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RESUMO

Displasias Ectodérmicas (DEs) sao distlrbios caracterizados por alteracbes em
duas ou mais estruturas ectodérmicas, sendo que no minimo uma dessas alteracfes
ocorre em cabelos/pelos, dentes, unhas ou glandulas sudoriparas. Esse grupo nosolégico
foi estudado pelo professor Newton Freire-Maia, que elaborou uma classificagéo baseada
em critérios clinicos, subdivindo as displasias em dois grupos chamados de A e B. O
grupo A, o maior e o mais estudado, abrange as DEs em que h& defeitos em pelo menos
duas das seguintes estruturas: pelos; dentes; unhas e sudorese, acompanhadas ou n&o
de malformacgdes. O grupo B inclui as DEs com defeitos em apenas uma dessas quatro
estruturas e, pelo menos, um outro defeito ectodérmico. A Displasia Ectodérmica
Hipoidrética Ligada ao Cromossomo X (XLHED) é a mais comum e se caracteriza,
principalmente, por hipoidrose grave, hipotricose, hipodontia e onicodisplasia. Seu padrdo
de heranca é recessivo ligado ao X. O gene ED1 codifica a Ectodisplasina-A, uma
proteina transmembranica pertencente a familia do Fator de Necrose Tumoral (TNF).
Mutagbes no gene ED1, que impliguem em alteracbes da proteina, podem levar ao
desenvolvimento da XLHED. Este trabalho tem como obijetivos: elaborar uma revisdo das
displasias do grupo B; manter atualizado o site http://www.displasias.ufpr.br/ e incluir no
site as displasias classificadas como pertencentes ao grupo B; pesquisar muta¢des no
gene ED1, determinantes do fen6tipo XLHED, em afetados pertencentes a seis familias,
comparando-as com as ja descritas na literatura. As técnicas usadas consistiram na
amplificacdo de oito exons do gene ED1 por PCR, confirmacdo da amplificacéo,
purificagdo com as enzimas EXO-SAP, leitura no NanoDrop®, sequenciamento e analise
dos resultados. Um SNP, IVS6-11 C>T, foi observado em uma familia e trés variantes de
DNA intrénico foram observadas no mesmo individuo, IVS5+9C>T, IVS5+11delCT e IVS4-
18C>T. Pode-se questionar se estas alteragfes estdo relacionadas com a etiologia dessa
DE, por ocorrerem em regides intronicas. Entretanto, como mutacdes intrénicas podem
ser funcionais, é possivel que este conjunto de mutacdes se relacione com o fenétipo.
Nas demais familias analisadas ndo observamos mutac¢fes, 0 que sugere que a mutacao
responsavel pode estar em exons ainda ndo analisados ou em outro gene. O site sobre
DEs foi atualizado, com a adicéo de informagdes sobre oitenta e duas displasias do grupo
A, inclusive as SHFM 1, 3-5, ndo classificadas anteriormente como tal. Além disso, foram
revisadas onze DEs pertencentes ao grupo B, sendo que quatro destas foram

reclassificadas como pertencentes ao grupo A.


http://www.displasias.ufpr.br/

1.0 - INTRODUCAO

1.1- DISPLASIAS ECTODERMICAS

A expressao Displasia Ectodérmica (DE) refere-se a um grande e complexo grupo
de distarbios caracterizados por defeitos do desenvolvimento das estruturas
ectodérmicas. DEs, segundo a definicdo proposta por Freire-Maia (1971, 1977), séo
distirbios raros caracterizados por alteragdes em no minimo duas estruturas
ectodérmicas, sendo que ao menos uma dessas alteracdes ocorra em cabelos/pelos,
dentes, unhas ou glandulas sudoriparas. Seguindo essa definicdo, Freire-Maia (1971,
1977) dividiu as DEs, com base nos sinais clinicos presentes, em dois grupos (A e B). O
grupo A compreende as DEs com altera¢cdes em duas ou mais das seguintes estruturas,
consideradas como cardinais: cabelos/pelos (1); dentes (2); unhas (3) e glandulas
sudoriparas (4). O grupo B inclui as DEs com as alteracfes em apenas uma das quatro
estruturas acima, associada a outra alteracao ectodérmica (5).

O Grupo A é dividido em onze subgrupos de acordo com a associacao das
estruturas envolvidas: 1-2-3-4 (cabelos-dentes-unhas-glandulas sudoriparas); 1-2-3
(cabelos-dentes-unhas); 1-2-4 (cabelos-dentes-glandulas sudoriparas); 1-3-4 (cabelos-
unhas-glandulas sudoriparas); 2-3-4 (dentes-unhas-glandulas sudoriparas); 1-2 (cabelos-
dentes); 1-3 (cabelos-unhas); 1-4 (cabelos-glandulas sudoriparas); 2-3 (dentes-unhas); 2-
4 (dentes-glandulas sudoriparas); 3-4 (unhas-glandulas sudoriparas). Da mesma forma,
as afeccdes pertencentes ao Grupo B séo classificadas com o numero correspondente a
estrutura basica afetada (1, 2, 3 ou 4) seguido do nimero 5 que indica outros defeitos
ectodérmicos. Assim, os distlrbios deste grupo sdo divididos em quatro subgrupos: 1-5;
2-5; 3-5 e 4-5.

AlteragBes em outras estruturas de origem ectodérmica podem ocorrer nas DEs.
Observam-se alteracdes em glandulas mamadrias, tiredide, timo, medula adrenal, sistema
nervoso central, orelha externa, cérnea, conjuntiva, glandulas e dutos lacrimais (IRVINE,
2005) e glandulas de Meibomio (KAERCHER, 2004).

Novas classificacdes foram propostas para as displasias ectodérmicas com base
no conhecimento genético ao nivel molecular (PRIOLO et al.,2000; PRIOLO e LAGANA,
2001; LAMARTINE, 2003; ITIN e FISTAROL, 2004). Essas classificacbes possuem

algumas limitacdes, pois muitas displasias ectodérmicas ainda ndo possuem 0S seus
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genes identificados. No entanto, estas classificacdes baseadas nos aspectos moleculares
estdo sujeitas a continuas adic6es e modificacdes decorrentes de novas descobertas e
permitirdo organizar informacgdes que poderdo ser usadas em novas pesquisas, tais como
o estudo das vias metabdlicas e de sinalizagdo embrionaria. Por essa razao, esse tipo de
classificacdo é importante para estudos futuros, pois permite explorar o conhecimento
sobre a etiologia das DEs que possa levar ao desenvolvimento de procedimentos
preventivos e terapéuticos.

Entretanto membros da equipe clinica envolvida com DEs (pediatras,
dermatologistas, oftalmologistas, médicos geneticistas, cirurgibes-dentistas,
fisioterapeutas e outros profissionais) necessitam, em primeiro lugar, de um método claro
e eficiente de diagnostico quando estao examinando um paciente portador de DE. Apenas
em um segundo momento, as informacdes sobre a etiologia molecular seréo utilizadas.

Por esta razdo é importante que haja a coexisténcia de duas diferentes
classificacGes para as DEs. A classificagdo clinica ird nortear o0 médico que examina o
paciente, permitindo dessa forma um diagnéstico rapido da afeccdo, enquanto a
classificacdo baseada na etiologia molecular permite a determinacdo dos fatores

responsaveis pelo desenvolvimento da doenca.

1.2 — DISPLASIA ECTODERMICA HIPOIDROTICA LIGADA AO CROMOSSOMO X

A Displasia Ectodérmica Hipoidrética Ligada ao Cromossomo X (XLHED)
caracteriza-se, principalmente, por hipoidrose grave, hipotricose, hipodontia e
onicodisplasia, pertencendo, portanto, ao grupo A, subgrupo 1-2-3-4 (subgrupo trico-
odonto-onico-disidrético).

Seu padrdo de heranga é recessivo ligado ao cromossomo X conforme deduziu
Thadini em 1921 (apud GOODSHIP et al., 1990), afetando, desta forma, principalmente
os individuos do sexo masculino. Porém, um estudo realizado por Pinheiro e Freire-Maia
(1979) mostrou que 70% das mulheres heterozigotas manifestam uma forma parcial ou
branda da sindrome. Para uma mulher apresentar a forma grave dessa displasia, seria
necessario que ela fosse homozigota ou que sofresse inativacdo preferencialmente do
cromossomo X que portasse o gene normal (BARTSTRA et al.,1994).

Apesar de ser a mais comum das displasias ectodérmicas, sua incidéncia é baixa,
acometendo um em cada 100.000 individuos do sexo masculino (ROCCA E SPADA,
1991; TAPE E TYE, 1995).



3

A XLHED, cujo nome também pode ser abreviado como XHED, possui varios
sinbnimos, entre eles, DE Hipoidrética (HED) e Sindrome de Christ-Siemens-Touraine
(CST). E também erroneamente chamada de DE Anidrética, EDA (PINHEIRO E FREIRE-
MAIA, 1994). Apesar dessa ultima denominacdo ndo ser apropriada, por se tratar de um
distUrbio onde a sudorese esta reduzida, e ndo ausente, essa expressao é muito utilizada
na literatura, tendo denominado inclusive o gene responsavel por esta afeccdo: gene

EDAL. Esse gene também tem sido designado por EDA ou ED1.

1.2.1- Caracteristicas Clinicas

Os sinais clinicos mais evidentes da XLHED sao hipotricose capilar e corporal,
hipodontia e dentes com alteragbes de forma, hipoidrose com ou sem hipertermia, pele
fina e seca (Figural.l). Anomalias ungueais sé&o menos frequiientes. O detalhamento das
caracteristicas clinicas dessa DE pode ser encontrado no site
http://www.displasias.ufpr.br.

Figura 1.1 — Menino com Displasia Ectodérmica. Extraido de Nunn et al. 2003.



1.2.2- Diagnéstico

O diagndstico de XLHED é feito muitas vezes no primeiro ano de vida quando a
crianca apresenta febre recorrente de origem desconhecida (Smith, 1993 citado por TAPE
E TYE, 1995). A reducédo da atividade sudoripara resulta em uma intolerancia ao calor,
inclusive com hipertermia apés pequenas atividades fisicas. ConvulsGes devidas a febre
podem eventualmente ocorrer devido a incapacidade de transpiracdo, podendo resultar
em danos neurolégicos, inclusive retardo mental, se o paciente ndo receber os cuidados a
tempo (TAPE E TYE, 1995).

Zonana et al. (1990) sugeriram o primeiro método de diagndstico pré-natal,
realizado no primeiro trimestre de gestacdo, baseado em estudo de ligagdo do gene ED1

com marcadores moleculares.

1.2.3- Tratamento

O tratamento visa amenizar a sintomatologia, aumentando o conforto e
melhorando a auto-estima do paciente. Desta forma, deve-se controlar a temperatura
corporal (através do uso de compressas frias, duchas, bebidas geladas e medicamentos);
prevenir e tratar caries dentarias, infeccbes respiratérias e dermatolégicas; monitorar o
desenvolvimento da fala e audicéo.

Pacientes que apresentem hipodontia grave poderdo ser submetidos a
tratamentos protéticos, a fim de se aumentar a eficiéncia mastigatéria e fonética
(CLARKE, 1987; FREIRE-MAIA, 1998). Os pais devem ser orientados sobre a importancia
da higiene na saude da crianca, principalmente no que se refere a remogédo de crostas
que se podem formar nas regifes nasal, auricular e genital. A familia pode-se oferecer
aconselhamento genético e psicolégico (CLARKE, 1987; FREIRE-MAIA, 1998).

1.3- O GENE ED1 E A PROTEINA ECTODISPLASIANA-A

Varios trabalhos foram conduzidos, por diferentes autores, para que se pudesse
determinar a localizacao precisa do gene ED1 no cromossomo X, até que se conseguiu
estabelecer que o gene esta localizado na regiao proximal do braco longo do cromossomo
X (Xg12-g13.1), (Figura 1.2), 10 cM distal ao marcador DXS1 (KRUSE et al., 1989).
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Figura 1.2 - Desenho esquemético do cromossomo X, indicando a posicdo do gene EDI.
Adaptado de http://www.techno-science.net/?onglet=news&news=4878. Acesso em: 10 jun.
2011.

Srivastava et al. (1997) mostraram que o gene ED1 codifica uma proteina, por eles
chamada de Ectodisplasina-A, que se expressa em dentes em desenvolvimento e na
epiderme.

Ferguson et al. (1998) examinaram o DNA de 162 homens afetados e de 21
mulheres com manifestacdo branda ou certamente portadoras de XLHED. Os dois Unicos
exons do gene ED1, até entdo conhecidos, foram amplificados e a analise por SSCA
monstrou que aproximadamente 7% dos pacientes homens, possuiam mutagdo no exon 1
e nenhuma variacao no outro exon. Dez diferentes muta¢des supostamente responsaveis
pela displasia e quatro provaveis polimorfismos foram identificados.

Bayés et al. (1998) completaram o conhecimento a respeito da estrutura do gene
ED1 e também caracterizaram o transcrito que codifica a proteina Ectodisplasina-A, que
possui 391 aminoacidos, é altamente homéloga a proteina de camundongos conhecida

como Tabby-A (Ta-A) e possui um pequeno dominio de colageno. Quatro
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novos transcritos, que codificam proteinas truncadas pela auséncia do dominio de
colageno, também foram identificados. As formas variantes normais, caracteristicas de
todas as pessoas, mostraram diferentes padrdes de expressdo em oito tecidos
analisados, sugerindo um mecanismo regulatério para a expressdo génica. Os autores
determinaram a organizacdo gendmica e o0s limites éxon-intron do gene ED1 e
observaram que o gene consiste de pelo menos 12 éxons. Entre os éxons 1 (1a e 1b) e 2,
na regido considerada intron 1, existem trés regibes que podem funcionar como éxons
(1c, 1d e 1e). Na realidade, a partir do gene EDAL, oito diferentes isoformas da proteina
podem ser formadas (Figura 1.3). Todos os transcritos que d&o origem as oito isoformas
da proteina ectodisplasina conservam 0 mesmo exon la, que codifica um pequeno
dominio intracelular (EZER et al.,1999).

A proteina ectodisplasina apresenta um dominio extracelular semelhante ao
colageno, que contém 19 repeticbes Gly-x-y, com uma Unica interrupgcédo. Bayés et al
(1998) e Scheneider et al (2001) referem que dele¢bes nessa regido de repeticbes néo
afetam a multimerizacdo e a formagédo da estrutura em tripla hélice desse dominio da
proteina EDAL.

Em seu trabalho de mestrado, Visinoni (2002) analisou o gene ED1 em quatro
familias brasileiras, encontrando mutac6es em duas delas. Uma das mutacdes, localizada
no exon 5, se tratava da mesma delecédo de quatro das repeticées Gly-X-Y citada acima.
A outra € uma mutagdo representada pela delecdo de uma de duas guaninas (posi¢do
966 ou 967) do exon 6, que resulta na alteracdo do quadro de leitura e leva a um término
precoce da traducgédo (VISINONI et al., 2003).
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Figural.3 - Gene ED1 e seus transcritos com diferentes processamentos alternativos. Os exons
sdo representados por retdngulos numerados a partir do final 5’ e os seus tamanhos (pb) estdo
assinalados sob cada um deles. Os retangulos escurecidos representam sequéncias que codificam
repeticdes G-X-Y. As posi¢des correspondentes aos codons de terminagdo (stop) e sinalizacéo de
cauda poli-A (polyA) também estdo indicadas, bem como, o tamanho, em aminoéacidos (aa), de

cada isoforma. (Bayés et al. 1998).

A ectodisplasina-A é uma proteina transmembranica trimérica do tipo Il, com um pequeno
dominio N-terminal intracelular e uma grande porcédo C-terminal extracelular e esta
associada a estruturas do citoesqueleto (BAYES et al., 1998; MONREAL et al., 1998 e
YAN et al., 2000). Pertence a familia dos ligantes do Fator de Necrose Tumoral (TNF), e
sua localizagdo na membrana celular € assimétrica, sendo encontrada nas superficies
lateral e apical das células. Est4 envolvida no processo de interacdo epitélio-mesenquimal
precoce, que regula a formacgéo de estruturas ectodérmicas (EZER et al., 1999). De todas
as formas da ectodisplasina, obtidas por processamento alternativo, apenas as isoformas
EDA-A1l e EDA-A2 possuem o dominio extracelular semelhante ao TNF (CHEN et al.,

2001) (Figura 1.4).



Figura 1.4 — Representacdo esquematica da proteina Ectodisplasina-A. Onde, Cyt: citoplasma; N:
regido N-terminal; TM: dominio transmembranico; EC1: primeiro dominio extracelular; TH: dominio
triplahélice de colageno; EC2: segundo dominio extracelular e que contém o motivo semelhante ao
TNF; e C: regido C-terminal (Chen et al. 2001).

A isoforma EDA-A1 da ectodisplasina, com 391 aminoacidos, liga-se
especificamente ao receptor EDAR, um membro da familia dos receptores de TNF
(TNFR) que é codificado pelo gene EDAR, localizado no cromossomo 2. Mutagfes neste
gene sdo responsaveis pelas formas autossdmicas dominante e recessiva de displasia
ectodérmica hipoidrética, que é clinicamente igual a XLHED. A isoforma EDA-A2, com
389 aminoacidos, se liga a outro receptor da superfamilia dos receptores de TNF, o
XEDAR. Este receptor é codificado por um gene chamado XEDAR, localizado no
cromossomo X (YAN et al., 2000; TUCKER, et al., 2000).

A ectodisplasina-A é um membro da familia de ligantes do TNF, o que sugere que
mutagcbes no gene ED1 poderiam levar a falhas na sinalizagdo requerida para o
desenvolvimento normal dos tecidos epiteliais, pois os ligantes TNF produzem sinais que
podem levar a proliferacdo, sinalizacgdo ou a apoptose (COSMAN, 1994). A
ectodisplasina e seu receptor constituem os primeiros membros das familias do TNF e
TNFR, que foram descritos como responsaveis pela regulagdo da morfogénese
embrionéria (KOJIMA et al., 2000; LAURIKKALA et al., 2001).

Segundo Montonen et al. (1998), o gene ED1 inicia sua expressdo a partir da
oitava semana de gestacao, quando a ectodisplasina é detectada em células epidérmicas
e neuroectodérmicas. Na 122 semana, a proteina é detectada em osteoblastos e células
do timo, enquanto que no foliculo piloso sua presenca é observada a partir da 182
semana. Além disso, a ectodisplasina também foi detectada em 6rgéos adultos, tais como

glandulas mamarias, foliculo piloso e queratindcitos.
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1.4 — O BANCO DE DADOS
ECTODERMICAS

INFORMATIZADO SOBRE DISPLASIAS

Em 2001, Lisboa-Costa desenvolveu, em seu trabalho de mestrado, um site
disponibilizando informacdes sobre as Displasias Ectodérmicas (DEs). Com a mudanca
do sistema operacional dos servidores Web da Universidade Federal do Parand, alguns
sites, inclusive o das DEs, ndo puderam mais ser mantidos na rede mundial de
computadores. Isto motivou Visinoni a remodelar o site de DEs, em seu trabalho de
Doutorado (2009), com o objetivo de adapta-lo ao novo sistema operacional , bem como
revisar seu conteudo, e torna-lo novamente disponivel na internet. Desta forma foi criado
um dominio especifico no servidor da UFPR para abrigar o site Displasias Ectodérmicas
cujo endereco eletrénico € www.displasias.ufpr.br (Figura 1.5).

O publico-alvo do site é formado por profissionais da area da saude (pediatras,
dermatologistas, oftalmologistas, cirurgides-dentistas, fisioterapeutas, enfermeiros, entre
outros), professores e estudantes, familias com individuos acometidos por DE, e pessoas
leigas interessadas em aprofundar seu conhecimento sobre o tema. Por sua facil
navegacao e sua linguagem simples, embora dentro do rigor cientifico, as informacdes

contidas no site sao acessiveis a populacdo de um modo geral.

#]1Displasias Ectodérmi Internet Explorer Q@

Arquivo  Editar Exibir Favoritos Ferramentas  Ajuda o

O -© HNRG LPH RS | -[JiKi

Endereco | € http:ffwww.displasias.ufpr.brf Cj Ir

Google 8+ | Pesquisar + @~ - B+ 93 Favoritos~  [Q Localizar + P Verficar ~ T Autopresncher & + () Fazer login @ 3
93

DISPLASIAS ECTODERMICAS I =Y

DEPARTAMENTO DE GENETICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Encontre Familias

_ Introducdo

Introdugé&o

Classificagdo > DISPLASIAS

Filtros ’ O termo displasia é empregado para designar o processo e as consequéncias de

Links um disturbio da histogénese, ou seja, refere-se fundamentalmente a um
defeito da organizacdo tissular. Do ponto de vista clinico, considera-se a

Displasias existéncia de dois tipos basicos de displasias: as puras ou sensu stricto e as

Descritas pelo sindromes ou sensu lato. Nas displasias puras os sinais observados nos

CEDE afetados s&o atribuiveis apenas as alteragbes tissulares, ou seja, s&o sinais

exclusivamente displasicos. Nas sindromes, além dos sinais displasicos,
ocorrem malformagées, constituindo uma associagéo entre distlrbios da

Perguntas histogénese e da organogénese.
Frequentes (FAQ) )
- DISPLASIAS ECTODERMICAS
Créditos
Contato Displasias Ectodérmicas (DEs) séo disturbios do desenvolvimento dos tecidos
derivados da ectoderme que se caracterizam por alteraces na epiderme e suas
estruturas acessorias. Essas alteracbes se manifestam principalmente nos
cabelos/pelos, dentes, unhas e glandulas, especialmente as sudoriparas e
sebaceas. As DEs constituemn um grande e complexo grupo nosolégico, s&o v/
i_'] Concluido ® Internet

Figura 1.5 — Aspecto da pagina inicial do site www.displasias.ufpr.br.
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2 -OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

e Elaborar uma revisao das displasias ectodérmicas pertencentes aos grupos
A e B e pesquisar mutacGes no gene ED1 em familias de portadores da

displasia ectodérmica hipoidrotica.

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elaborar uma revisédo das displasias ectodérmicas do grupo B.

e Manter atualizado o site http://www.displasias.ufpr.br/ com dados de
displasias ectodérmicas do grupo A

¢ Incluir no site as displasias classificadas como pertencentes ao grupo B.

e Pesquisar mutagdes no gene ED1, determinantes do fenétipo XLHED, em
afetados, pertencentes a seis familias, comparando-as com as ja descritas

na literatura.


http://www.displasias.ufpr.br/
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3.0 - MATERIAIS E METODOS

3.1- AMOSTRA

As amostras utilizadas referem-se a seis familias cujo DNA foi previamente
extraido, e encontram-se mantidas refrigeradas a -20°C para a devida conservagao.

A familia | é residente em Guaratingueta e Lorena, no estado de S&o Paulo,
apenas um afetado dessa familia foi examinado neste trabalho.

A familia Il reside no estado de S&o Paulo, sendo composta por quatro pessoas:
duas crian¢cas (um menino e uma menina afetados), a mae e a avé materna. Entretanto, o
menino ndo concordou em doar sangue no momento da coleta e no presente estudo
apenas o DNA da irma do menino foi analisado.

A familia 11l é residente em Itabirinha (MG), sendo composta por cinco pessoas
das quais, apenas um menino mostra os sinais da doenca.

A familia IV é residente em Palhoca (SC), o DNA analisado pertence a uma moca,
que apresenta sinais da sindrome.

A familia V é residente em Vitéria (ES), sendo composta por trés pessoas das
guais apenas uma menina apresenta sinais da doenca.

A familia VI reside em Santo André (SP), tendo sido coletado o sangue de apenas

um homem, que apresenta sinais da sindrome.

3.2 - METODOLOGIA

As informacfes sobre as displasias ectodérmicas foram obtidas de periddicos apés
revisdo do PubMed (ADVANCED PUBMED SEARCH — ENTREZ — MEDLINE). Esse
sistema de pesquisa, disponivel pelo Entrez Retrieval System
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed), foi desenvolvido pelo Centro Nacional de
Informacéo em Biotecnologia (cuja sigla inglesa € NCBI), nos Estados Unidos, para ser
utilizado como ferramenta para levantamento bibliogréfico. Utilizamos também o Google
Académico para a pesquisa de artigos cientificos.

Outros sites que sado constantemente atualizados foram utilizados, tais como
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man,
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM) e GDB, Genome Database
(http://wehih.wehi.edu.au/gdb/gdbtop.html).
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3.2.1 — PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

Por esta técnica foram amplificados os éxons 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 do gene ED1,
sendo que para cada exon foram utilizados dois iniciadores especificos (Tabela 3.2). Para
a realizacdo da PCR, utilizamos 5pM de cada iniciador, PCR Supermix (Invitrogen — 22
mM Tris HCI pH 8,4; 55 mM KCI; 1,65 mM MgCl,; 220 uM dATP; 220 uM dTTP; 220 uM
dCTP; 220 uM dGTP; 22 U/mL de Taq polimerase ) em quantidade suficiente para que o
volume total da reacdo por eppendorf seja de 10 pl e 1,0 pul do DNA correspondente. As
amostras foram colocadas no termociclador (marca Techne), utilizando-se o programa
gue realiza os seguintes ciclos para a amplificagdo do DNA: a) 94° C por 1 minuto; b)
94°C por 1 minuto para a desnaturagdo do DNA; c) temperatura variavel, de 50°C até
62°C, por 1 minuto para a hibridizacéo do iniciador; d) 72° C por 1 minuto para a acao da
enzima Taq polimerase; as etapas b, ¢ e d sdo repetidas trinta e cinco vezes. Por fim,
72°C por 10 minutos para extensao final.

Com relacao as amostras, o DNA ja havia sido previamente extraido pelo método
de salting out. Posteriormente, foram usadas as seguintes técnicas: PCR; eletroforese em
gel de agarose para confirmagdo da amplificacdo; purificagdo com as enzimas EXO-SAP;
leitura no Nanodrop®; reacdo de sequenciamento e, por fim, purificacdo da reacdo de

sequenciamento. A seguir estas técnicas serao detalhadas.

Tabela 3.2- Iniciadores usados para a amplificacdo do gene ED1 por PCR.

EXON INICIADOR DIRETO INICIADOR REVERSO TAMANHO
(5 > 3) (5 — 3 DO

FRAGMENTO
(pb)
1 GGGTCGGCCGGGACCTCCTC GCCGCCGCCCCTACTAGG 688
3 CAGTGGAGGGGAAGATGGGC | CCACCATGCCCTACCAAGAAGGT 338
4 CCTCAGGAGTCAGAAGAC ATAACAGACAGACAATGCTG 325
5 | ACTACAAATGTAACACTGAGGCC | CACCCACTCCTGCTCTCCTAAAG 582
6 | GAAGGTCAGGGCAGGAAACAG | AAAGGTGGCTCTAGCCTGTGG 278
7 CAAGACAGGGGAGAGGGAT GATTATTTGGAGGCTGGGGAG 254
8 | GCCTGGCAGCTGCTTTACAAAC | GCACCGGATCTGCATTCTGG 371
9 | AGAACAATGCCTGTCACCTGTCC | TCATGTAAACCCTGGGGCTCC 661

FONTE: Visinoni et al. (2009).
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3.2.2 — CONFIRMACAO DA AMPLIFICACAO

A necessidade de confirmag&o decorre do fato de que as amplificagbes do DNA
podem ser insatisfatérias, devido a uma série de problemas, como imprecisdo das
micropipetas, pouca concentracdo de DNA na amostra recebida de DNA ja diluido,
possivel contaminacdo com DNAses etc. Para isso, foi empregada uma técnica de
confirmacéo da amplificacéo.

Esta técnica consiste na observacdo do produto amplificado apds eletroforese em
gel de agarose 2%. Este gel é preparado com 0,6 g de agarose e 30 ml de tampéo TBE
0,5% (54 g de Tris, 27,5 g de acido borico e 20 ml de EDTA 0,5M e 1L de 4gua destilada),
aquecidos em forno microondas. Apos a solidificagéo do gel, aplicam-se 2,0 ul de produto
de PCR juntamente com 2,0 ul do corante azul de bromofenol contendo Gel Red (0,2 pl
de Gel Red, marca Biotium, em 1ml de corante) e os submete a uma diferenca de
potencial de 100 volts e a uma corrente elétrica de 30 mA por 45 minutos, para separacao
do DNA. A visualizagcdo das bandas de DNA é feita diretamente sob acdo da luz
ultravioleta, comparando-as com as bandas de um marcador de peso molecular de DNA,

também aplicado no gel.

3.2.3 - PURIFICAGCAO DO DNA

O produto de PCR é purificado com uso das enzimas fosfatase alcalina de
camarao e exonuclease I. Nesta técnica, 0,8 pl de exonuclease I, 1,0 yl de fosfatase
alcalina de camarédo (SAP) e 1,0 pl de agua sdo adicionados aos 8,0 ul restantes de
produto de PCR e incubados a 37°C durante uma hora em termociclador. Em seguida,
desnaturam-se as enzimas submetendo as amostras a 80°C por 15 minutos ho mesmo

termociclador.

3.2.4 - LEITURA NO NANODROP

Esta etapa foi adicionada pelo fato de n&o estarmos tendo sucesso nos
sequenciamentos obtidos, uma vez que, para que o0 sequenciamento ocorra de maneira
satisfatoria, € necessario que o DNA esteja em uma concentracdo de 200 a 500 ng/pL.
Como a verificagdo da concentracédo feita em um gel é, de certa forma, imprecisa, usamos
o NanoDrop®, do Laboratorio de Citogenética Humana e Oncogenética, localizado no

Departamento de Genética desta Universidade, para aferirmos as concentracges.
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Para fazer as medi¢cBes das concentracdes coloca-se 1,0 uL de DNA purificado no
aparelho e os valores séo gerados no computador, permitindo que se verifique se estdo
dentro do esperado.

3.2.5 - REACAO DE PRE-SEQUENCIAMENTO

Consiste em uma reacdo de PCR, na qual dideoxi-nucleotideos séo utilizados.
Estes sdo terminadores de cadeia, ou seja, ao serem incorporados na cadeia de DNA,
que estd sendo produzida pela enzima Taq polimerase, bloqueiam o processo. Dessa
forma, cadeias de DNA de diversos tamanhos sédo formadas, e podemos verificar a
posicéo de cada nucleotideo apos a leitura no sequenciador 3500xL Genetic Analyzer. Na
reacdo utilizam-se: 1,0 yl de Big Dye; 0,5 pl de tampéao; 10pM de iniciador; 200 a 500 ng
de DNA purificado e 4gua MiliQ em quantidade suficiente para completar 5,0 pl de volume
total de reagdo. A reacdo em termociclador Techne ocorre nas condi¢bes: Pré
aquecimento a 105°C por quatro minutos; desnaturacdo inicial a 94°C e trinta e cinco
ciclos de: a) 94°C por 30 segundos para a desnaturacdo do DNA; b) 50°C a 56°C por 45
segundos para a hibridizacdo do iniciador; c) 60°C por 5 minutos e 45 segundos para

acao da enzima Tag polimerase.

3.2.6 - PURIFICACAO DO SEQUENCIAMENTO

O produto da PCR é purificado para que apenas o DNA seja revelado no
sequenciador 3500xL Genetic Analyzer, evitando interferentes na analise. Para tal,
acrescentam-se 65 ul de alcool absoluto, 2,0 pyl de acetado de amdnia 7,5M e 10 ul de
agua miliQ. A solucéo é agitada e deixada em repouso por 10 minutos. Em seguida,
centrifuga-se a 14 mil rpm por 15 minutos e retira-se 0 sobrenadante com auxilio de
micropipeta. Acrescentam-se 100 ul de alcool a 70% (feito na hora), agita-se e centrifuga-
se, novamente, desta vez por 30 minutos. O sobrenadante é dispensado e o liquido
restante € evaporado em termociclador a 94°C durante 15 minutos. As amostras sao

entdo levadas para sequenciamento em aparelho 3500xL Genetic Analyzer.
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3.2.7 — ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DE DNA

Para esta etapa séo utilizados os programas Bioedit e MEGA 3.1. Por este ultimo é
comparada a sequéncia de nucleotideos obtida com a sequéncia do segmento original do
éxon que se esperava ter amplificado. As divergéncias da sequéncia analisada sao
confirmadas pelo eletroferograma através do programa Bioedit. Os picos produzidos pelos
nucleotideos sdo avaliados quanto a altura e qualidade, isto é, observa-se se ndo ha
sobreposi¢cdo com outros picos, devido a ruido de fundo.
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4.0 - RESULTADOS

4.1 — DISPLASIAS ECTODERMICAS CLASSIFICADAS

O site sobre DEs foi constantemente atualizado com informacdes sobre oitenta e
duas DEs do grupo A e foram revisadas onze DEs supostamente pertencentes ao grupo
B. Destas, quatro foram confirmadas no grupo B e sete reclassificadas.

No processo de consulta bibliografica das displasias ectodérmicas do grupo B,
iniciado sempre a partir do banco de dados Online Mendelian Inheritance in Man, (OMIM)
http://www.ncbi.nim.nih.gov/omim/, foram encontradas displasias ectodérmicas que se
classificam como do grupo A e que ainda n&o tinham sido incluidas no site
http://www.displasias.ufpr.br/.

Entre as displasias ectodérmicas incluidas nesse contexto, temos 0s quatro tipos
de malformagdo de maos/pés fendidos (SHFM), que afetam os raios centrais do
autépodo, o que origina sindactilia, fissura mediana das maos e dos pés, aplasia e/ou
hipoplasia das falanges, metacarpos e metatarsos.

Os quadros a seguir apresentam caracteristicas dos diferentes tipos de displasias
denominadas malformacdo de maos/pés fendidos. Esses quadros foram feitos em um

formato que facilita sua inclusé@o no site das Displasias Ectodérmicas.

Quadro 4.1- Principais caracteristicas da Malformacdo de maos/pés fendidos tipo 1

SUBGRUPO 123
Titulo: Malformacé@o de maos/pés fendidos tipo 1 (SHFM1)

Sinénimos: Deformidade de méos/pés fendidos tipo 1; SHFD1; SHSF1; deformidade de mé&o
fendida; ectrodactilia; ECD.

OMIM: 183600
Etiologia: AD Cromossomo: 7021.2-21.3
Gene: SHFM1 (?) Proteina: Sem dados

Pélos: Esparsos ou alopecia.
Dentes: Hipodontia, formato anormal.
Unhas: Displasicas, distréficas.
Glandulas sudoriparas: Normais.

Pele: Normal.
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Audicao: Deficiéncia auditiva geralmente neurossensorial. Alguns pacientes apresentam perda
auditiva mista (Ver Comentarios).

Olhos: Normais.
Face: Fissura palatina e/ou labial. Micrognatia. Orelhas displasicas e de implantagao baixa.
Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Retardo mental ocasional.

Membros: Malformacédo do raio central do autépodo, levando a fenda mediana nas méos e
pés; sindactilia, aplasia e/ou hipoplasia das falanges, metacarpianos e metatarsianos.
Polidactilia pré-axial e camptodactilia ocasionais.

Outros achados: Defeitos cardiacos congénitos ocasionais.

Comentérios: A perda auditiva é usada como critério para a classificagdo em dois grupos
clinicos, SHFM1 e SHFM1D, com audi¢do normal e com perda auditiva, respectivamente.

Quadro 4.2- Principais caracteristicas da Malformacg&o de méos/pés fendidos tipo 3

SUBGRUPO 23
Titulo: Malformacéo de mé&os/pés fendidos tipo 3 (SHFM3)

Sinbnimos: SHSF3

OMIM: 600095
Etiologia: AD Cromossomo: 10q24
Gene: BTRC e SUFU (Ver Proteina:

comentarios)

Pélos: Normais.

Dentes: Malformados ocasionalmente (Ver comentarios).
Unhas: Distrdficas.

Gléandulas sudoriparas: Normais.

Pele: Normal.

Audicao: Perda auditiva ocasional.

Olhos: Normais.
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Face: Boca e nariz pequenos, orelhas de implantacdo baixa, malformadas e pequenas, e
micrognatia ocasionais.

Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Retardo mental geralmente grave em cerca de
15% dos casos.

Membros: Malformacédo do raio central do autépodo, levando a fenda mediana nas méos e pés;
sindactilia, aplasia e/ou hipoplasia das falanges, metacarpianos e metatarsianos (Ver
comentarios). Polegar trifalangico e de implantagcdo proximal; auséncia do primeiro raio, polidactilia
pré-axial e camptodactilia nas maos.

Outros achados: Defeitos cardiacos congénitos e convulsdes ocasionais.

Comentérios: Lyle et al. (2006) mostraram que os genes BTR e SUFU, relacionados com a
sinalizacdo de beta-catenina, estdo super expressos em pacientes com SHFM3. O fato de
alteracbes dentarias serem ocasionais permitiria classificar esta displasia ectodérmica como do
grupo B. O envolvimento pré-axial das extremidades superiores € de valor discriminante das
SHFM, sendo mais comum em SHFM3 (Elliott et al., 2005).

Quadro 4.3- Principais caracteristicas da Malformagédo de méos/pés fendidos tipo 4

SUBGRUPO 123
Titulo: Malformacéo de méaos/pés fendidos tipo 4 (SHFM4)

Sindnimos: Nao tem.

OMIM: 605289
Etiologia: AD Cromossomo: 3927
Gene: TP63 Proteina: Proteina tumoral p63

(semelhante a p73)

Pélos: Esparsos ou alopecia.

Dentes: Hipodontia, formato anormal.

Unhas: Displasicas, distréficas.

Glandulas sudoriparas: Normais

Pele: Sardas.

Audicdo: Surdez ocasional, geralmente condutiva.
Olhos: Alteracdes em dutos lacrimais.

Face: Fissura labio/palatina.
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Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Retardo mental ocasional.

Membros: Malformacgédo do raio central do autépodo, levando a fenda mediana nas maos e pés;
sindactilia; aplasia e/ou hipoplasia das falanges, metacarpianos e metatarsianos; camptodactilia rara.

Outros achados: Sem dados.

Comentarios: O envolvimento pré-axial dos membros superiores é uma variavel discriminante entre
as SHFM: SHFM3 (60%), SHFM5 (40%), SHFM4 (4%) e SHFM1 (2%). RevisGes sobre SHFM foram
publicadas por Elliott et al. (2005) e Elliott e Evans (2006).

Quadro 4.4- Principais caracteristicas da Malformacdo de maos/pés fendidos tipo 5

SUBGRUPO 123
Titulo: Malformacéo de maos/pés fendidos tipo 5 (SHFM5)

Sindnimos: Nao tem

OMIM: 606708
Etiologia: AD Cromossomo: 20931
Gene: SHFM5? Proteina:

Pélos: Esparsos ou alopecia.
Dentes: Formato anormal.
Unhas: Displasicas, distréficas.
Glandulas sudoriparas: Normais.
Pele: Normal.

Audicao: Normal.

Olhos: Microftalmia.

Face: Nariz e boca pequenos, labio leporino/palato fendido, micrognatia. Orelhas displasicas e de
implantagéo baixa.

Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Retardo mental grave.

Membros: Malformacdo do raio central do autopodo, levando a fenda mediana nas maos e pés;
sindactilia, aplasia e/ou hipoplasia das falanges, metacarpianos e metatarsianos; camptodactilia.
Aproximadamente 5% dos pacientes mostraram polidactilia pré-axial.

Outros achados: Retardo de crescimento intra-uterino, baixa estatura, pénis e testiculos pequenos e
hipospadia. Cardiopatia congénita.

Comentérios:
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Os sinais ectodérmicos cardinais, que caracterizam as sindromes SHFM1 e 3-5
como displasias ectodérmicas, com a frequéncia de aparecimento de cada sinal podem
ser observados na tabela 4.1.

Tabela 4.1- Caracteristicas ectodérmicas, com suas respectivas frequéncias, nos diferentes tipos
de SHFM (malformacdo de maos/pés fendidos), com base na andlise de uma amostra de 150

pacientes, realizada por Elliott et al (2006).

Afeccédo N° OMIM Cromossomo Sinais

Pelos" Unhas® Dentes®
SHFM1 183600 7921 12% 6% 18%
SHFM3 600095 10924 - 24% 3%
SHFM4 605289 3927 29% 31% 42%
SHFM5 606708 2931 5% 10% 20%

Nota:" Alopecia ou cabelo espar(;o.2 Displasicas, distréficas, hipoplasicas ou ausentes.® Morfologia

anormal ou oligodontia.

Além dos quatro tipos de malformacéo de maos/pés fendidos (SHFM), ha ainda
mais uma displasia que foi reclassificada como pertencente ao grupo A: a Sindrome
Brachiooculofacial (BOFS). As quatro displasias confirmadas no grupo B foram: Sindrome
HID; Hipotricose congénita com distrofia macular juvenil; Sindrome do Incisivo Maxilar
Central Unico e Sindrome de Oliver-MCFarlane. As duas afec¢des restantes ndo foram
consideradas como Displasias Ectodérmicas uma vez que nao afetam nenhuma das
quatro estruturas ectodérmicas cardinais. A seguir podem ser observados os quadros

detalhados sobre as DEs.

Quadro 4.5- Principais caracteristicas da Sindrome Brachiooculofacial

SUBGRUPO 23

Titulo: Sindrome Brachiooculofacial (BOFS)

Sinbnimos: Sindrome BOF

OMIM: 113620
Etiologia: AD Cromossomo: 6p24
Gene: TFAP2A Proteina:

Pélos: Normais.

Dentes: Formato anormal.

Unhas: Hipoplasicas.
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Glandulas sudoriparas: Normais.
Pele: Normal.
Audicdo: Perda auditiva condutiva.

Olhos: Telecanto, hipertelorismo, ptose, obstrucdo dos ductos lacrimais, coloboma da iris, coloboma da
retina, microftalmia, anoftalmia, miopia, catarata, estrabismo.

Face: Micrognatia, testa pequena, orelhas de implantacdo baixa, microtia, nariz largo, septo nasal curto,
labio leporino, palato fendido.

Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Deficiéncia de crescimento pré-natal (27%) e pés-
natal (50%).

Membros: Normais.

Outros achados: Agenesia renal, polidactilia,clinodactilia, prega palmar transversal Unica, polegares
hipoplasicos.

Comentarios:

Quadro 4.6- Principais caracteristicas da Sindrome HID

SUBGRUPO 15

Titulo: Ictiose com surdez

Sinénimos: Sindrome HID

OMIM: 602540
Etiologia: AD Cromossomo: 13g11-g12
Gene: GJB2 Proteina: Conexina 26

Pélos: Alopecia cicatricial, hipotricose de sobrancelhas, palpebras e couro cabeludo.
Dentes: Normais.

Unhas: Normais.

Glandulas sudoriparas: Normais.

Pele: Ictiose lamelar, manchas eritematosas.

Audicao: Surdez neuro sensorial.

Olhos: Normais.

Face: Normal.

Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Normal.
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Membros: Normais.

Outros achados: Propenséo a infec¢des cutaneas bacterianas e micoéticas.

Comentéarios:

Quadro 4.7- Principais caracteristicas da Hipotricose congénita com distrofia macular juvenil

SUBGRUPO 15
Titulo: Hipotricose congénita com distrofia macular juvenil

Sinénimos: HIMD

OMIM: 601553
Etiologia: AR Cromossomo:
Gene: CDH3 Proteina:

Pélos: Hipotricose, alopecia ocasional.
Dentes: Normais.

Unhas: Normais.

Glandulas sudoriparas: Normais.
Pele: Normal.

Audicdo: Normal.

16G22.1

Caderina-3

Olhos: Degeneracéo macular com ligeira distrofia progressiva da retina periférica.

Face: Normal.

Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Sem dados.
Membros: Normais.

Outros achados:

Comentéarios:
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Quadro 4.8- Principais caracteristicas da Sindrome do Incisivo Maxilar Central Unico

SUBGRUPO 25
Titulo: Sindrome do Incisivo Maxilar Central Unico

Sinénimos: Sindrome SMMCI

OMIM: 147250
Etiologia: AD Cromossomo: 7036
Gene: SHH Proteina:

Pélos: Normais.

Dentes: Desenvolvimento anormal da denticdo (especificamente os germes do dente incisivo central).
Unhas: Normais.

Glandulas sudoriparas: Normais.

Pele: Normal.

Audicdo: Normal.

Olhos: Hipotelorismo, microcefalia com microftalmia.

Face: Labio/palato fendido, atresia coanal, estenose midnasal, nariz achatado, ocasionalmente com uma
Unica narina.

Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Retardo mental ocasional, baixa estatura, dificuldade
de aprendizado, epilepsia.

Membros: Normais..

Outros achados: Holoprosencefalia (HPE), deficiéncia do hormdnio do crescimento, deficiéncia cardiaca
congénita.

Comentéarios:
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Quadro 4.9- Principais caracteristicas da Sindrome de Oliver-MCFarlane

SUBGRUPO 15
Titulo: Tricomegalia com retardo mental, nanismo, e degeneragao pigmentar da retina

Sinénimos: Sindrome de Oliver-MCFarlane

OMIM: 275400
Etiologia: AR Cromossomo:
Gene: Proteina:

Pélos: Tricomegalia, alopecia frontal.

Dentes: Normais.

Unhas: Normais.

Glandulas sudoriparas: Normais.

Pele: Normal.

Audicdo: Normal.

Olhos: Nistagmo horizontal, degeneracéo pigmentar da retina, heterocromia da iris, retinose pigmentar.
Face: Normal.

Desenvolvimento psicomotor e de crescimento: Retardo mental, neuropatia periférica axonal,
nanismo.

Membros: Normais.

Outros achados: Deficiéncia do horménio do crescimento. Criptorquidismo, pénis subdesenvolvidos,
puberdade tardia, abaulamento ossos occipital e frontal fraqueza e perda muscular distal. Hipogonadismo
hipogonadotréfico

Comentéarios:
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4.2 — ANALISE DE SEQUENCIAMENTO DO GENE ED1 EM SEIS FAMILAS
BRASILEIRAS DIAGNOSTICADAS CLINICAMENTE COMO PORTADORAS DE XLHED

Foram examinados 8 exons, do gene ED1, pois ndo se conseguiu amplificar o
exon 9 até o presente momento. Foi feita uma PCR com gradiente de temperatura, para
verificar a temperatura ideal de hibridizacdo dos iniciadores. Na figura 4.2 é possivel
observar um gel de poliacrilamida onde se pode verificar que, em um intervalo de 58,5°C
a 64,7°C as amostras ndo amplificaram. Testes com temperaturas mais baixas, entre
48,2°C e 55,8°C, feitos posteriormente, também ndo mostraram resultados positivos.
Estes resultados indicam que o primer pode estar formando estruturas secundarias em
grampo, dimeros de um iniciador ou heterodimeros, estruturas que impedem sua

hibridizacdo ao DNA e portanto sua amplificacao.

50,4 53,0 55,8 L 585 61,0 631 64,7°C

Figura 4.2 — Reproducdo de uma placa de gel de poliacrilamida, onde se pode observar que
nenhuma das oito amostras, testadas com o iniciador do exon 9 em um intervalo de temperatura
de 58,5 a 64,7°C, amplificaram. Em comparacdo, no mesmo gel observam-se trés amostras, a
esquerda, testadas com o iniciador do exon 4, que amplificaram em trés temperaturas diferentes. A
letra L- indica o local onde foi aplicado o marcador de peso molecular. Condi¢des da eletroforese:
Concentracéo da poliacrilamida no gel 10%, tempo de corrida 2 horas, V=250, mA=45.
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Desta forma, na tabela 4.2, sdo apresentados os resultados referentes aos exons

gque ja foram analisados e 0s que ainda estao em analise.

Tabela 4.2 Exons analisados através do sequenciamento do gene ED1, responsavel pela

Displasia Ectodérmica Hipoidrética Ligada ao Cromossomo X, em afetados de seis familias.

Exons/Familia  1(18) 11 (101) 1 (131) IV (161) V (191) VI (201)
la - X - - X X
1b X X X X - -
3 X X - X - -
4 X X X X X X
5 X X X - - -
6 - - X X - -
7 X X X X X X
8 X X X X X X
9 - - - - - -

(X) Exons analisados; (-) Exons ainda em andlise.
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Um SNP (sigla inglesa para polimorfismo de nucleotideo unico), IVS6-11 C>T
(rs2296765) ja relatado no HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/) foi observado na
familia Il. As figuras 4.3 e 4.4 trazem, respectivamente, o eletroferograma obtido com o
sequenciamento e o alinhamento das seqiiéncias do gene ED1 do individuo da familia Il

que possui este SNP.

90 100 110 120 120 140 150
THGTGACTHCTCTCT“TLCTTCTN%TFLTGPCMGCCAGLTGTGGTGLAT‘TACAGGGCPAAGGGTCFGCAﬁTTCf

Figura 4.3- Eletroferogramas das duas fitas de DNA da afetada da familia Il, mostrando o SNP

l
y

v

IVS6-11 C>T da porc¢éo final do intron 6, indicado pela seta.

\

o e o o o
CCAGCTGTGGTIGCAT

ANERAREAREE A EEA R RE R AR AR RA SRR AEREEREEAEC c ccroTceTocaT AHARANNNRRARRRNTEANERARTEAAE
ANER N AR AR AR R A B R R AR EEREERAR crcorerecTocar ARANRRNNRERERENEERRRRARRCRAN

Figura 4.4- Alinhamento de parte do intron 6 com o SNP IVS6-11 C>T indicado pela seta, seguido

de parte do exon 7. O inicio do exon 7 encontra-se destacado em amarelo.

As frequéncias genotipicas deste SNP (rs2296765) séo as seguintes: C/C 0.558;
C/T 0.204 e T/T 0.239 com base em uma populacdo européia, tamanho da amostra: 226
cromossomos. Dados extraidos do Ensembl.

Trés variantes de DNA, IVS5+9C>T, IVS5+11delCT (Figura 4.5) e IVS4-18C>T

foram observadas em amostras da mesma afetada da familia Il.

\A

Qﬁﬁkﬂﬁ*k*ﬂﬁ*ﬂﬂ*k*tﬁ*ﬂﬁ*k*ﬂﬁ*ﬂﬂ*k*ﬂﬁﬂﬂﬁ*k*tﬁ*ﬂﬁ*kkﬂﬁ*tﬁ*kkkkkkkkkkkkkkkkkkﬂﬁ*ﬂtﬁ = B B e e 4 Y Y Y
CCTCCAGGGACCTICTIG

EEEEAEEEEACEAEC AN EE S ECA RN EE TR RN EEEEAARNAEEEEEEREc T ccacccacerTercARRANNEERE - - REEEEREEA
EREEE NN R RN R R RN C R IR C R e R RN EEEEEERE T ccacccacerrerc I RNANEREEE- - REEREREER

Figura 4.5- Alinhamento do final do exon 5, destacado em amarelo, e parte do intron 5 contendo

as variantes IVS5+9C>T, IVS5+11delCT indicadas pelas setas.
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5.0 - DISCUSSAO

5.1 — DISPLASIAS ECTODERMICAS CLASSIFICADAS

Apos a revisdo, as novas displasias ectodérmicas encontradas foram agrupadas
segundo a classificacdo clinico-mnemonica de FREIRE-MAIA (1971; 1977).
Atualmente o site www.displasias.ufpr.br dispunha de informacdes apenas sobre as
displasias do grupo A. Dados sobre as displasias do grupo B e informacgdes inéditas sobre
as displasias do grupo A encontrados neste trabalho serdo incluidos e servirdo para
atualizar o site. Além disso, a revisdo sobre displasias do grupo B serd usada na
elaboragéo de artigo cientifico para publicacdo em periddico especializado.

Verificou-se que algumas DEs do grupo A, como as SHFM 1, 3-5, ndo tém sido
classificadas como tal, provavelmente pelo fato das malformacdes graves de maos e pés
serem mais evidentes que os sinais ectodérmicos. Outra razdo pode estar relacionada a
frequéncia dos sinais ectodérmicos, inferior & das malformagfes Osseas. Entretanto, a
freqiiéncia com que se observam alteracdes ectodérmicas € grande o suficiente para que

essas afeccdes sejam incluidas dentre as displasias ectodérmicas.

5.2 — ANALISE DE SEQUENCIAMENTO DO GENE ED1 EM SEIS FAMILAS
BRASILEIRAS DIAGNOSTICADAS CLINICAMENTE COMO PORTADORAS DE XLHED

Foram analisados oito exons do gene ED1 de individuos diagnosticados
clinicamente com displasia ectodérmica. Entretanto, devido a ocorréncia de dificuldades
técnicas, nem todas as amostras puderam ser completamente analisadas. Dentre estas,
pode-se citar a dificuldade em amplificar o exon 9, mesmo com a compra de novos
iniciadores, ainda ndo se conseguiu determinar uma temperatura adequada para que
ocorra a amplificacdo. Outro exon que causou certa dificuldade de amplificagdo (devido
ao seu extenso tamanho) foi o exon 1. Para contornar esse problema optou-se pelo

exame desse exon em dois fragmentos (a, b).

Os fragmentos analisados compreendiam, além dos exons, cerca de 100 nucleotideos
pertencentes a cada extremidade dos introns que os ladeiam. Esta estratégia permitiu a
deteccdo do SNP j& descrito (IVS6-11 C>T) e das trés variantes (IVS5+9C>T,

IVS5+11delCT e IVS4-18C>T) sobre as quais ndo encontramos relato. Como essas trés
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variantes ndo estdo relatadas no HapMap, consideramos que nao sejam relativamente
frequentes, isto é, ndo se tratam de SNPs. Sabe-se que mutacdes em regides intronicas,
neste caso introns 4 e 5, podem causar disturbios e como o0 mesmo individuo apresenta
trés variantes em regides intrénicas, muito proximas ao inicio ou final de exon é possivel
que sejam responsaveis por essa patologia. Esta hipétese se fortalece pelo fato dessas
variantes se encontrarem muito proximas ao exon 5 que é um exon que codifica dominios
essenciais para o funcionamento da proteina Ectodisplasina-A e, segundo Visinoni (2009),
€ um exon que apresenta 0 maior niumero de mutagdes, juntamente com 0s exons 7 e 9,
este Ultimo ainda ndo analisado. Isto pode ser explicado pelo fato do exon 5 ser o
responsavel pela codificacdo completa do subdominio de colageno, essencial para a
trimerizacdo da proteina, os exons 7, 8 e 9 responsaveis pelo subdominio semelhante ao

TNF, que representa a porcao da proteina que se liga ao receptor EDAR.

Portanto a mutagéo responsavel pela DE, ndo se encontra exons 4, 7 e 8 de todas
as familias, uma vez que estes foram completamente analisados e ndo foi encontrada

nenhuma discrepancia que pudesse indicar mutacéo.

Ainda faltam trés exons para serem analisados nas familias |, Ill e IV nos quais
podera ser encontrada a mutagdo. Ja com relagédo as familias V e VI por se tratarem de
amostras coletadas recentemente, faltam cinco exons para serem analisados. Além disso,
€ necessario ter muito cuidado ao se analisar as amostras pertencentes as familias IV e
V, uma vez que as afetadas sdo mulheres e a analise requer maior cautela, visto que
mulheres possuem dois cromossomos X, dessa forma ha dois picos de fluorescéncia ja
gue ocorre a amplificacdo de ambos cromossomos durante a PCR, sendo que apenas um
deles conteria a mutacdo. No entanto, se ndo forem encontrados resultados positivos
para estas familias, sera descartada a XLHED como causa dos sinais apresentados por
esses pacientes e podera, entdo, suspeitar-se da forma autossémica da DE, pois esta
tltima pode apresentar os mesmos sinais que a XLHED, sendo de ocorréncia ainda mais

rara.
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6.0 - CONCLUSOES

6.1 Sete DEs classificadas anteriormente como do grupo B, foram classificadas

como pertencentes ao grupo A e quatro permaneceram confirmadas no grupo B.

6.2 Um SNP, IVS6-11 C>T ja relatado no HapMap, foi observado na familia II.
Nessa mesma familia, trés outras variantes de DNA intronico, IVS5+9C>T, IVS5+11delCT
e IVS4-18C>T, também foram observadas. Entretanto, apesar de parecer improvavel,
mutacdes em regifes intronicas podem estar relacionadas a disturbios. Como as trés
variantes se encontram no mesmo individuo, é possivel que este conjunto de mutacfes
seja responsavel pelo fenétipo XLHED. N&o ha relatos prévios da observacdo dessas
mutacdes em pacientes com essa displasia, isoladas ou associadas. Nosso achado é,
portanto, o primeiro da literatura.

6.3 Das demais familias analisadas, até o presente momento, nenhuma
apresentou mutagdo compativel com a XLHED. Neste caso, podem-se considerar duas
possibilidades. Na primeira hipétese, a mutacdo responsavel pela DE pode estar em
exons ainda ndo analisados. Ja na segunda hipGtese, se ndo forem encontradas tais
mutacdes, a suspeita serd de mutacdo em gene autossémico associado ao mesmo

fenodtipo. Portanto, novos estudos deverdo ser feitos, dando continuidade a este trabalho.
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