com 0s contructos -2866/+104, -542/+104 e -133/+104.
Uma maior expressao da luciferase no constructo -1061/+104 do que no -2866/+104, sugere a
presenca de elementos de regulacdo negativa nesta ultima regido.

Liu e colaboradores (2001), utilizando a mesma metodologia para estudar o promotor
murino de PHEX em condrécitos, também verificaram um padrdo bimodal de regulacéo de
expressdo da luciferase pelos constructos analisados. O constructo -946/+54 apresentou a
maior expressdo da luciferase, seguido pelos constructos -472/+54, -178/+54, -2736/+54, -
1606/+54, -130/+54 e -22/+54, este Ultimo apresentando quase uma total extincdo da
expressao da luciferase.

Portanto, nos experimentos realizados com o promotor murino foi possivel identificar
a expressdo da luciferase mesmo em contructos muitos menores (-133/+104 e -22/+54) do que
0 nosso clone -500 que compreende a regido —521/+25 do gene PHEX humano, e que neste
trabalho ndo foi capaz de induzir a expressao da luciferase. Esses resultados sugerem que
apesar da alta identidade verificada entre as sequéncias do promotor murino e do provéavel
promotor humano do gene PHEX, a por¢cdo minima necesséria para a inducéo da expressdo de
PHEX in vivo varia consideravelmente entre estas duas espécies.

Embora uma grande similaridade entre sequéncias de DNA de espécies diferentes,
como a observada entre as sequiéncias do promotor do gene PHEX de camundongos e a
porcdo do provavel promotor do gene PHEX humano estudada, em geral, sugira que as
sequéncias compartilhem a mesma fungdo com relacdo ao gene em questdo isto, nem sempre,
ocorre. Hershko e colaboradores (2001), por exemplo, ao estudar a porcdo minima do
promotor humano e murino do gene SNPRP que codifica uma proteina envolvida no
“splicing” de RNA descobriram que apesar da relativa similaridade entre as seqiiéncias de
humano e de rato a por¢cdo minima do promotor varia entre estas duas espécies. Eles
identificaram que a por¢do minima do promotor murino do gene SNPRP contém todo o exon
1 e mais 84 bp na regido 5°. Esta por¢ao possui um elemento de 7 bp (SBE) fundamental para
a atividade do promotor. O fragmento de DNA humano localizado na mesma regido, apesar
de possuir um elemento SBE idéntico ao de camundongo, ndo possui atividade promotora no
sistema de ‘“gene reporter”. Isto poderia ser explicado pelo fato de apesar de ambos os
fragmentos possuirem o elemento SBE, o restante das sequiéncias ndo apresenta uma alta

similaridade. Entretanto, neste sistema, o que parece fazer a diferenca é o exon 1 do gene



SNPRP. O exon 1 de humano apresenta uma similaridade de aproximadamente 80% com o
exon 1 de camundongo, apesar disto, eles parecem ser funcionalmente distintos. Constructos
contendo o promotor humano e o exon 1 de camundongo possuem uma alta atividade
promotora, enquanto que constructos contendo o promotor murino e o exon 1 de humano ndo
tem atividade.

Os resultados obtidos por Hershko e colaboradores (2001) d&o suporte aos nossos
resultados que sugerem que a porcdo minima necessaria para a indugdo da expressdo de

PHEX in vivo varia consideravelmente entre humanos e camundongos.

VI. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuidade deste estudo, as seguintes etapas de
investigagdo estdo previstas:

e Clonagem do fragmento de 1046 bp e posterior anélise do mesmo pela metodologia de
“gene reporter” para confirmacdo dos dados obtidos por bioinformética que sugerem
que o promotor do gene PHEX humano esta presente neste fragmento.

e Amplificagdo, clongem e andlise por “gene reporter” do fragmento de 4448 bp para
determinacdo do papel da SMAR (regido de ancoramento as proteinas de matriz
nuclear) na regulacédo da expressao do gene PHEX.



Clonagem e analise por “gene reporter” dos fragmentos maiores do que o fragmento -
500 para a determinacdo da por¢cdo minima do promotor necessaria para a expressao
do gene PHEX em células de Schwann ST88-14 e em culturas primarias de
osteoblastos humanos, comparando se a por¢do minima é a mesma nos dois tipos
celulares.

Determinar se existe uma porcao do promotor suscetivel ao controle pelo M. leprae, e
se existe qual é o componente do M. leprae responsavel por este controle, através da
incubacdo de células transfectadas com diferentes constuctos com a bactéria inteira,

preparado de parede ou a fracdo citosélica de M. leprae.

VII. CONCLUSAO

A partir dos dados apresentados algumas consideracdes podem ser feitas:

Segundo a andlise por bioinformatica o fragmento de 1046 bp que compreende a
regido —1021/+25 do gene PHEX humano provavelmente contem o promotor do gene.
A porcdo de 546 bp do provavel promotor ndo € suficiente para a indugdo da
expressao do gene PHEX humano, seja em células de Schwann ou em osteoblastos.

A porcdo minima necessaria para a inducdo da expressdo de PHEX in vivo varia

consideravelmente entre seres humanos e camundongos.
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