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The scientist does not study nature because it is useful; he studies
it because he delights in it, and he delights in it because it is beautiful. If nature
were not beautiful, it would not be worth knowing, and if nature were not

worth knowing, life would not be worth living.

— Jules Henri Poincaré
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RESUMO

Talidomida é um medicamento inicialmente vendido como sedativo e antiemético para mulheres
gravidas, posteriormente sendo descoberto como teratogénico, causando a embriopatia da
talidomida (TE). Mais de 10.000 bebés nasceram com TE no mundo, mas estima-se que apenas
20-40% dos fetos expostos desenvolvem a embriopatia, contando com um fator de
susceptibilidade genética. Testes em ratos e camundongos mostraram que estas espécies nio sio
afetadas pela TE, ao passo que diversas outras sdo. Até hoje o mecanismo da teratogénese da
talidomida se mantém um mistério, bem como o que causa a diferente resposta desses animais.
Recentemente uma nova hipétese foi proposta, com a proteina beta-catenina com papel central
no desenvolvimento de TE. Beta-catenina possui um papel central em diversos processos do
desenvolvimento, fazendo parte de uma via que é inibida por shisa3. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi investigar se a proteina shisa3 é uma boa candidata a alvo na TE, investigando padrdes
evolutivos, epigenéticos e de susceptibilidade genética. Para isso, foram desempenhadas andlises
protedmicas comparativas no programa MEGA7 entre animais afetados e ndo afetados, bem como
o calculo de similaridade e identidade das sequéncias de aminoacidos coletadas através do
alinhamento por sequéncia em pares pelo LALIGN, da EMBL-EBI. Indicativos de selecdo foram
analisados com o auxilio do pacote de programas PAML. A regido codificante do gene foi
sequenciada pelo método Sanger de sequenciamento em individuos afetados pela TE em busca de
variantes. Predi¢des funcionais foram realizadas nas variantes encontradas, além da predicao de
ilhas CpG. Trés variantes na proteina exclusivas nos animais nao-afetados foram identificadas e
um percentual acima de 90% de similaridade da proteina foi encontrada em mamiferos, entre
afetados e ndo afetados. Uma tUnica variante na regido codificante do gene foi encontrada nos
individuos com TE analisados. Foram identificadas sete ilhas CpG. Poucos estudos sobre shisa3
sdo encontrados na literatura. Contudo, seu papel inibitério em uma via envolvida no
desenvolvimento embrionario recentemente proposta como associada ao desenvolvimento de TE
possibilita a sugestdo de um papel de shisa3 no efeito teratogénico da talidomida. Com estudos
descritos na literatura mostrando o manejo eficiente de camundongos apés knockout do gene e a
diminuta quantidade de variantes encontradas no presente trabalho, associados a alta incidéncia
de ilhas CpG encontrada, levanta-se a possibilidade de uma diferenca de expressdo génica entre
espécies ou que os organismos ndo-afetados possuam um mecanismo de compensa¢do mediante
a perda da proteina diferenciado. Outras ideias foram levantadas, bem como perspectivas de

estudos futuros.



ABSTRACT

Thalidomide is a drug initially sold as a sedative and antiemetic to pregnant women, later
being discovered as teratogenic, causing the thalidomide embryopathy (TE). More than
10,000 babies were born with TE around the world, but it is estimated that only 20-40%
of exposed fetuses develop embryopathy, indicating a possible genetic susceptibility to
thalidomide embryopathy. Tests in rats and mice have shown that these species are
unaffected by TE, while several others develop some degree of the embriopathy. The
mechanism of thalidomide teratogenesis remains a mystery, as well as what causes the
different response of these animals to the drug. Recently a new hypothesis has been
proposed, with the protein beta-catenin having a central role in the development of TE.
Beta catenin plays a central role in several developmental processes, being part of a
pathway that is inhibited by shisa3. Thus, the aim of the present study was to investigate
whether shisa3 protein is a good candidate for the study of the thalidomide’s teratogenic
mechanisms by investigating evolutionary, epigenetic and genetic susceptibility patterns
of this protein. For this, comparative proteomic analyzes were performed between
affected and unaffected animals using MEGA7 software, and the amino acid similarity and
identity were calculated by pairwise sequence alignment using LALIGN, da EMBL-EBL
Anaylises with the package of programs PAML were performed. The coding region of the
gene was sequenced by the Sanger Method in individuals affected by TE. Functional
predictions were performed, as well as prediction of CpG islands. Three protein variants
exclusive to unaffected animals were identified and a percentage above 90% of similatiry
was found between the protein of affected and unaffected mammals. A single variant in
the coding region of the gene was found in the individuals with TE analyzed. Seven CpG
islands were identified. Few studies on shisa3 are found in the literature. However, its
inhibitory role in a pathway involved in embryonic development recently proposed as
associated with the development of TE makes it possible to suggest a role of shisa3 in the
teratogenic effect of thalidomide. With studies in the literature describing the efficient
response of mice to shisa3 knockout and the small number of variants found in the present
study, associated with the high incidence of CpG islands found, there is the possibility of a
difference in gene expression between species and also that unaffected organisms have a
compensatory mechanism as an anwer to the protein loss. Different ideas were raised, as

well as prospects for further research.
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1. INTRODUCAO

1.1 TALIDOMIDA

A talidomida é um medicamento que foi sintetizado na Alemanha em 1954
pela companhia farmacéutica Chemie-Grunenthal. Prescrita como sedativo e
antiemético para mulheres gravidas, a droga foi vendida em 46 paises, se tornando
rapidamente um dos medicamentos lideres de vendas no mundo. A partir do inicio
de sua comercializagdo, em 1957, a observacao de um numero crescente de bebés
nascidos com defeitos de reducdo de membros e outras anomalias congénitas
severas levou a descoberta de efeitos teratogénicos do medicamento, ocasionando
o fim das vendas de talidomida em muitos paises em 1962. Ao total, mais de 10.000
casos de malformagdes congénitas foram notificados e atribuidos ao uso da
medicacdo ao redor do mundo, com relatos em diversos paises da Europa, como
Alemanha, Austria, Bélgica, Finlandia, Irlanda, Paises Baixos, Portugal, Espanha,
Suica e também diversos paises da Asia e América, bem como Australia (Lenz, 1988;

Ito et al, 2011; Vargesson, 2015).

Como os primeiros testes toxicoldgicos em ratos falharam em estabelecer
uma dose letal de talidomida, a droga foi acreditada em um primeiro momento como
ndo-toxica a humanos (Greek et al.,, 2011; Rehman et al,, 2011). Testes teratogénicos
ndo eram exigidos a época, acreditando-se que ndo tenham sido inicialmente
realizados (Lenz, 1988; Greek et al., 2011). Apds a especulacao de que talidomida
fosse o responsavel pelas malformagdes congénitas, testes de toxicologia
reprodutiva foram realizados em roedores, ndao resultando em malformagoes
comparaveis, adiando a confirmacdo da teratogenicidade de talidomida (Warkany,

1988).

Hoje em dia é sabido que ratos (Rattus norvegicus) e camundongos (Mus
musculus) nao desenvolvem a tipica Embriopatia da Talidomida (TE). Outros
animais, porém, apresentam um padrdo de defeitos de membros diferente do
visualizado em humanos (Fratta et al., 1990). Além de humanos, animais afetados

pela talidomida incluem zebrafish (Danio rerio), xenopus (Xenopus laevis), galinha
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(Gallus gallus), coelhos (Oryctolagus cuniculus), macacos (Macaca mulatta, Macaca
fascicularis) e outros (Schumacher et al, 1965; Newman et al.,, 1993; Fort et al., 2000;

Vargesson, 2009; Ema et al., 2010).

Ao ser primeiro observada, a TE chamou atenc¢do pela malformacao de
membros, como focomelia (membros encurtados ou rudimentares) e amelia
(auséncia total dos membros), além de polidactilia e sindactilia. Ao longo de anos de
estudos, descobriu-se que praticamente todos os 6rgaos podem ser afetados. O
coracdo e os rins sdo os Orgdos internos mais acometidos, mas a embriopatia
também pode causar danos ao sistema nervoso central, coluna vertebral e trato
gastrointestinal. Regides como face, olhos, orelhas e genitais podem também ter

seus desenvolvimentos prejudicados (Kowalski et al., 2015).

Além de sua propriedade teratogénica, talidomida também possui
propriedades anti-angiogénicas, antiinflamatérias e imunomodulatérias (Sampaio
et al, 1991; D’amato et al, 1994). Assim, embora originalmente conhecida como
teratogeno, as propriedades terapéuticas de talidomida tornam o medicamento um
bom candidato no tratamento de diferentes condi¢des cronico-degenerativas,
autoimunes e cancer, sendo, de tal modo, ainda prescrito no Brasil, porém sob
rigoroso controle (Kowalski, 2015; Vianna et al, 2016). Condi¢des como mieloma
multiplo, sindrome mielodisplasica, ulceracdes idiopaticas da AIDS, ldpus
eritematoso sistémico, doenca do enxerto versus hospedeiro e eritema nodoso
hansénico tem o uso de talidomida autorizado no pais, sendo sua dispensacao
fiscalizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), regulamentada a
partir da RDC n? 11, 22 de Margo de 2011, a qual complementa a Lei 10.651/2003
de 16 de abril de 2003 que dispde sobre o controle do uso da talidomida. Somente a
Fundacao Ezequiel Dias (FUNED) possui licenga para a fabricagdo de talidomida
(Agéncia Nacional de Vigilancia em Saude, 2003, 2011; Vianna et al., 2016; Kowalski,
2019).

Em decorréncia especialmente do grande nimero de casos de hanseniase

no Brasil, dos problemas no controle do medicamento e da desinformacdo da
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populacdo, novos casos da embriopatia continuam sendo reportados nos dias de

hoje no pais (Penna et al, 2005; Vianna et al., 2016).

Acredita-se que entre 20 a 50% dos embrides humanos desenvolvem a
embriopatia quando entram em contato com talidomida durante o periodo de
sensibilidade, sendo este estabelecido como de 34 a 50 dias apo6s a ultima
menstruacdo (Newman, 1986; Smithells and Newman, 1992). Desse modo, é
pertinente a avaliacdo de variantes génicas que em condig¢des fisiol6gicas normais
podem ndo apresentar nenhum efeito deletério, mas que podem ocasionar um maior
risco para um embrido-feto se exposto ao teratégeno. Assim, diversos estudos
envolvendo susceptibilidade genética a TE vém sendo realizado nos ultimos anos,

envolvendo diferentes genes (Gomes et al.,, 2017; Kowalski et al., 2017a, 2017b).

Por ainda nao terem sido completamente elucidados, os mecanismos de
acado terapéutica da talidomida também tém sido estudados, contando com diversas

hipéteses, sendo trés principais.

1.2 MECANISMOS, HIPOTESES E SHISA3

Ao total, mais de 30 hipoteses foram levantadas para tentar explicar os
mecanismos moleculares de acdo teratogénica da talidomida (Ito et al, 2011; Kim
and Scialli, 2011). Atualmente, trés hipdteses sdo mais aceitas na literatura, sendo
elas a (I) hipétese da propriedade anti-angiogénica (D’amato et al., 1994), a (II)
hipétese da ligacdo a proteina Cereblon e seu efeito sobre SALL4 (Ito et al.,, 2010;
Matyskiela et al., 2018) e (III) hip6tese da formacao de espécies reativas de oxigénio
(Hansen and Harris, 2004). Recentemente, um novo achado sugere uma nova
possibilidade ao entendimento da teratogénese da talidomida, com (IV) beta-
catenina como a proteina central, integrando as trés principais hipoteses (Kowalski

etal,2018).

1.2.1 Angiogénese
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Por ser um farmaco que ultrapassa a barreira placentaria, a sua
propriedade anti-angiogénica é vista como uma impedidora da formagdo e
desenvolvimento de vasos sanguineos no embriao-feto, um processo que é essencial
para o correto desenvolvimento dos membros. De tal modo, fun¢gdes dos vasos
sanguineos como transporte de oxigénio e nutrientes e remoc¢do de toxinas sao
prejudicadas, podendo causar malforma¢des congénitas (Vargesson, 2003;

Therapontos et al.,, 2009).

1.2.11 Ligacao a Proteina Cereblon e o efeito em SALL4

Cereblon é uma proteina que atua como um receptor de substrato no
complexo E3 ubiquitina-ligase (CRL4CRBN), promovendo a ubiquitinacdo de diversos
substratos, muitos deles ainda nao identificados (Hannah and Zhou, 2015). Em
2010, foi encontrado que a proteina CRBN é o primeiro alvo de ligacao da talidomida
no organismo, impedindo a formacao do complexo E3 ubiquitina-ligase (Ito et al,
2010). Sabe-se que o complexo atua sobre substratos envolvidos na inducgdo e
regulacdo do desenvolvimento de membros de vertebrados (Ito et al., 2010; Fischer
etal, 2014). Recentemente, a proteina SALL4 foi identificada como um substrato do
complexo CRL4CRBN, Mutagdes no gene dessa proteina ocasionam uma desordem
genética com fenotipos similares a TE, com sintomas como focomelia sobrepostos,

sendo considerada fenocopia de TE (Lenz, 1973; Al-Baradie et al., 2002).

1.2.1II1 Estresse Oxidativo

Segundo essa hipotese, a propriedade teratogénica da talidomida advém
da sua atuacao como oxidante e modulador do potencial de oxirredugao intracelular
(Hansen and Harris, 2004). Em diferentes estudos realizados, foram observados que
coelhos - organismo conhecidamente afetado por TE - sofreram com a formacgao de
espécies reativas de oxigénio com a presenca de talidomida, enquanto que espécies

ndo afetadas - como camundongos e ratos — ndo (Parman et al., 1999; Sauer et al.,
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2000; Hansen et al.,, 2002). A reducao da angiogénese também foi relacionada com
a produgcio de espécies reativas de oxigénio. E sugerido que, em espécies sensiveis,
os defeitos nos membros induzidos por talidomida envolvem a inibi¢do mediada por
espécies reativas de oxigénio de fatores de transcrigao sensiveis a oxirredugao. Por
esse mecanismo, a talidomida ocasiona a reducao da atividade de um fator nuclear
responsavel pela ativacdo de diversos genes importantes para o desenvolvimento

dos membros (Hansen and Harris, 2004).

1.2.1V Via de sinalizacao Wnt: Beta-catenina e SHISA3

Em um estudo recente por Kowalski et al (2018) no campo de biologia de
sistemas, foi gerada uma rede de interagdes com proteinas envolvidas nas trés
principais hipdteses e também proteinas envolvidas no desenvolvimento de
membros. Encontrou-se uma rede onde a proteina (3-catenina (codificada pelo gene
CTNNB1) aparece como proteina central, integrando os mecanismos moleculares de
talidomida, de modo que nenhuma das trés hipoteses é descartada, e sim estao
possivelmente funcionando em associagao. O estudo sugere que o teratdgeno talvez
atue desregulando tanto a funcdo estrutural quanto a sinalizacdao da -catenina, um
transdutor de sinal intracelular na via de sinalizacdo Wnt no nucleo celular (Valenta

etal, 2012; Kowalski et al., 2018).

E sabido que a talidomida pode ligar-se as caderinas e também inibe
dramaticamente a atividade de [-catenina (Thiele et al, 2000; Knobloch et al,

2007).

Ainda no estudo de biologia de sistemas envolvendo [3-catenina, Kowalski
etal 2018 performaram uma analise de random walk (passeio aleatdrio de Pearson),
adicionando 7 genes na analise, entre eles CRBN, CTNNB1 e SHISA3, sendo este
ultimo o codificador de proteina de mesmo nome, capaz de induzir a degradacgao de
B-catenina pela via de sinalizacdo Wnt (Chen et al.,, 2014; Kowalski et al., 2018). Foi
encontrado que CTNNBI1 e SHISA3 sdo os mais intimamente relacionados

funcionalmente com a suscetibilidade a talidomida. Neste mesmo estudo,
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encontrou-se uma regulacdo negativa em SHISA3 por talidomida. Assim, pela
primeira vez surge na literatura a sugestdo de uma possivel conexdo entre
embriopatia da talidomida e o gene SHISA3 (dados ndo publicados). Em 2017,
lenalidomida, um analago de talidomida, também foi relacionado a SHISA3.
Pesquisadores analisaram pacientes de leucemia linfocitica cronica que estavam
realizando uso de lenalidomida no seu tratamento e fizeram um comparativo da
expressao génica entre os responsivos e os ndo responsivos, onde os pacientes
responsivos ao tratamento tiveram SHISA3 como o gene mais up-regulated dentre

todos expressos (Maffei et al., 2018).

0 gene shisa3 é um inibidor da via Wnt. As proteinas Wnt atuam como sinais
intercelulares, estimulando o crescimento e regulando a proliferacdo de células. Seus
sinais estdo presentes em diversas etapas da vida, desde o desenvolvimento
embrionario até o crescimento e manutencgao de varios tecidos, controlando aspectos
cruciais do destino celular, migragdo celular, polaridade celular, além de padrodes
neurais e organogénese durante o desenvolvimento embrionario (Komiya and Habas,
2008; Ruiz-Villalba et al., 2016; Nusse and Clevers, 2017). Os sinais das proteinas Wnt
ativam diferentes vias, dentre elas a via de sinalizacdo Wnt/[-catenina. Os principais
receptores Wnt na membrana celular sdo os receptores Frizzled (FZD). O sinal que
chega aos receptores Fzd é transduzido para 3 -catenina, que entra no nucleo celular
e forma um complexo com outra proteina para ativar a transcricao dos genes-alvo
Wnt. Na falta de sinais de Wnt, B-catenina é degradada por um complexo
multiproteico intracelular, cessando a sinalizacdao da via (Chen et al, 2014; Ruiz-
Villalba et al, 2016; Nusse and Clevers, 2017). A proteina shisa3 é um dos
moduladores dessa via, bloqueando a maturagdo e o transporte dos receptores
Frizzled (FZD) no reticulo endoplasmatico para a membrana plasmatica, inibindo,
assim, a via de sinalizagdo Wnt/[3-catenina (figura 1) (Bovolenta et al.,, 2014; Chen et

al,, 2014).
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Figura 1: [lustracdo esquematica agdo de shisa3 sobre a via de sinalizagdo Wnt/[3-
catenina. (A) As proteinas Frizzled (FZD) sdo produzidas no reticulo endoplasmatico
e transportadas até a membrana plasmatica, onde atuam como receptores de sinais
das moléculas Wnt, que causam a ativacao de (3-catenina. (B) Shisa3 bloqueia a
maturacao e o transporte dos receptores FZD para a membrana, inibindo, assim, a

via de sinalizagdo Wnt/(-catenina. Adaptado de Chen et al,, 2014.

Descoberta em 2005 por Yamamoto et al., a familia de proteinas shisa é
composta por nove membros, sendo provavelmente exclusiva em vertebrados
(Yamamoto et al., 2005; Furushima et al, 2007; Pei and Grishin, 2012; Cruciat and
Niehrs, 2013). Estudos indicam que nao apenas shisa3, como os demais membros da
familia shisa sdo moduladores da sinalizacao da via de sinalizacdo Wnt/(-catenina,
diminuindo a expressdo proteica de receptores dessa via (Furushima et al., 2007;
Chenetal,2014). Em um estudo na area oncolégica com células do pulmado humanas,
foi relatado que SHISA3 possui a capacidade de diminuir a expressao de todas as

proteinas FZDs conhecidas, sendo um forte inibidor da via Wnt (Chen et al., 2014).
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Homologos de shisa ja foram relatados em xenopus (xShisa), zebrafish
(zShisa), rato (rShisa), camundongo (mShisa), galinha (cShisa) e humanos (SHISA)
(Katoh and Katoh, 2005; Yamamoto et al.,, 2005; Furushima et al,, 2007; Hedge and
Mason, 2008; Zhu et al., 2008).

Em um estudo de 2007 por Furushima et al a expressao de membros da
familia shisa durante o desenvolvimento embrionario de camundongos foi observada.
Os genes analisados (mShisa, mShisa3, mShisa4 e mShisa5) exibiram expressao em
regides e momentos do desenvolvimento distintos. mShisa foi relatado como o
primeiro a ser expresso, sendo encontrado no endoderma visceral anterior,
mesoderma anterior e neuroectoderma anterior. Assim como mShisa, mshisa5 foi
encontrado no inicio da embriogénese, este no saco vitelinico e cérion. mShisa3 e
mShisa4, por outro lado, ndo foram relatados no inicio da embriogénese, com
expressao se iniciando em E8.5 e E14.5, respectivamente. A expressao de mShisa3 se
deu em regides do sistema digestorio, ao passo que mShisa4 esteve associada a
regides como medula espinal, membros superiores e posteriores, pulmao e retina
(Furushima et al, 2007). Em outro estudo também em camundongos, mShisaZ,
mShisa3, mShisa4 e mShisa5 foram encontrados sendo expressos em 0Ss0s que

constituem a calvaria (Murakami et al., 2019).

Acredita-se que o xShisal e xShisaZ2 sdo originados da duplicacao de um gene
ortélogo a mShisa, tendo xShisal e xShisaZ em conjunto a mesma funcdo que mShisa
individualmente. Intrigantemente, descobriu-se que mShisa quando mutado ndo
exibe fendtipos no desenvolvimento na cabeca ou na somitogénese, ao contrario de
xShisal e xShisaZ (Yamamoto et al., 2005; Nagano et al., 2006; Furushima et al., 2007).
Variantes individuais de mShisa3, mShisa4 e mShisa5 também ndo exibiram fenotipo

aparente (Furushima et al.,, 2007).

2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICATIVAS



20

Através de ensaios de teratogénese em diferentes modelos animais,
talidomida mostrou que é possivel existir diferentes respostas a medicacao em
espécies distintas. Muito embora saiba-se hoje dos seus efeitos teratogénicos, novos
casos da embriopatia tém sido registrados no Brasil. A proibicao definitiva ndo
ocorre pois o medicamento apresenta importante aplicabilidade em diferentes
condi¢des. Desse modo, decifrar seus mecanismos é um assunto ainda atual e de
suma importancia para o estudo do desenvolvimento de analogos seguros, além da

compreensao do seu mecanismo no desenvolvimento da embriopatia.

Com o recente descobrimento de [3-catenina (gene CTNNB1) como possivel
proteina central no desencadeamento dos mecanismos de a¢do da talidomida,
muitos estudos precisam ser feitos para determinar a exatidao dessa descoberta,
incluindo estudos relacionados a susceptibilidade genética a TE neste e em outros
genes relacionados. A proteina shisa3, também por induzir a degradacdo de (-
catenina, torna-se um alvo importante de estudo a partir do descobrimento da
relacdo entre talidomida e 3-catenina. O gene shisa3 é um gene ha pouco descoberto
e, portanto, pouco estudado. Contudo, achados que indicam que camundongos -
organismos conhecidamente nao afetados por TE - conseguem manejar mais
eficientemente a auséncia de proteinas shisa, além da expressao de membros da
familia shisa em membros anteriores e posteriores e tecidos afetados pela TE em
camundongos, o tornam um interessante alvo a ser investigado com um enfoque na
susceptibilidade genética a TE. Assim, é pertinente um estudo exploratorio, tanto na
questdo evolutiva, quanto através do uso de técnicas de biologia molecular para

explorar a relevancia do gene na TE.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

Investigar o gene shisa3 e os padroes evolutivos da proteina shisa3, além

b

de avaliar o papel do gene na susceptibilidade genética a teratogénese da

talidomida.
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2.2.11 Objetivos Especificos
2.2.11.1 Padrées evolutivos

1. Identificar e descrever possiveis diferencas na proteina shisa3 em
organismos ndo-afetados pela TE quando comparados a organismos conhecidamente
afetados, buscando particularidades entre espécies que possam explicar os padroes

de resposta a talidomida.

2.2.11.2 Padrées moleculares

1. Investigar a presenca de variantes na regido codificante do gene SHISA3

em individuos portadores da TE.

2. Investigar o papel de eventuais variantes encontradas na susceptibilidade

a teratogénese da talidomida.

3. Caso encontradas variantes, predizer funcionalmente seus papéis através

de ferramentas de bioinformatica.

3. METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre sob o numero 2010-0244 e 2017-0248. Todos os individuos
que compdem as amostras estudadas assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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3.2 PADROES EVOLUTIVOS

As analises evolutivas foram performadas em treze espécies, divididas em
dois grupos: espécies que nao sdo afetadas pela TE e espécies que sdo afetadas pela
TE. No grupo de espécies ndo afetadas, encontram-se ratos (Rattus norvegicus) e
camundongos (Mus musculus). As sequéncias proteicas destes foram comparadas
com as sequéncias de onze espécies afetadas: humano (Homo sapiens), macaco-
rhesus (Macaca mulatta), macaco-cinomolgo (Macaca fascicularis), sagui-de-tufos-
brancos (Callithrix jacchus), hamster (Mesocricetus auratus), coelho (Oryctolagus
cuniculus), ovelha (Ovis aries), tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), gamba cinza de
cauda curta (Monodelphis domestica), galinha (Gallus gallus) e zebrafish (Danio
rerio). Uma arvore filogenética com todas as espécies analisadas pode ser observada

na figura 2.

Foram coletadas as sequéncias canonicas da regido codificante de shisa3
na plataforma Ensembl Genome Browser (release 98) e também incluidas as
sequéncias obtidas através do algoritmo BLAST do NCBI (versdo 4, dbV4). Para
organismos com mais de uma sequéncia candnica disponivel, priorizou-se na
escolha sequéncias com nimero de aminoacidos mais aproximados ao de shisa3 em
humanos (238aa). Para o alinhamento das sequéncias, fez-se um comparativo entre
as sequéncias adquiridas pelo BLAST e pelo Ensembl. Uma tabela com as espécies

analisadas e os codigos das sequéncias utilizadas pode ser observada em Tabela 1.

Tabela 1. Espécies utilizadas para analise de alinhamento proteico e seus c6digos de

sequéncia referéncia.

Espécie Banco de dados  Cédigo da sequéncia referéncia
Homo sapiens (humano) ENSEMBL ENST00000319234.5
Macaca mulatta (macaco-rhesus) NCBI BLAST XM_001098929.4

Macaca fascicularis (macaco-cinomolgo) =~ ENSEMBL ENSMFAT00000066063.1
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Callithrix jacchus (sagui-de-tufos-brancos) ENSEMBL ENSCJAT00000037649.3
Mus musculus (camundongo) ENSEMBL ENSMUST00000087241.6
Rattus norvegicus (rato) ENSEMBL ENSRNOT00000036103.3
Mesocricetus auratus (hamster) ENSEMBL ENSMAUT00000021578.1
Oryctolagus cuniculus (coelho) ENSEMBL ENSOCUT00000011105.4
Ovis aries (ovelha) NCBI BLAST XM_015096480.2
Dasypus novemcinctus (tatu-galinha) ENSEMBL ENSDNOT00000031180.1
Monodelphis domestica (gamba) ENSEMBL ENSMODT00000026200.3
Gallus gallus (galinha) ENSEMBL ENSGALT00000085586.2
Danio rerio (zebrafish) ENSEMBL ENSDART(00000110191.4

As sequéncias coletadas foram incluidas no programa MEGA 7, onde
realizou-se o alinhamento das regides codificantes do gene shisa3 dos diferentes
organismos. O alinhamento foi realizado por cédons com o algoritmo MUSCLE,
disponivel no programa MEGA 7 (figura 3). Foi lido o alinhamento das sequéncias
de aminoacidos traduzidas e os sitios das variantes de aminoacidos presentes nos
organismos nao afetados em comparacao aos afetados foram anotados no MEGA 7 e
checados na plataforma UniProt (release 2019_08). Os cddons que apresentaram
variacdo foram anotados e variantes alélicas em humanos nessas posi¢coes foram
procuradas em Ensembl. A frequéncia na populacdo dessas variantes foi conferida
no banco de dados EXAC (Versao 0.3.1). A predicdao funcional das variantes
encontradas em humanos foi feita através do PolyPhen-2 (Polymorphism
Phenotyping v2) e SIFT (SIFT 6.2.1) nas variantes missense, PredictSNP2 em
variantes missense e sin6nimas e MutationTaster em todas variantes (Adzhubei et
al., 2010; Choi et al, 2012; Schwarz et al., 2014).

As sequéncias coletadas foram também utilizadas para andlise filogenética
pelo pacote computacional Phylogenetic Analysis Using Maximum Likelihood
(PAML), para averiguacgdo de indicativos de selecao.

A identidade e a similaridade das sequéncias de aminodcidos nas
diferentes espécies foram analisadas, sendo o primeiro para averiguar a

compatibilidade de sequéncias e o segundo para calcular a compatibilidade das
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sequéncias avaliando positivamente as substituicdes de aminoacidos por similares.
Para este calculo, foi realizado o alinhamento por sequéncia em pares (em inglés
Pairwise Sequence Alignment). Na analise proposta foi utilizada primeiramente a
sequéncia proteica do camundongo como sendo a referéncia e posteriormente a do
rato. As analises por sequéncias em pares foram realizada utilizado o programa
LALIGN, da EMBL-EBI (Madeira et al.,, 2019).

Por ultimo, uma arvore filogenética com todas as espécies analisadas foi

gerada utilizando a plataforma TimeTree (Kumar et al.,, 2017) (figura 2).

3.3 PADROES MOLECULARES

3.3.1 Amostra

A amostra foi recrutada a partir da Associa¢do Brasileira da Sindrome da
Talidomida (ABPST). As amostras de 33 individuos portadores de TE foram
coletadas previamente e fazem parte do biorrepositério da colecdo de material

bioldgico sobre a Embriopatia da Talidomida.

3.3.I1 Analises Moleculares

O gene SHISA3 é um gene de 6200 pb composto por dois éxons, sendo a
sequéncia que sera traduzida do primeiro e do segundo éxon compostas por 277 e
440 pb, respectivamente. Foi possivel amplificar o segundo éxon pela técnica de PCR
convencional e posterior leitura em gel de agarose. Para tal, utilizou-se primers
previamente desenhados na plataforma Primer-Blast (NCBI), utilizando a sequéncia
do gene encontrada na plataforma Ensembl. As amostras foram sequenciadas pelo
método Sanger de sequenciamento no equipamento ABI-Prism 3500 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems).

3.3.11I Analises in silico
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Apés o sequenciamento das regides amplificadas, as sequéncias foram
alinhadas e avaliadas usando o programa CodonCode® Aligner v.3.0.1.

A variante encontrada foi predita funcionalmente conforme a predicao
realizada nas variantes das analises evolutivas, descrito anteriormente.

A presencga de ilhas CpG no gene foi predita no software MethPrimer 2.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas membras da familia shisa foram ha pouco descobertas, com
pouquissimos estudos que aprofundem a via (Yamamoto et al., 2005; Furushima et
al., 2007; Murakami et al, 2019). Embora os estudos sejam escassos, o papel
inibitério de shisa3 na via de sinalizagdo Wnt/Beta-catenina, essencial no
desenvolvimento e recentemente associada a TE, possibilita a sugestao de uma
associacdo ao efeito teratogénico da talidomida, com estudos indicando o manejo
eficiente da auséncia de proteinas shisa3 em camundongos através do knockout do
gene (Furushima et al, 2007; Kowalski et al., 2018; Murakami et al, 2019). Uma
possivel fonte de investigacdo baseia-se em pesquisar diferencas estruturais e
funcionais na proteina, e, desse modo, estudar a regido codificante e também as
diferencas da proteina em espécies afetadas e ndo-afetadas. Porém, os resultados do
atual trabalho apontam para que uma possivel diferenca entre as espécies afetadas
e ndo afetadas nao esteja exatamente na funcionabilidade da proteina, como sera

descrito.
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Figura 2: Arvore filogenética das espécies analisadas.

A regido codificante de um dos genes da familia shisa, o gene shisal, é
descrita como bastante conservada entre os ortélogos de mamiferos (Katoh and
Katoh, 2005). No presente trabalho, observou-se um percentual de similaridade da
proteina shisa3 a nivel de aminoacido acima de 90% entre todos as espécies de
mamiferos estudadas, com todos resultados expostos na tabela 2. Para a sequéncia
de Gallus gallus nao foi possivel realizar a analise ja que a sequéncia encontrada nos
bancos de dados esta incompleta. Embora uma similaridade de 100% na proteina
entre as duas espécies afetadas tenha sido encontrada, a identidade desses

homologos foi encontrada como sendo de 98,7%.

Tabela 2. Porcentagem de similaridade da proteina shisa3 a nivel de aminoacido entre espécies

estudadas e as espécies ndo-afetadas.

Espécie Camundongo Rato




27

Homo sapiens (humano) 96,6% 96,6%
Macaca mulatta (macaco-rhesus) 97,1% 97,1%
Macaca fascicularis (macaco-cinomolgo) 97,5% 97,5%
Callithrix jacchus (sagui-de-tufos-brancos) 97,5% 97,5%
Mus musculus (camundongo) - 100%
Rattus norvegicus (rato) 100%

Mesocricetus auratus (hamster) 99,6% 99,6%
Oryctolagus cuniculus (coelho) 97,1% 97,1%
Ovis aries (ovelha) 97,5% 97,5%
Dasypus novemcinctus (tatu-galinha) 97,1% 97,1%
Monodelphis domestica (gamba) 93,4% 93,4%
Danio rerio (zebrafish) 86,4 % 86,4%

Nas andalises protedmicas comparativas realizadas no Mega 7, as
sequéncias génicas codificantes disponiveis nos bancos de dados utilizados para
pesquisa encontravam-se iguais, com exce¢do de duas espécies. A sequéncia de
Macaca mulatta foi encontrada apenas no BLAST e a sequéncia de Ovis aries estava
em melhor qualidade também no BLAST. Na analise, foram encontradas apenas 3
variantes de aminoacidos exclusivas do grupo nao-afetado, sendo uma exclusiva de
camundongos (p.Leu7Phe), uma exclusiva de ratos (p.Gly186Asn) e uma variante
presente nos dois roedores ndo-afetados (p.Pro158Ala). A sequéncia de Gallus gallus
encontrada nao estava completa, faltando os primeiros aminoacidos, portanto a
primeira variante nao foi possivel comparar com galinha, como é possivel observar

na figura 3.

Na andlise realizada com o pacote computacional PAML, ndo foram
acusados valores significativos para possiveis sitios sujeitos a selecdo positiva,
mostrando-se uma regido bastante conservada entre os organismos estudados

(dados ndo mostrados).
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Figura 3: Inicio do alinhamento da proteina shisa3 nas espécies

analisadas no software MEGA 7.

Essas variantes de aminoacidos encontradas exclusivamente nos grupos

de animais ndo afetados pela TE foi conferida em humanos. Foi checada a presenca
de variantes de nucleotideos no c6don que gera o aminoacido com distingao entre
os grupos. O cddon correspondente da primeira variante de aminoacidos,
p.Leu7Phe, ndo apresentou nenhuma variante alélica em humanos, ao contrario dos
cddons de p.Pro158Ala e p.Gly186Asn, que apresentaram duas variantes alélicas
para cada. Todas as variantes encontradas em humanos sao raras, segundo dados

do ExAC. A organizacao dessas informag¢des encontra-se na tabela 3.

Duas variantes alélicas em humanos foram encontradas no cédon
p.Pro158Ala. Uma das variantes, rs776606761, é uma alteracao do tipo indel com
seu efeito predito como “causador de doenca” pelo MutationTaster, com a descrigao
de um heterozigoto sem fenétipo. Ja a outra variante, rs778523134, é uma missense
p.Pro158Ala, assim como nos ratos e camundongos. Seu efeito foi predito como
causador de doenga pelo MutationTaster, como benigno pelo PolyPhen, deletério

pelo SIFT e neutro pelo PredictSNP2.

Outras duas variantes alélicas em humanos foram encontradas para o
cédon da variante p.Glyl86Asn. Uma das variantes, rs777016180, é do tipo

missense, sendo uma Gly186Asp, sendo diferente da variante dos organismos nao-
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afetados. Seu efeito foi predito como “causador de doenga” pelo MutationTaster,
como possivelmente prejudicial pelo PolyPhen, deletério pelo SIFT e neutro pelo
PredictSNP2. A outra variante, rs759907425, é sin6nima, com seu efeito predito
como neutro pelo PredictSNP2 e causador de doengas pelo MutationTaster, com

notavel probabilidade acima de 0,999 indicada pelo ultimo software.

Nas analises moleculares, foram sequenciadas e analisadas amostras de 33
individuos com TE. Nao foi possivel analisar o éxon 1, jA que esta regido ndo
amplificou nos PCRs realizados, com padronizacdes realizadas tanto para PCR
convencional, quanto para PCR touchdown. Através da predicao de Ilhas CpG, foi
possivel observar que o gene possui 7 ilhas CpG. As trés maiores ilhas CpG do gene
passam pelo éxon 1 (figura 4), sendo uma possivel causa da dificuldade em

amplificar a regido transcrita desse éxon.
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Tabela 3. Descricio de todas as variantes encontradas e suas predi¢des funcionais.

Variante de aa Variante alélica Posi¢ao Tipo Classificacdo MutationTaster Polyphen SIFT PredictSNP2
rs78331918  4:42403306 SNP  Synonymous (Pro185=) Disease causing Neutral

p.Gly186Asn (rato) rs777016180 4:42403308 SNP Missense (Gly186Asp) Disease causing Possibly damaging Deleterious Neutral

p.Gly186Asn (rato) rs759907425 4:42403309 SNP  Synonymous (Gly186=) Disease causing Neutral

p.Prol58Ala (ndo-afetados)  rs776606761  4:42403223  Indel  Frameshift (Ser159ProfsTer86) Disease causing

p.-Pro158Ala (ndo-afetados)  rs778523134 4:42403223 SNP  Missense (Pro158Ala) Disease causing Benign Deleterious  Neutral

Os termos referem-se a saida exata do preditor, em inglés. Synonymous: variante sindnima. Missense: variante de sentido trocado. Frameshift: mudanga de matriz de leitura.

Disease causing: causador de doenga. Possibly damaging: possivelmente prejudicial. Neutral: neutro.
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Figura 4: Predicdo de Ilhas CpG do gene SHISA3 gerada no MethPrimer. Em verde,
a posicao dos dois éxons. As ilhas 2 e 4 possuem uma porg¢ao no primeiro éxon e a

ilha 3 estd inserida no mesmo. Nao ha ilha no segundo éxon. Imagem adaptada.

No sequenciamento do éxon 2, apenas uma variante em uma Unica
amostra foi encontrada (figura 5). A variante encontrada é sinénima, de
identificacdo rs78331918 (tabela 3). Seu efeito foi predito como neutro pelo
PredictSNP2 e pelo MutationTaster como causador de doenca, com probabilidade
de mais de 0,998 indicada pelo ultimo software. A predicdo pelo MutantionTaster

acrescenta que essa variante possivelmente pode causar alteracdes na estrutura
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proteica e alteracdes no sitio de splicing. Esse SNP é descrito como raro no Ensembl
e mais comum em pessoas de origem africana. Desse modo, por ser rara, ndo
surpreendentemente foi encontrada em apenas 1 das 33 amostras sequenciadas.
Inusitadamente, essa variante encontra-se no codon anterior ao da variante de ratos
p.Gly186Asn anteriormente descrita e esta localizada posteriormente a variante
frameshift rs776606761, que possui descricdo de um heterozigoto sem aparente
fenotipo. Entretanto, ndo é possivel confirmar ou descartar a hipétese de que essa
variante confira um efeito de susceptibilidade genética a TE antes de realizar o

sequenciamento completo do gene, ou mesmo de realizar ensaios funcionais.

ccTrTTTGCCAGGGCTGA GGGCCRGGCTGCCTGGETGoGC CCOCT

<< 747 R 330 340 350

|r | | I I
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Figura 5: Porc¢do de alinhamentos do éxon 2 do gene SHISA3 no CodonCode®

Aligner v.3.0.1. Em evidéncia, fitas reverse e forward com a variante encontrada

em uma das amostras.

Diferentes estudos mostraram que uma das espécies ndo-afetadas pela TE,
os camundongos, nao parecem sofrer com a perda das proteinas shisa, possivelmente
indicando uma redundéancia na funcao de mshisa3. Em um knockout do gene shisa3

em camundongos realizado por Furushima et al, ndo se notou mudancga fenotipica nos
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animais. Uma das sugestdes dos autores, é a de que o fenétipo normal mesmo apds
um knockout genético possa ser em decorréncia de uma compensagdo por um gene
relacionado funcionalmente (Furushima et al,, 2007). Ja no estudo de Murakami et al,
encontrou-se a expressdao de shisa3 nos osteoblastos dos ossos calvariais de
camundongos. Ao induzir uma deficiéncia de mshisa3 nesses organismos, esperavam
que o desenvolvimento do esqueleto dos mesmos fosse afetado. Contudo, nao foram
observados nenhum fenoétipo associado ao desenvolvimento esqueletal, levando os
autores a crer que haja uma redundancia na fun¢dao do mShisa3 no desenvolvimento

6sseo de camundongos (Murakami et al., 2019).

Por fazer parte de uma via de sinalizagdo essencial em diversas etapas da
vida, desde o desenvolvimento embriondrio até a proliferacdo e manutencao de
tecidos, ndo é surpreendente que shisa3 seja um gene com pouca ou nenhuma
variante em uma por¢do da sua regido codificante (Komiya and Habas, 2008; Ruiz-
Villalba et al, 2016; Nusse and Clevers, 2017). Essa observa¢do pode talvez
evidenciar que, ao menos em humanos, é uma proteina importante na via. Além
disso, essa conserva¢do em mamiferos deixa em duvida a possivel redundancia da
proteina em camundongos e se isso se estende aos demais mamiferos, ou se talvez

haja um mecanismo compensatério quando em heterozigose.

Shisa3 também tem se tornado um alvo de estudos na area do cancer, ja que
mecanismos moleculares para desenvolvimento morfologico e para carcinogénese
frequentemente se sobrepdem, com vias de sinalizagdo idénticas envolvidas nos dois
processos (Zhu et al., 2008). Estudos recentes nessa area apontam que o promotor de
SHISA3 estar hipermetilado é um fendmeno comum em células cancerosas, sendo a
metilacdo da regido promotora a causadora da sua regulacdo negativa em canceres
como o de nasofaringe e colorretal (Tsai et al., 2015; Zhang et al., 2018). Em um artigo
recente sobre o pacientes oncolégicos que fazem uso de lenalidomida, um analogo de
talidomida, é relatado que os pacientes responsivos ao tratamento com este fArmaco
tem como gene mais upregulated SHISA3, apresentando um aumento de 23 vezes na
sua expressao ao fazer uso de lenalidomida (Maffei et al, 2018). Contudo, no estudo
de Kowalski et al que influenciou no presente trabalho, é relatado que talidomida

causa a regulacdo negativa em SHISA3 (Kowalski et al, 2018). Esses estudos
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corroboram os achados do presente trabalho, onde foi visto que SHISA3 possui sete
ilhas CpG, muito embora seja um gene pouco extenso, havendo de fato uma alta

quantidade de regides para marcas epigenéticas.

5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Todos os resultados encontrados, tanto das analises moleculares quando
evolutivas, estdo em concordancia com dados da literatura de que os membros da
familia shisa possuem a regido codificadora bastante conservada e propicia a
variacOes epigenéticas, muito embora a amostragem pequena seja um limitante nos
resultados do presente trabalho (Katoh and Katoh, 2005; Nagano et al, 2006;
Furushima et al,, 2007).

Nao se descarta que haja ainda uma particularidade em shisa3 entre
espécies que poderia gerar uma resposta a talidomida distinta. No entanto, através
da revisdo bibliografica e dos dados apresentados neste trabalho, é mais provavel
que, caso haja uma diferenca interespécies que gere uma resposta distinta ao
desenvolvimento ou ndo de TE, esta seja pela expressao ou por um mecanismo de
compensacdo diferenciados e nao por diferenga estrutural e funcional na proteina.
Isso pode ser visto pelos dados da literatura que apontam para que shisa3 possa ser
bastante variavel epigeneticamente, e que, ainda, possa haver um sistema de
redundancia para suprir sua auséncia em camundongos, bem como pela baixa
incidéncia de variantes especificas de espécies ndo-afetadas pela TE encontrada no
presente trabalho (Katoh and Katoh, 2005; Furushima et al., 2007; Tsai et al., 2015;
Zhang et al., 2018; Murakami et al., 2019).

Por ser uma familia de genes a pouco explorada, pouquissimos estudos sao
encontrados na literatura sobre shisa (Yamamoto et al, 2005; Murakami et al,
2019). Com a recente associacdo entre membros da familia shisa com diferentes
tipos de cancer talvez novas pesquisas estejam por vir. Como visto, hd uma

quantidade razoavel de dados na literatura que podem nos levar a conclusao de que
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ndo somente shisa3, mas todos os membros da familia shisa compdem potenciais

alvos de estudos em relacdo a embriopatia da talidomida.

Como balang¢o das analises moleculares do presente trabalho, destaca-se
como limitacdo e perspectiva de pesquisa o sequenciamento do éxon 1, em
complemento ao éxon 2. Mais que isso, a amostra disponivel também podera ser
utilizada para andlises das regides ndo codificantes e para andlises de metilagao
através de conversdo por bissulfito, tanto da regido codificante, quanto das demais
regioes do gene. Podera ser realizada uma andlise mais minuciosa de possiveis
variantes presentes em humanos em diferentes regides génicas para investigar mais
afundo uma possivel associagdo de SHISA3 com susceptibilidade genética, embora
por ser uma proteina pertencente a uma via essencial no desenvolvimento, essa nao
seja uma abordagem de pesquisa prioritaria. Poderdo ser investigados também os
demais genes da familia shisa, tanto genética e epigeneticamente, como
evolutivamente. Pondera-se também que um fator limitante no presente estudo é a

amostragem pequena, reflexo também da diminuicao dos casos de TE no pais.

Como nao houve demonstracdo evidente de diferencas significativas na
proteina entre as espécies investigadas, as analises evolutivas futuras podem ter um
maior enfoque no gene em si, englobando, portanto, a regidao nao codificante. Junto
a isso, o organismo Xenopus larvae é conhecidamente afetado por TE e poderia ser

incluido em futuros estudos caso possua sequéncia disponivel.

Além de todas as perspectivas, uma pesquisa realizando knockout de
shisa3 em algum organismo afetado por talidomida, como Danio rerio, por exemplo,
enquadra-se como um bom foco de estudo para um comparativo a pesquisa de
Furushima et al que relata que o knockout de mshisa3 nao resulta em nenhum
fenotipo (Furushima et al, 2007). Investigar a influéncia de variantes em
heterozigose ou homozigose e um possivel sistema compensatério pode
representar uma linha de pesquisa futura. Outro estudo que poderia ser explorado,
é o de Maffei et al, onde foi encontrado alta expressdao de SHISA3 na administracao

de lenalidomida em pacientes com leucemia linfocitica créonica. Este estudo
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apresenta dados disponiveis no GEO, que podem ser analisados em busca de

entender as interacOes possivelmente geradas pela alta expressao do gene SHISAS3.

No presente trabalho, foi possivel analisar parametros moleculares e
evolutivos de shisa3, bem como levantar diversas perspectivas. Conclui-se que é
pertinente continuar estudando tanto shisa3 quanto outros membros da familia
shisa, porém a partir de novas abordagens, a fim de auxiliar no entendimento da

variabilidade intra e interespecifica da embriopatia da talidomida.
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