Rodrigo Salazar da Silva

Analise de expressao de gene candidato a

surdez em modelos animais

Expression analysis of deafness candidate gene

in animal models

Sao Paulo

2017



Rodrigo Salazar da Silva

Analise de expressao de gene candidato a

surdez em modelos animais

Expression analysis of deafness candidate gene

in animal models

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sao Paulo,
para a obtencdo de Titulo de Mestre em
Ciéncias, na Area de Biologia/Genética.

Orientador(a): Profa. Dra. Regina Célia
Mingroni Netto
Coorientadora: Dra. Erika Kague

Sao Paulo

2017



Dados catalograficos

Salazar da Silva, Rodrigo

Analise de expressao de gene candidato a surdez em
modelos animais.

108 péaginas

Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Biociéncias da
Universidade de Séo Paulo, Departamento de Genética
e Biologia Evolutiva.

1. Surdez hereditaria 2. Camundongo 3. Zebrafish
4. Andlise de expressao 5. Edicdo génica

Comisséo Julgadora

Prof(a). Dr(a). Prof(a). Dr(a).

Prof(a). Dr(a). Prof(a). Dr(a).
Regina Célia Mingroni Netto

Orientadora



"Eu sou parte de uma equipe. Entdo,
quando ven¢o, ndo sou eu apenas quem
vence. De certa forma, termino o trabalho

de um grupo enorme de pessoas."
Ayrton Senna



Agradecimentos

A Profa. Dra. Regina Célia Mingroni Netto por me orientar desde a iniciaco
cientifica, demonstrando sua confianca e apoio em todos 0s momentos e me ajudando a
crescer como cientista.

A Dra. Erika Kague por me aceitar como seu primeiro aluno de mestrado, por me
apresentar aos fascinantes estudos com zebrafish, e por sempre me ajudar e me
incentivar a dar o melhor de mim.

A Profa. Dra. Maria Rita dos Santos e Passos Bueno, por permitir a utilizacio da
Laboratorio de zebrafish e pelo apoio constante ao longo da execuc¢do deste mestrado. E
aos seus alunos por sempre me receberem de portas abertas no laboratorio.

A Dra. Ana Carla Batissoco pelo auxilio nos ensaios de imunofluorescéncia, pelas
sugestdes na dissertacdo e, acima de tudo, pela amizade que perdura desde minha
iniciacdo cientifica.

A Heloisa Maria de Siqueira-Bueno, pela sua ajuda inestimavel no cuidado dos
camundongos e zebrafish utilizados neste estudo.

A Dra. Jeanne Oiticica pelo auxilio na dissec¢do das cocleas de camundongos e por
disponibilizar seu laboratério para a execucdo de parte dos experimentos. Este
agradecimento também é estendido para as demais integrantes do laboratério LIM36,
Dra. Karina Lezirovitz, Juliana, Gleiciele, Larissa e Claudia, por sempre me acolherem
no laboratério e me auxiliarem ao longo deste mestrado.

Ao Prof. Dr. Alberto Ribeiro por permitir acesso ao seu laboratério, e a todos seus
alunos e técnicos, por sempre me receberam bem nas longas tardes de criostato e de
microscopia, com momentos de pausa cheios de conversas engracadas. Um
agradecimento especial deve ser dado para o técnico Waldir Caldeira, por me ajudar
inimeras vezes no processo de obtencdo de cortes histoldgicos, e na captura de imagens
de microscopia confocal durante o processo de padronizacdo dos ensaios de
imunofluorescéncia.

A Profa. Dra Chao Yun Irene Yan por permitir acesso ao seu laboratorio, e a todos
seus alunos e técnicos pela receptividade, pelo auxilio na captura de imagens de
zebrafish, e por nos ajudar a confeccionar parte das microagulhas utilizadas nas inje¢des
dos componentes do sistema CRISPR/Cas9 em zebrafish.

Ao técnico do Centro de Facilidades para a Pesquisa (CEFAP), Mario Cruz, por me
auxiliar na captura final das lindas imagens de microscopia confocal das quais tanto me
orgulho.

Aos funcionarios do Laboratério de Genética Humana e do Centro de Pesquisas do
Genoma Humano e Células-Tronco (CEGH-CEL), Fatima, Mara, Maraisa, Paulo
Rogério e Meire, pelos seus valiosos servigos prestados.



Aos alunos da Profa. Mariz Vainzof pela receptividade em seu laboratorio. Em
especial & Camila, por toda a paciéncia dispendida para me ensinar e auxiliar com os
experimentos de gRT-PCR.

Aos alunos que fizeram/fazem parte do grupo de estudos de zebrafish, Luciano,
Lucas, Camila Lovaglio, Tatiana, Camila Morales e Barbara, pelas conversas bem-
humoradas, discussdes cientificas e os cuidados dispendidos com os zebrafish.

Aos meus amigos de laboratorio do 3° andar Renan, Juliana, Leandro, Dayane, Luiz
Gustavo, Lilian, Adriano, Uira, André, Allysson e Gustavo, que sempre me ajudaram no
que fosse preciso, seja com discussdes cientificas ou sobre a vida, seja com 0s
incontaveis momentos de descontracdo. VVocés tornaram este mestrado em uma jornada
muito mais leve e divertida.

Aos meus amigos de graduacao Stephanie, Skiter, Nathalia, Cristiane e Anali, pelas
varias discussdes sobre experimentos, comida e a vida em geral. Nossos lacos de
amizade tém sido importantes em todos os aspectos da minha vida pessoal e académica.

A minha incrivel familia, meu pai Raimundo, minha mae Shirley e meu irméo
Rodolfo, por todo o0 amor, carinho, paciéncia e apoio, demonstrados desde sempre e que
foram fundamentais para que eu concluisse esta importante etapa da minha carreira
académica.

Aos camundongos e zebrafish sacrificados para a realizacdo deste estudo.

Ao Departamento de Genética e Biologia Evolutiva e ao Instituto de Biociéncias da
USP pela infraestrutura.

Ao grupo do CEPID do Centro de Pesquisas do Genoma Humano e Células-Tronco
(CEGH-CEL), coordenado pela Profa. Dra. Mayana Zatz.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo apoio
financeiro.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela
bolsa de mestrado.



Indice geral

Introducéo

1
2
3.
4

5.
6.

7.

Heterogeneidade genética da surdez hereditaria em humanos
Fisiologia do sistema auditivo de vertebrados

O desenvolvimento embrionario da orelha interna de vertebrados
Modelos animais para o estudo de surdez hereditaria: morfologia dos

sistemas mecanossensoriais da audi¢do

O papel do camundongo e do zebrafish nos estudos sobre surdez hereditaria

NCOAS3 é gene candidato a explicar surdez em familia brasileira

A familia génica SRC: estrutura e funcdes de seus integrantes

Objetivos

Materiais e métodos

1.
2.

Animais
RT-PCR e gRT-PCR de cdclea, de 6rgdo de Corti associado
a estria vascular e de musculo de camundongo

Ensaios de imunofluorescéncia em cortes histoldgicos
de musculo e de cdclea de camundongo

Hibridacdo in situ em animal inteiro em zebrafish
Edig&o génica por meio do sistema CRISPR/Cas9

Resultados

4.

Analise da expressdo de RNAm de Ncoa3 na coclea de camundongo
Expressdo da proteina NCOA3 na cdclea de camundongo

por meio de ensaio de imunofluorescéncia

Anédlise da expressdo de RNAm de ncoa3 em zebrafish por meio de
hibridagéo in situ em animal inteiro

Edicdo génica do gene ncoa3 pelo sistema CRISPR/Cas9 em zebrafish

Discussao

1.

Caracterizacdo da expressdo do RNAm e da proteina do
gene Ncoa3 no sistema auditivo de camundongo
Caracterizacédo da expressdo do RNAm do gene ncoa3
nos sistemas mecanossensoriais de zebrafish

Utilizacdo do sistema CRISPR/Cas9 para edicdo génica
de ncoa3 em zebrafish

Os possiveis papéis de NCOA3 no sistema auditivo

13

13
15
16

18

22
25

30

35

36

36

37

41
42
44

52

52

57

71

81

81

84

85
88



Perspectivas futuras 97
Conclusdes 99

Referéncias bibliograficas 100



Lista de abreviaturas e siglas
Actb- do inglés, Actin Beta
AMPc- do inglés, Cyclic Adenosin Monophosphate
AP- Antero-posterior
BCIP- 5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato
BDNF- do inglés, Brain-Derived Neurotrophic Factor
BED- do inglés, Browser Extensible Data
bHLH- do inglés, basic-Helix-Loop-Helix
BMP- do inglés, Bone Morphogenetic Protein
BSA- do inglés, Bovine Serum Albumin
B2m- do inglés, Beta-2 Microglobulin
cDNA- do inglés, complementary DNA
CEGH-CEL- Centro de Pesquisas sobre 0 Genoma Humano e Células-Tronco
CRISPR- do inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CSL- do inglés, CBF1/Suppressor of Hairless/LAG-1
Ct- do inglés, Cicle Threshold
DIAPH3- do inglés, Diaphanous Related Formin 3
DNA- do inglés, Deoxyribonucleotide Acid
DNAse- Deoxirribonuclease
dNTP- do inglés, Deoxyribonucleotide Triphosphates
dpf- Dias Pés-Fertilizacdo
DIG- Digoxigenina
DV- Dorsoventral
ERs- do inglés, Estrogen Receptor
FGF- do inglés, Fibroblast Growth Factor

GPCR- do inglés, G-Protein Coupled Receptor



GWAS- do inglés, Genomic Wide Association Studies

hpf- Horas Pds-Fertilizagdo

IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IMPC- do inglés, International Mouse Phenotyping Consortium
MAPK- do inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase
MAML- do inglés, Mastermind-like

NBT- 4-nitrozaul de tetrazolio

NCBI- do inglés, National Human Genome Research Institute
NCID- do inglés, Notch Intracellular Domain

NCOAS3- do inglés, Nuclear Receptor Coactivator 3

NRID- do inglés, Nuclear Receptor Interacting Domain
OMIM- do inglés, Online Mendelian Inheritance in Man
PAM:- do inglés, Protospacer Adjacent Motif

PAS- do inglés, basic Helix-Loop-Helix-Per/ARNT/Sim
PEATE- Potencial Evocado Auditivo do Tronco Encefélico
PBS- do inglés, Phosphate Buffered Saline

PCR- do inglés, Polymerase Chain Reaction

PKA- do inglés, Protein Kinase A

PPR- do inglés, Prepaclodal Region

P4,P10,P...- do inglés, Postnatal Day 4, 10, ...

PREX1- do inglés, Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate Dependent Rac Exchange
Factor 1

gRT-PCR- do inglés, Reverse Transcription Real-Time Polymerase Chain Reaction
RNA- do inglés, Ribonucleotide Acid
RT-PCR- do inglés, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

RUNX2- do inglés, Runt Related Transcription Factor 2



SEMGL1- do inglés, Semenogelin 1

SgRNA- do inglés, small guide RNA

SHH- do inglés, Sonic Hedgehog

SHIELD- do inglés, Shared Harvard Inner Ear Laboratory Database
spf- Semanas Pds-Fertilizacdo

SRC- do inglés, Steroid Receptor Coactivator

SSC- do inglés, Sodium Saline Citrate

Whnt- do inglés, Wingless/Int



Resumo

A perda auditiva hereditaria € uma caracteristica com grande heterogeneidade
genética. Mais de uma centena de genes ja foram relacionados com a audicéo e, com 0
advento do sequenciamento massivo em paralelo, novas variantes tém sido identificadas
como candidatas a causar surdez hereditaria. Porém, estudos funcionais para verificagao
do efeito das mutagdes candidatas sdo necessarios. Modelos animais permitem estudos
funcionais eficientes para confirmacdo do efeito de mutagfes em genes candidatos,
sendo uma ferramenta poderosa para compreender melhor os efeitos genéticos,
moleculares, fisiolégicos e comportamentais destas alteracdes. Previamente, foi
identificada em nosso laboratorio uma mutacdo de sentido trocado em um gene que
codifica um coativador nuclear como principal candidata a causar surdez hereditaria em
uma familia de S8o Paulo. A funcdo principal deste gene é regular positivamente a
transcricdo génica mediada por receptores nucleares. Contudo, ndo ha dados na
literatura sobre a expressdo e o papel deste gene no sistema auditivo. Desta forma,
tivemos como objetivo principal investigar a expressdo do gene candidato em sistemas
mecanossensoriais de camundongo e zebrafish. Detectamos, por meio de RT-PCR, a
expressao do RNAmM na cdclea inteira e no érgdo de Corti associado a estria vascular de
camundongos com idades P4, P10 e P16. Posteriormente, experimentos de gRT-PCR
mostraram maior expressdo nos estagios P10 e P16, em relacdo ao estagio P4, com
parcela significativa da expressdo génica concentrada no érgdo de Corti associado a
estria vascular. Com relacdo a proteina, foi detectada, por meio de ensaios de
imunofluorescéncia, a sua expressdo nos cortes histologicos de coclea de camundongos
P4, P10 e P14, em vérias estruturas diferentes da coclea: membrana basilar, membrana
de Reissner, 6rgdo de Corti, estria vascular, limbo espiral e ganglio espiral.
Experimentos de hibridagdo in situ em zebrafish inteiro foram realizados e a expressao
do RNAm foi observada na orelha interna de larvas com idade 3 e 5 dias pos-
fertilizacdo (dpf) e de juvenis com 5 e 7 semanas pos-fertilizacdo (spf). Nossos
experimentos forneceram dados inéditos que sugerem um papel conservado deste gene
no desenvolvimento do sistema auditivo de camundongos e no desenvolvimento e
fisiologia do sistema auditivo de zebrafish. Para investigarmos se a falta de expressao
do gene afeta o sistema auditivo realizamos experimentos visando a edi¢cdo génica do
gene candidato por meio do sistema CRISPR/Cas9 em zebrafish. Dada a dificuldade
para a padronizacdo da técnica, ndo obtivemos resultados conclusivos durante o periodo
de estudo. Nosso trabalho mostrou pela primeira vez a expressdéo do RNAm e da
proteina no sistema auditivo de modelos animais, o que ¢ fundamental para reforcar o
potencial papel da mutacdo na surdez hereditéria identificada na familia. Desta maneira,
contribuimos para a delineacdo de futuros experimentos funcionais que elucidem o
papel deste gene e da mutacdo correspondente no desenvolvimento e na fisiologia do
sistema auditivo.



Abstract

Hereditary hearing loss is a characteristic with high genetic heterogeneity. More
than one hundred genes have been related to hearing and, with the advent of massive
parallel sequencing, new variants have been identified as candidates for causing
hereditary deafness. However, functional studies to verify the effect of candidate
mutations are necessary. Animal models provide efficient functional studies to confirm
the effect of mutations and candidate genes, being a powerful tool to understanding the
genetic, molecular, physiological and behavioural effects of these genetic variants.
Previously, a missense mutation in a gene coding a nuclear receptor coactivator has
been identified in our laboratory as the main candidate for causing hereditary hearing
loss in a family from S&o Paulo. The main function of this gene is to positively regulate
gene transcription mediated by nuclear receptors. However, there is no data in the
literature about its expression or about its function in the hearing system. Thus, we
aimed to investigate its expression in mechanosensory systems of mice and zebrafish.
Through RT-CPR, we have detected expression of the mRNA in whole cochlea and in
organ of Corti associated to stria vascularis of P4, P10 and P16 mice. In addition, gRT-
PCR revealed higher expression in P10 and P16 stages, compared to P4 stage, and that a
significant fraction of the expression is concentrated in the organ of Corti associated to
stria vascularis. Regarding the protein, immunofluorescence assays revealed expression
of the coactivator in histological sections of P4, P10 and P14 mice cochlea, with
fluorescencent signals in several structures: basilar mebrane, Reissner’s membrane,
organ of Corti, stria vascularis, spiral limbus and spiral ganglion. Whole-mount in situ
hybridization assays were conducted in zebrafish, revealing the mRNA expression in
the inner ear of 3 and 5 days-post-fertilization (dpf) larvae and of 5 and 7 weeks-post-
fertilization (wpf) juveniles. Our experiments provided unprecedented data suggesting a
conserved role of this gene in the development of the auditory system of mice and in the
development and physiology of the auditory system of zebrafish. In order to investigate
if the lack of the gene expression affects the auditory system, we performed experiments
aiming genetic edition through CRISPR/Cas9 system in zebrafish. Given the difficulty
to standardize the technique, we could not obtain conclusive results during the study
period. Our work has shown for the first time the expression of the candidate gene
mRNA and protein in the auditory in animal models, which is fundamental to reinforce
the potential role of the mutation in the hearing loss identified in the family. Thus, we
have contributed to the delineation of future functional experiments that will unveil the
role of the gene and its corresponding mutation in the development and physiology of
the auditory system.



Introducao

1. Heterogeneidade genética da surdez hereditaria em humanos

Problemas que afetam o desenvolvimento e/ou fisiologia do sistema auditivo podem
acarretar na perda auditiva ou, como também é conhecida, surdez. A surdez é uma
deficiéncia com multiplas causas (Willems, 2000) e acomete cerca de 360 milhGes de
pessoas no mundo (http://www.who.int/). Segundo o Censo de 2010 conduzido pelo
IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), estima-se que aproximadamente
9,7 milhdes de brasileiros (5,1% da populacéo total) tenham algum grau de deficiéncia

auditiva em algum momento da vida.

Conforme revisado por Smith et al., 2014 e Ferreira et al. (2013), a perda auditiva
pode ter causa ambiental (infec¢bes virais e bacterianas, ototoxicidade induzida por
aminoglicosideos ou exposi¢do prolongada a sons de alta intensidade) ou genética, ou
ambas. Além disto, a surdez pode ser classificada com relacdo a: (i) manifestacdo
clinica (sindrdbmica ou nao-sindrémica); (ii) regido da disfuncdo do sistema auditivo
(condutiva, neurosensorial, ou mista); (iii) idade de manifestacdo (pré-lingual ou pds-
lingual); (iv) lateralidade (unilateral ou bilateral); e (v) gravidade (leve, moderada,

grave ou profunda).

Com relacdo ao critério de manifestacdo clinica, € dito que a perda auditiva é
sindrdmica quando esta associada a outros sinais clinicos, e ndo-sindrémica quando ela
€ 0 Unico sinal clinico presente no paciente. No caso da regido da disfuncéo, a surdez é
classificada como condutiva quando é resultante de problemas de conducéo do som pela
orelha externa e/ou pelos ossiculos da orelha média, neurosensorial quando é resultante
de problemas na via dssea audiométrica (lesbes na céclea, no nervo auditivo, nas vias
auditivas e/ou no cértex cerebral), e mista quando é uma combinacdo de surdez
condutiva e neurosensorial. Sobre a idade de manifestacdo, a perda auditiva pode
acontecer antes ou durante o desenvolvimento da fala, sendo denominada pré-lingual,
ou apds este desenvolvimento, sendo denominada poés-lingual. Em relacdo a
lateralidade, a surdez pode ser unilateral quando afeta apenas uma das orelhas, ou
bilateral, se afetar ambas. Finalmente, dependendo da gravidade, isto é, da faixa de
decibéis (dB) em que se encontra o limiar auditivo do paciente, a perda auditiva pode

ser considerada leve quando o limiar esta entre 21 e 40dB, moderada quando entre 41 e
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70dB, grave quando entre 71 e 90dB, e profunda quando maior que 90dB, de acordo
com o sistema de classificacdo modificado de Davis e Silverman (1970).

Apesar de existirem mais de 400 doencas ou sindromes que incluem a surdez como
um de seus sinais clinicos, 70% dos casos de surdez hereditaria sdo ndo-sindrémicos
(Keats e Berlin, 1999). Dentre os casos de surdez ndo-sindromica, o padréo de herancga
autossémico recessivo € o mais frequentemente encontrado (75-80% dos casos
genéticos), sequido pelos casos de herancga autossdmica dominante (20%) e apenas 1 a
1,5% com heranca ligada ao cromossomo X. As mutagdes mitocondriais contribuem em
pelo menos 1% dos casos de surdez ndo sindromica (Smith et al., 2014). As funcdes dos
gene mutados nos casos de surdez hereditaria sdo as mais diversas como, por exemplo,
codificam proteinas importantes na manutencdo da homeostasia ibnica da cdclea,

proteinas estruturais e motoras de células ciliadas e fatores de transcri¢do (Tabela 1).

Gene Locus Funcio do produto na audicdo
Heranca autossomica recessiva
GJB2 DFNB1/DFNA3A  Homeostase idnica
GJB6 DFNBI/DFNA3B Homeostase idnica
MYOI54 DFNB3 Proteina motora dos estereocilios
OTOF DFNB9 Exocitose nas vesiculas sinapticas das células ciliadas internas
CDH23 DFNBI12 Proteina de adesio dos estereocilios
TRIOBP DFNB28 Formagdo do citoesqueleto dos estereocilios
PJVK DFNB59 Sinalizacdo de células ciliadas e neurdnios
Heranca autossomica dominante
POU4F3 DFNA15 Fator de transcri¢io
CRYM Nao definido Homeostase idnica
TFCP2L3 DFNA28 Fator de transcri¢io
MYH9 DFNA17 Proteina motora dos estereocilios
CCDC50 DFNA44 Formagdo do citoesqueleto dos estereocilios
MIRN96 DFNAS0 Regulagdo da expressdo génica
P2 DFNAS1 Manutenc¢io de diferenca de potencial elétrico
Heranca ligada ao X
POU3F4 DFNX2 Fator de transcri¢io
PRPS1 DFNX1 Metabolismo de purina e biossintese de nucleotideos
Heranca mitocondrial
MT-RNRI 12S RNAr RNA ribossémico mitocondrial
MT-TS1 RINA{ SerUe™ RNA transportador mitocondrial

Tabela 1 - Exemplos de genes relacionados a surdez hereditaria e a funcdo de seus produtos no sistema
auditivo. Tabela modificada de Hilgert et al. (2009).

O mapeamento de genes de audigdo em grandes familias levou ao conhecimento de
mais de uma centena de locus génicos relacionados a surdez hereditaria. Cerca de 105
produtos génicos foram identificados desde 1990 (http://hereditaryhearingloss.org/),

fornecendo subsidios extraordinarios a compreensdo da fisiologia da audi¢cdo. Com o
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advento da técnica de sequenciamento massivo em paralelo, novas variantes candidatas
causar surdez hereditaria sdo rapidamente identificadas. Na revisdo de Vona et al.
(2015), por exemplo, sdo mostrados cerca de 20 genes diferentes que foram

relacionados com surdez hereditaria por meio desta técnica.

A contribuicdo dos modelos animais no estudo de alteracdes génicas causadoras de
doencas tem sido admiravel em revelar aspectos moleculares e fisiologicos do complexo
desenvolvimento dos mamiferos e suas vias genéticas. Dentre os modelos animais mais
utilizados no estudo de surdez hereditaria, destacam-se o camundongo (Mus musculus)

e 0 zebrafish (Danio rerio), conforme apresentaremos a segulir.
2. Fisiologia do sistema auditivo de vertebrados

A percepc¢do de estimulos sonoros no subfilo Vertebrata é mediada pelo aparelho
auditivo, por meio de um sistema de mecanotransdugdo na orelha interna. Apesar de
este 6rgdo apresentar algumas diferencas morfologicas dentre os diferentes grupos de
vertebrados, os mecanismos e 0s componentes celulares necessarios para 0 Sseu

funcionamento apresentam-se conservados.

O epitélio sensorial da orelha interna de vertebrados apresenta trés tipos celulares
principais: as células ciliadas, que convertem sinais mecanicos em elétricos; 0s
neurbnios sensoriais, que estabelecem sinapses com as células ciliadas e transmitem o
impulso elétrico até o cérebro; e as células de suporte, que possuem papel importante no
desenvolvimento, na funcdo e na homeostasia da orelha interna (Cotanche e Kaiser,
2010; Warchol et al., 2011; Sapede, Dyballa e Pujades, 2012).

Conforme revisto por Nicolson (2005), na superficie apical das células ciliadas ha
um feixe de estereocilios arranjados em padrdo de escada crescente e associados a uma
membrana. Quando o som chega a orelha interna, a vibracdo mecéanica faz os
estereocilios serem defletidos em relacdo a membrana associada, levando a abertura de
canais idnicos localizados na base dos estereocilios. Tal evento desencadeia um influxo
de ions potassio (K*) proveniente da endolinfa, liquido extracelular rico em K*, na qual
as ceélulas ciliadas estdo imersas. Este influxo de ions acaba por gerar uma
despolarizacdo que é transmitida das células ciliadas para os neurdnios sensoriais

associados a elas e, posteriormente, para o cérebro via nervo auditivo.
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Para o sistema responder a um novo estimulo sonoro, é necessario que ocorra a
reciclagem dos ions de potassio que entraram nas células ciliadas de volta para a
endolinfa, reestabelecendo a homeostasia do sistema (Dror e Avraham, 2009). Em
mamiferos, por exemplo, tal reciclagem se da com o transporte dos ions K*, via canais
de potassio, para as células de suporte e, através das junces comunicantes existentes
entre estes tipos celulares, para a uma regido chamada estria vascular, sendo entéo

devolvidos para a endolinfa (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema representando a reciclagem de fons potéassio na orelha interna de mamifero. (a) Secgéo

longitudinal de um giro da orelha interna de camundongo, mostrando o caminho de reciclagem dos ions K. (b)
Esquema de uma Unica célula ciliada (em azul), vizinha a duas células de suporte (marrom). Figura modificada
de Dror e Avraham (2009).

Além da orelha interna, este sistema de mecanotransducdo e tipos celulares
equivalentes também estdo presentes na linha lateral de peixes e anfibios (Nicolson,
2005), um 6rgdo mecanossensorial responsavel por detectar movimentos na agua
(Montgomery et al., 2000).

3. O desenvolvimento embrionario da orelha interna de
vertebrados
O desenvolvimento da orelha interna de vertebrados comega a partir de um

espessamento ectodérmico, proximo ao rombencéfalo, conhecido como regido pré-

placdide (PPR, do inglés, Preplacodal Region). A PPR é determinada por meio das vias
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de sinalizacdo de BMPs (do inglés, Bone Morphogenetic Protein), de FGFs (do inglés,
Eibroblast Growth Factor) e de Wnt (do inglés, Wingless/Int), formando em seguida
dois placoides: o placoide otico, o qual da origem a orelha interna, e os placdides
epibranquiais, um grupo de placoides neurogénicos (Litsiou et al., 2005; Ohyama et al.,
2006; Freter et al., 2008; Baxendale e Whitfield, 2014; Sai e Ladher, 2015).

O processo de indugdo do placoide dtico é dependente das vias de sinalizacdo FGF e
Whnt (Sai e Ladher, 2015). Uma vez formado o placéide oOtico, este passa por um
processo de invaginacdo (como observado em camundongo, conforme descrito por
Morsli et al., 1998) ou de cavitagdo (como observado em zebrafish, conforme descrito
por Hadon e Lewis, 1996), formando o primordio da orelha interna, denominado

vesicula 6tica ou otocisto.

Enquanto a vesicula ética € formada, os eixos antero-posterior (AP) e dorsoventral
(DV) da orelha interna também s&o determinados. Primeiramente é determinado o eixo
AP e, no caso da orelha interna de camundongo e de galinha, Bok et al. (2011)
demonstraram a importancia da via de sinalizacdo de acido retindico neste processo. Ja
em zebrafish, as principais vias de sinalizacdo associadas a determinacdo do eixo AP
sdo a SHH (do inglés, Sonic Hedgehog) e a FGF (Hammond et al., 2003; Hammond e
Whitfield, 2011). Com relagéo ao eixo DV, foi demonstrado o papel fundamental das
via de sinalizacdo SHH (Bok et al., 2005) e Wnt (Riccomagno et al., 2005) na orelha
interna de camundongo. No caso de zebrafish, foi demonstrada apenas a participacdo da
via de sinalizacdo SHH na determinacdo deste eixo na orelha interna (Hammond et al.,
2010).

Outro ponto importante do desenvolvimento da orelha interna esta relacionado a
diferenciacdo dos principais tipos celulares que a formam. As células multipotentes
presentes na vesicula ética se diferenciam em trés linhagens celulares diferentes: a
linhagem prosensorial, que da origem as células ciliadas e de suporte; a linhagem
proneural, que forma os neurénios auditivos e vestibulares; e a linhagem néo-sensorial,
responsavel pelas células com funcBes estrutural, secretora e/ou de absor¢do (Wu e
Kelley, 2012). Dentre os varios genes expressos durante a diferenciacdo prosensorial,
diversos estudos apontam os componentes da via de sinalizagcdo Notch e os seus genes-
alvo como tendo um papel fundamental na definicdo do dominio prosensorial da
vesicula otica (Kiernan et al., 2005) e na regulacdo da diferenciagdo das células ciliadas
e de suporte (Bermingham et al., 1999; Lanford et al., 2000; Doetzlhofer et al., 2009).
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4. Modelos animais para o estudo de surdez hereditaria:

morfologia dos sistemas mecanossensoriais da audicao

4.1.Morfologia do sistema auditivo de camundongo (Mus musculus)

Classicamente, os estudos funcionais sobre genes relacionados a audicdo sao
conduzidos em camundongos, devido a alta semelhanca estrutural e fisiologica do seu
sistema auditivo com o de humanos, aliada a elevada similaridade genética (99% dos
genes de camundongos tém ortdlogos humanos, e 80% dos genes humanos tém ortélogo
em camundongo) entre essas espécies (Waterston et al., 2002; Brown et al., 2008).
Contudo, é importante ressaltar que existem algumas diferencas com relagdo ao sistema
auditivo humano, como, por exemplo, a existéncia de duas fases de maturacdo pds-natal
no sistema auditivo murino, conforme mostrado por Anniko (1985). O primeiro evento
ocorre no final da primeira semana pos-natal e consiste na maturacdo morfoldgica da
estria vascular e de outras estruturas da coclea e no desenvolvimento da composicao
ibnica da endolinfa. J& o segundo evento ocorre no final da segunda semana po6s-natal e
consiste em um leve aumento no numero de neurdnios eferentes as células ciliadas e no

surgimento dos primeiros potenciais de acdo nos nervos cocleares.

Em mamiferos, o aparelho auditivo pode ser dividido em trés compartimentos
principais: orelhas externa, média e interna (Figura 2a). A orelha externa é responsavel
por coletar as ondas sonoras e conduzi-las pelo canal auditivo até o timpano, uma
membrana que constitui a fronteira entre as orelhas externa e média. A orelha média,
por sua vez, é constituida por trés ossiculos - martelo, bigorna e estribo - em uma
cavidade preenchida por ar na altura do osso temporal, que possuem a funcdo de
conduzir a vibragdo das ondas sonoras, até a orelha interna. Finalmente, a orelha interna
é a regido que abriga o aparelho vestibular, conjunto de estruturas responsavel pelo
equilibrio, e a céclea, estrutura responsavel pela audicdo por meio da conversdo dos
estimulos sonoros em impulsos elétricos, que serdo interpretados pelo cortex cerebral

temporal (Dror e Avraham, 2009).

Na coclea existe um fino epitélio sensorial conhecido como 6rgao de Corti. Este
epitélio é organizado em trés fileiras de células ciliadas externas, uma unica fileira de

celulas ciliadas internas, além das células de suporte vizinhas (Figuras 2b e 2c).
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Figura 2 — Representacdo da orelha de mamifero. (A) Diviséo do aparelho auditivo em orelhas externa, média e
interna. (B) Secdo longitudinal da céclea, mostrando os trés compartimentos que a formam, preenchidos por
fluidos. (C) Secéo longitudinal do 6rgdo de Corti e seus tipos celulares. Figura modificada de Dror e Avraham
(2009).

4.2.Morfologia do sistema auditivo de zebrafish (Danio rerio)

Um modelo animal que vem se destacando em estudos funcionais é o zebrafish, ou
popularmente conhecido como paulistinha. Algumas caracteristicas garantem vantagens
ao modelo, tais como fecundacgdo externa, rapido desenvolvimento, transparéncia dos
embribes e larvas, a disponibilidade de um grande nimero de linhagens transgénicas
que permitem o acompanhamento in vivo do desenvolvimento de estruturas sensoriais e,
ainda, a viabilidade de edicdo do genoma e producdo de animais knock-out (Lieschke e
Currie, 2007; Ablain et al., 2015). A similaridade genética entre humanos e zebrafish é
modesta, 69% dos genes de zebrafish ttm ao menos um ortélogo em humanos e 71,4%
dos genes humanos tém ao menos um ortélogo em zebrafish (Howe et al., 2013).
Contudo, 82% dos genes associados a morbidades em humanos pelo OMIM (do inglés,

Online Mendelian Inheritance in Man) pode ser relacionado a pelo menos um gene
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ortélogo em zebrafish (Howe et al., 2013), tornando este animal um bom modelo para
estudos de doengas genéticas.

O sistema auditivo do zebrafish é diferente quando comparado ao de mamiferos,
visto que, por exemplo, ndo ha uma coclea. Apesar das diferencas, apresenta
desenvolvimento e anatomia similares a orelha interna dos demais vertebrados
(Whitfield, 2002), permitindo a realizagdo de estudos relacionados a audicéo e a surdez.
Diferentemente dos Amniota, o sistema auditivo de zebrafish é composto apenas pela
orelha interna, a qual pode ser dividida em pars superior e pars inferior, e o aparato de
Weber (Figura 3a). O pars superior abrange os 3 canais semirculares e o utriculo, sendo
responsavel pela funcéo vestibular, enquanto que o pars inferior € composto pelo saculo
e pela lagena, sendo responsavel primariamente pela fungédo auditiva (Bang et al., 2001;
Bever e Fekete, 2002). Também é importante salientar que o utriculo, o saculo e a
lagena apresentam um epitélio sensorial denominado mécula (Figura 3b), associado a
pequenas concrecdes biomineralizadas (chamadas otdlitos) que contribuem para a
audicdo e o equilibrio (Baxendale e Whitfield, 2014).

Além disso, como integrante da superordem Ostariophysi, 0 zebrafish apresenta o
aparelho de Weber, um conjunto de quatro ossiculos que conectam a bexiga natatoria ao
sdculo, melhorando a sensibilidade auditiva do animal (Baxendale e Whitfield, 2014).
Acredita-se que quando o som induz uma vibragdo na bexiga natatoria, ela é transmitida
para 0 epitélio sensorial da orelha interna por meio dos ossiculos de Weber,

amplificando o som (Nicolson, 2005).
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Figura 3 - Representacdo da orelha de zebrafish adulto. (a) Esquema da orelha interna de zebrafish em viséo
lateral. (b) Esquema mais detalhado da orelha interna em viséo lateral, sem a representacdo dos ossiculos de
Weber. ANT= Canal semicircular anterior, CC= common crus, INF= Pars inferior (vermelho), LAG= Lagena,
LAT= Canal semicircular lateral, LM= Macula lagenar, PERI= Espago perilinfatico (azul), POST= Canal
semicircular posterior, SAC= Saculo, SB= Bexiga natatdria, SM= Mécula sacular, SUP= Pars superior (verde),
UM= Mécula utricular, UTR= Utriculo, WEB= Ossiculos de Weber (marrom). Barra de escala= 1mm. Figura
adaptada de Bang, Sewell e Malicki (2001).

Além da orelha interna, este animal apresenta outro 6rgdo sensorial, denominado
linha lateral. Este 6rgdo faz parte de um segundo sistema de mecanotransducdo e
apresenta tipos celulares similares aos da orelha interna, com a vantagem de estarem

expostos ao meio externo, o que facilita sua observagéo e manipulagéo.

A linha lateral é composta por um conjunto de unidades denominadas neuromastos,
dispostos regularmente ao longo do corpo do animal (Nicolson, 2005; Figura 4a). Os
neuromastos (Figura 4b e 4c), por sua vez, sdo constituidos por um grupo de células
ciliadas inervadas por neurdnios sensoriais e cercadas por células de suporte e por um
anel periférico de células do manto (um tipo de célula de suporte). Por fim, uma clipula
gelatinosa envolve todo esse agrupamento celular (Nicolson, 2005; Romero-Carvaja et
al., 2015).

Vale ressaltar que a via de sinalizacdo Notch também exerce as mesmas funcdes de
determinacdo da extensdo do dominio prosensorial e de regulacdo da diferenciacdo de
células ciliadas e de suporte, tanto na orelha interna (Millimaki et al., 2007) quanto no
neuromastos da linha lateral de zebrafish (Itoh e Chitnis, 2001; Matsuda e Chitnis,
2012).
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Figura 4 - Fotos e esquemas da linha lateral e dos neuromastos de zebrafish. (a) Viséo lateral de larva de
zebrafish 5dpf, com neuromastos marcados com corante vital DASPEI. (b) Esquema de secéo longitudinal do
neuromasto de zebrafish, mostrando os diferentes tipos celulares que o comp8em. (c) Visdo dorsal de
neuromasto de larva de zebrafish transgénico, com expressdo de marcadores de célula do manto (sget20, em
verde, no anel periférico), célula ciliada (sqet4, em verde, citoplasmético, no centro do neuromasto), de
membrana celular (cldnb:lynGFP, em verde) e de nucleo (cldnb:H2A-mCherry, em vermelho). Figuras
modificadas de https://sites.google.com/a/sheffield.ac.uk/whitfield-lab/home, Ghysen e Dambly-Chaudiere
(2004), e Romero-Carvaja et al.( 2015).

5. O papel do camundongo e do zebrafish nos estudos sobre surdez

hereditaria

A expansdo do conhecimento sobre surdez hereditaria conta com a participacdo
significativa dos estudos com camundongos com mutagcdes em genes ortélogos aos
encontrados em humanos, tanto os que foram encontrados naturalmente, como também
0s obtidos ap6s inducdo com agentes mutagénicos diversos (Tabela 2). Um exemplo de
estudo classico de descoberta de novos genes relacionados a surdez hereditaria é o
trabalho de Avraham et al. (1995), no qual os autores investigaram a causa genética do
fenotipo de surdez associado a linhagem mutante Snell’s waltzer de camundongo. Apos
uma série de experimentos incluindo clonagem e mapeamento de restricdo, foi
identificado o gene candidato Myo6, o qual foi confirmado ap6s analises de expressao

deste gene por meio de western blot e imunofluorescéncia em cortes histolégicos de
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céclea. Ao final do estudo, estes pesquisadores concluiram que mutagcdes no gene Myo6
tinham grande potencial de causar surdez hereditaria em humanos. No ano de
publicacdo deste artigo ndo havia nenhum relato de surdez hereditaria em humanos
causada por mutacdes no gene Myo6, mas relatos de surdez hereditaria causada por
mutagdes nesse gene surgiram nos anos seguintes (Melchionda et al., 2001; Ahmed et
al., 2003; Sanggaard et al., 2008), mostrando que a previséo dos autores estava correta.

Referéncia Gene Metodologia
Cheneral, 2014 Spns?2 Geragdo de knock-out condicional, RT-PCR, ensaios de imunohistoquimica e de

imunofluorescéncia, avaliagdo de audicao medida por teste PEATE, anélise por
microscopia eletronica de varredura, medicao de potencial endococlear.

Kazmierczak ez af., Usp53 qRT-PCR, ensaio de immunofluorescéncia, hibridagdo in siru, analise por
2015 microscopia eletronica de transmissdo e de varredura, avaliagdo de audigdo
medida de potencial endococlear, avaliagdo de audigdo por teste PEATE.
Kommareddi ez al., Slcd4a2  RT-PCR, ensaio de imunofluorescéncia, imunoprecipitagio, western blot,
2015 avaliacdo de audicado por teste PEATE.
Chener al., 2016a Dmxi2 RT-PCR, ensaio de imunofluorescéncia.
Chen er al , 2016b Tprn Geracao de knock-out condicional, ensaio de imunofluorescéncia, varredura por
microscopia eletronica, avaliacdo de audigdo por teste ABR.

Diaz-Horta et al., 2016 Rorl RT-PCR, ensaio de imunofluorescéncia, geragdo de modelo de cocleapor
preenchimento de tinta, avaliacdo de audigdo medida por teste PEATE e por
teste EOA.

Ueyama er al., 2016 Diaphl  qPCR, ensaio de imunofluorescéncia, imunoblotting, analise por microscopia

eletronica de transmissdo e de varredura, avaliagdo de audi¢do medida por teste
PEATE e por teste EOA.

Tabela 2 - Lista de exemplos na literatura quem de estudos que empregaram somente camundongo como
modelo animal para analises funcionais sobre surdez hereditaria. EOA= Emissdo otoacUstica evocada.
PEATE= Potencial Evocado Auditivo do Tronco Encefélico.

Devido a todas as vantagens citadas anteriormente sobre o zebrafish, este modelo
animal tem sido cada vez mais utilizado, com enfoque no estudo do efeito de mutagdes
responsaveis por causar surdez hereditaria sobre o desenvolvimento da orelha interna
(Tabela 3), como exemplificado no artigo de Han et al. (2011). Neste trabalho, os
autores visaram elucidar o mecanismo subjacente a surdez associada ao locus DFNA28
e analisar os efeitos da mutacdo no gene correspondente, GRHL2, sobre o
desenvolvimento da orelha interna. Foi confirmado ndo s6 que o zebrafish knock-out
com o gene mutado (gene grhl2b) apresenta surdez e anomalias morfoldgicas na orelha
interna, como também apresenta alteracdes na quantidade e no tamanho de juncGes
celulares apicais na vesicula ética. Ao final, os pesquisadores deste trabalho aventam a
possibilidade da surdez associada ao locus DFNA28 ser causada por problemas na
manutencdo da homeostasia i6nica da orelha interna, visto que problemas em juncoes

celulares estdo entre as causas mais comuns de surdez.
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Referéncia Gene Metodologia empregada

Dutton er al., 2009 sox10 Hibridagdo in siru em animal inteiro, ensaio de imunofluorescéncia em
animal inteiro, detecg¢do de apoptose por marcagdo TUNEL.

Gleason et al., 2009 fimie Microinjecao de RNAm, analise de potencial elétrico de células ciliadas,
ensaio de imunofluorescéncia em animal inteiro, analise de neuromastos
por microscopia eletronica de varredura, qRT-PCR.

Li, Kloosterman e miR-183  Microinjecao de miRNAs e de morfolinos, hibridagao in siru em animal
Fekete, 2010 miR-06  inteiro, ensaio de imunofluorescéncia em animal inteiro.
miR-182
Shen ez al., 2015 msrb3  Microinjeg¢do de morfolinos, hibridagdo in sifu em animal inteiro, ensaio de

imunofluorescéncia em animal inteiro, RT-PCR, varredura de neuromastos
por microscopia eletronica, detec¢do de apoptose por marcagio TUNEL,
avaliagdo de audigéo por teste de resposta ao susto.

Stook-Vaughan er al., 2015 ofog Microinje¢do de morfolino, hibridagdo in sifu em animal inteiro, ensaio de
tecta imunofluorescéncia em animal inteiro.

Kwon, 2016 vdrb Microinjegdo de morfolino, hibridagdo 7n situ em animal inteiro, contagem
de células ciliadas em linhagem transgénica, avaliacdo de equilibrio por
teste de contra-rotacdo dos olhos e de inflagem da bexiga natatoria,
avaliagdo de coordenagdo motora por teste de resposta ao susto.

Ma et al., 2017 sle44a4  Microinjecdo de morfolinos, hibridagdo 7n sifu em animal inteiro, ensaio de
imunofluorescéncia em animal inteiro, RT-PCR, avaliagdo de audigdo
medida por teste de resposta ao susto.

Tabela 3 - Lista de exemplos na literatura de estudos que empregaram somente zebrafish como modelo animal
para analises funcionais sobre surdez hereditaria. TUNEL= do inglés, Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling.

Por fim, é interessante ressaltar que alguns estudos de surdez hereditaria utilizaram
ambos os modelos animais citados, de forma complementar (Tabela 4). Tal estratégia
pode ser observada, por exemplo, no trabalho de Azaiez et al. (2015), em que os autores
estudaram uma familia europeia com surdez hereditaria, revelando um novo gene
candidato a surdez, HOMER2. A funcédo do gene foi investigada tanto em camundongo
quanto em zebrafish. Os experimentos com camundongos incluiram estudos de
expressdo com ensaios de imunofluorescéncia em cortes histologicos de coclea e
avaliacdes da audicdo em camundongos knock-out com relacdo ao gene candidato. J& no
caso dos experimentos com larvas de zebrafish, foram feitas analises fenotipicas tanto
da vesicula otica quanto dos neuromastos dos peixes injetados com RNAm contendo a
mutacdo descrita na familia estudada. Com esta estratégia, foi possivel confirmar que a
surdez observada na familia em questdo de fato se deve a mutacdo no gene HOMER2. A
tabela a seguir mostra outros exemplos de estudos funcionais que utilizam

camundongos e zebrafish de forma complementar.
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Referéncia Gene Animal utilizado Metodologia empregada

Bork et al., 2011 Ildrl Camundongo RT-PCR, hibridagao in situ.
(ildr1) Zebrafish Hibridagdo in siru em animal inteiro.
Heeringa er al., 2011 Cog6 Camundongo Hibridagdo in situ, ensaio de imunofluorescéncia.
(coq6) Zebrafish Microinjegio de morfolinos, ensaio de
imunofluorescéncia em animal inteiro.
Von Ameln er al., 2012 Pnptl Camundongo RT-PCR, immunoblot, ensaio de imunofluorescéncia.
(pnptl) Zebrafish RT-PCR, hibridacdo in sifu em animal inteiro.
Rosteral, 2014 Colda6 Camundongo Ensaio de imunohistoquimica.
{colda6) Zebrafish Hibridagdo in siru em animal inteiro.
Lieral, 2015 Tmitml132e Camundongo qRT-PCR, western blot, ensaio de imunofluorescéncia.
(rmemi32e) Zebrafish Microinjegdo de morfolinos e de RNAm, avaliagdo de

audicdo por teste de resposta ao susto e por analise de
potencial microfonico da orelha interna, ensaio de
imunofluorescéncia em animal inteiro, analise de
neuromastos por microscopia eletronica de varredura.

Tabela 4 - Lista de exemplos na literatura quem de estudos que empregaram camundongo e zebrafish como

modelos animais para analises funcionais sobre surdez hereditaria.

6. NCOA3 é gene candidato a explicar a surdez em familia

brasileira

Por meio de estudos de ligagdo seguidos de triagem de mutagOes em genes
candidatos (Lezirovitz, et al., 2009; Lezirovitz et al.,, 2012) ou por meio de
sequenciamento de nova geracdo de exomas de individuos de grandes familias com
perda auditiva (Dantas, 2013), nosso laboratério tém procurado identificar novos tipos
de mutacdo e novos genes candidatos para explicar a surdez, para alguns dos quais

ainda falta validac&o funcional.

Foi identificada uma familia brasileira (Figura 5), proveniente do estado de Séo
Paulo, com 15 afetados por perda auditiva neurossensorial ndo-sindrémica, bilateral, de
grau moderado a profundo, com idade de manifestacdo variando desde 4 até os 35 anos
de idade (idade de manifestacdo média de 12,3 anos). Desta familia foram coletadas
amostras de 19 individuos (7 afetados e 12 fenotipicamente normais, incluindo
conjuges), com as quais estudos de ligacdo foram realizados. O sequenciamento
massivo em paralelo do exoma de amostras de dois individuos afetados também foi
realizado (Dantas, 2013). Na tabela 5 estd apresentado um resumo dos achados

audiologicos da familia.
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Identificacio Afetado ou Graude perda Idade de avaliagio Idade de Genétipo em
do paciente nao afetado auditiva da audicao manifestacdo relagdo a variante
do gene NCOA3

I11-5 Afetado Moderado a 48 anos 8 anos +/-
profundo

I11-8 Afetado Profunda 40 anos 35 anos +/-

II-10 Afetado Moderado a 45 anos 20 anos +/-
profundo

V-6 Afetado Moderado 24 anos 7 anos +/-

V-9 Afetado Moderado a 22 anos 6 anos +/-

grave

Iv-21 Afetado Moderado 8 anos 6 anos +/-

1v-22 Afetado Moderado 4 anos 4 anos +/-

11-4 Nao afetado - - _ /-

V-5 Nio afetado  Limitrofe em 27 anos - -/-

alta frequéncia
IV-12 Nio afetado  Limitrofe em 26 anos - -/-
alta frequéncia

IV-15 Nao afetado - 20 anos - -/-

1v-17 Nio afetado - 15 anos - -/~

IV-18 Naio afetado  Perda em alta 11 anos - -/-
frequéncia

IV-19 Nio afetado - 8 anos - -/-

IvV-20 Nio afetado - 11 anos - -/-

V-3 Nio afetado - 3 anos - ==

V-5 Nao afetado - 5 anos - -/-

V-6 Nio afetado - 4 anos - -/~

Tabela 5 - Resumo dos achados clinicos sobre a audi¢do dos individuos analisados da familia e seus respectivos

gendtipos em relacdo & variante no gene NCOA3. Alta frequéncia= 6000 Hz, +/-= Heterozigoto, -/-

Homozigoto selvagem.
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Figura 5 - Heredograma da familia estudada por Dantas (2013), mostrando os individuos analisados e seus respectivos gen6tipos em relagéo a variante ¢.C2195G no gene NCOAS3.
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O estudo de ligacdo foi realizado com dados gerados por meio de varredura
gendmica em array de 50k (50.000 SNPs) da Affymetrix, em 7 individuos afetados. Os
valores de LOD score foram calculados com o programa Merlin (Abecassis et al.,
2002), revelando uma regido candidata no cromossomo 20 como tendo maior
probabilidade de segregar com o fenétipo de surdez (LOD score= +1,8), considerando o
modelo de heranga autossémico dominante e penetrancia completa. Uma anélise de
ligacdo feita subsequentemente com 12 marcadores do tipo microssatélite, mapeados no
cromossomo 20, revelou uma regido candidata de 29,04cM (20: 37.552.294 —
52.953.811). Esta regido contém 127 genes, sendo treze destes expressos na coclea e um

no ganglio vestibulococlear.

Foi realizado sequenciamento massivo em paralelo do exoma com o Nextera rapid
Capture Kit (Illumina), no equipamento Hi-Seq 2500 (Illumina). Foram identificadas
9197 variantes comuns a ambos os individuos e em heterozigose. Apds uma série de
etapas de filtragem que se encontra em mais detalhes na tabela 6, passaram pelos
critérios de selecdo apenas 192 variantes, sendo gque apenas trés variantes de sentido
trocado se encontram na regido de lod score positivo no cromossomo 20: PREX1 (do
inglés, Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate Dependent Rac Exchange Factor 1),
Cc.A1727G: p.Q576R; SEMG1 (do inglés, Semenogelin 1), c.A934C: p.S312R; e
NCOAZ3 (do inglés, Nuclear Receptor Coactivator 3), ¢.C2195G: p.S732C. Estudos de
segregacdo mostraram que apenas a variante no gene NCOAS3 segrega com o fendétipo de
surdez na familia. Em genes previamente relacionados a surdez hereditaria, foi
detectada somente uma mutagdo de sentido trocado (c.A1565G: p.Q522R) no gene
DIAPH3 (do inglés, Diaphanous related formin 3), mas no cromossomo 13. Porém, a
mutacdo foi investigada e observou-se que ela ndo segrega com o fendtipo de surdez na

familia na tabela 5 e na figura 5.
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Etapas Variantes

Variantes em comum (19292 e 19292R) e em heterozigose 9197
Excluindo variantes com baixa qualidade 9193
Excluindo variantes com frequéncia > 1% nas amostras controle* 553
Excluindo variantes com frequéncia > 1% em bancos de dados de variantes** 350
Considerando apenas variantes em autossomos 349
Excluindo variantes em genes hipervariaveis*** 302
Excluindo variantes sindnimas 192
Considerando apenas variantes no cromossomo 20 3

Considerando apenas variantes na regido de LOD score positivo 1

Tabela 6 - Etapas de filtragem de variantes provenientes do sequenciamento massivo em paralelo do exoma de
dois individuos afetados da familia estudada por Dantas (2013). *= 66 amostras controle que foram
sequenciadas no mesmo procedimento. **= Bancos de dados 1000 genomes, NHLBI Exome Sequencing
Project, Online Archive of Brazilian Mutations. ***= Conforme descrito no trabalho de Fajardo et al. (2013).
Segundo o banco de dados ENSEMBL (http://www.ensembl.org/index.html), o
gene NCOAS3 tem tamanho aproximado de 155kb; possui 23 exons, dos quais 21 sdo
codificantes; e codifica uma proteina com 1420 aminoé&cidos, cuja principal funcao é
regular positivamente a transcri¢cdo génica mediada por receptores nucleares. A mutagédo
encontrada na familia acima estd presente no exon 15 do gene (Figura 6B), afetando
uma regido sem dominio caracterizado na proteina (Figura 6B). Além disso, esta
mutacdo nunca foi descrita em bancos de dados como 1000 genomes
(http://lwww.internationalgenome.org/), e € considerada potencialmente patogénica
(score= 90,5%) pelo programa PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/),
causadora de doenca (score= 84,5%) pelo programa Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/), e danosa (score= 0,030) pelo programa SIFT
(http://sift.jevi.org/). Os genodtipos dos individuos dos individuos analisados no estudo

de Dantas (2013) em relacdo ao alelo mutado de NCOAS estdo apresentados.
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Figura 6 - Esquema do gene NCOA3 (A) e proteina correspondente (B) em humanos, fora de escala. Em B, o
dominio de acetiltransferase de histonas (HAT) esta indicado acima das barras; os dominios estruturais estdo
indicados dentro das barras, e dominios que interagem com diferentes fatores estdo indicados abaixo das barras.
bHLH-PAS= basic Helix-Loop-Helix-Per/ARNT/Sim, S/T= regides ricas em serina e treonina, DIRN=
Dominio de interagdo com receptores nucleares. As setas apontam as regifes afetadas pela mutagdo
identificada na familia estudada por Dantas (2013). Figura B modificada de Yan et al., 2006.

7. A familia génica SRC: estrutura e funcdes de seus integrantes

A familia génica de co-ativadores de receptor de esteroides (familia SCR, do inglés,
Steroid Receptor Coactivator) é composta por trés integrantes em humanos: NCOA1
(também conhecido como SRC1, KAT13A, RIP160, F-SRC-1, bHLHe42 ou bHLHe74),
NCOA2 (também conhecido como SRC2, TIF2, GRIP1, KAT13C, NCoA-2 ou
bHLHe75) e NCOA3 (também conhecido como ACTR, AIB1, RAC3, SRC3, pCIP, AIB-
1, CTG26, SRC-3, CAGH16, KAT13B, TNRC14, TNRC16, TRAM-1 ou bHLHe42).

Estes co-ativadores possuem varios dominios estruturais e funcionais similares entre
si, como podemos observar na figura 7. Na regido N-terminal, ha um dominio bHLH-
PAS (do inglés, basic Helix-Loop-Helix-Per/ARNT/Sim), o qual pode servir para ligacao
com o DNA, ou também como superficie de interacdo entre proteinas que também
contenham o dominio bHLH-PAS (Huang et al., 1993). Na regido central, se encontra
um dominio de interacdo com receptores nucleares (NRID, do inglés, Nuclear Receptor
Interacting Domain), o qual contém trés motivos LXXLL (em que L significa Leucina,
e X significa qualquer aminoacido) capazes de interagir com receptores nucleares
ligados a ligantes (Darimont et al., 1998; Voegel et al., 1998). Por fim, na regido C-
terminal, ha dois dominios intrinsecos de ativacéo transcricional - AD1 e AD2 - capazes
de interagir com proteinas com atividade de acetiltransferase de histonas (como as

proteinas CBP, p300 e p/CAF) e de metiltransferase de argininas (a exemplo das
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proteinas PRMT1 e CARML), respectivamente (Spencer et al., 1997; Torchia et al.,
1997; Koh et al., 2001). Também ja foi identificada atividade acetiltransferase de
histonas no dominio C-terminal das proteinas NCOA1 e NCOA3, embora a atividade
desta regido seja muito mais fraca do que a desempenhada por intermédio das proteinas
CBP, p300 e p/CAF (Chen et al., 1997, Spencer et al., 1997).

Identidade: NCOA1/2 = 46%, NCOA1/3 = 43%, NCOA2/3 = 48%

NCOA1/2 = 64% 48% 36%
NCOA1/3 =59% 45% 38%
NCOA2/3 =63% 58% 46%

)))))))))
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NCOA1 bHLH/PAS

NCOA2 bHLH/PAS

NCOA3 bHLH/PAS

MYOG Receptores CPB/p300 CARM1/PRMT1

MEF-2C nucleares
TEF-4 AD1 AD2

Figura 7 — Dominios funcionais e estruturais dos membros da familia SRC em humanos. As similaridades das
sequéncias de aminodacidos para cada regido conservada e para as proteinas como um todo estdo indicadas
acima das barras. As letras dentro de cada barra indicam dominios estruturais. Abaixo das barras estdo
representados dominios que interagem com diferentes fatores ou que servem como os dominios ativadores
AD1 e AD2. bHLH-PAS= basic Helix-Loop-Helix-Per/ARNT/Sim, S/T= regides ricas em serina e treonina, L=
motivos LXXLL tipicos (indicados em circulo) ou atipicos (indicados em quadrados), Q= regides ricas em
glutamina, HAT= dominios de acetiltransferase de histonas identificadas nas proteinas NCOA1 e NCOA3.
Figura modificada de Xu e Li 2003.

As proteinas da familia SRC auxiliam nas interacGes proteicas entre receptores
nucleares e outros correguladores e atuam como co-ativadores de receptores nucleares
que atuam como reguladores transcricionais (Dasgupta, Lonard e O’Malley, 2014). Os
principais papéis destes genes estdo relacionados ao desenvolvimento e regulacdo da
reproducdo, bem como a regulacdo do metabolismo, além de haver associagdes com o

desenvolvimento e metastase de cancer (Tabela 7).

Dentre as varias fungdes associadas ao NCOA3, podem ser citadas a regulacdo do
desenvolvimento e da fisiologia reprodutiva (Yuan et al., 2000; Xu et al., 2000; Han et
al. 2006; Wang et al., 2012), a regulagdo da expressao de pluripoténcia (Wu et al.,

2012), a promocdo da adipogénese (Coste et al., 2008), regulacdo do metabolismo de
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neurotransmissores (York et al., 2013), promog¢éo de adipogénese nos tecidos adiposos
marrom e branco (Louet et al., 2006), manutencdo do ritmo cardiaco (York et al., 2012),
promocdo de lipolise no figado (Ma et al., 2011), regulacdo do metabolismo de &cidos
graxos de cadeia longa em musculos esqueléticos (York et al., 2012). Além disto,
NCOA3 tem um papel importante na formacgdo, progressdo, metastase e sobrevivéncia
de tumores (Yan et al., 2008; Xu et al., 2010; Chen et al., 2012), sendo superexpresso

e/ou amplificado em uma diversidade de tumores (Zhao et al., 2003; Yoshida et al.,

2005; Mo et al., 2014).

Coativador Funcao fisiologica Referéncia
Figado
NCOAT  Controla balango energético por regulagio da Louet ef al., 2010
expressdo de genes gliconeogénicos por meio de York et al., 2013
coativagdo de C/EBP
Mantém a homeostasia de aminoacidos no figado
NCOA2 Manutengao de ecuglicemia por regulacao da  Chopra ef al., 2008
expressao de GOPC Chopra et al., 2011
Controla a homeostasia do acido bilico por meio Stashi et al., 2014
de regulagdo da expressdo de BSEP
Mantém a homeostasia metabolica diurna no
figado
NCOA3  Promocao de lipolise Maet al., 2011
Regula a proliferacdo de hepatocitos e mudangas York et al,. 2010
no coédigo PTM conferem susceptibilidade a Xuet al.,2010
tumorigénese hepatica induzida por carcindgenos
Tecidos adiposos marrom e branco
NCOA1 Perda confere susceptibilidade a obesidade Picard et al., 2002
induzida por dieta de hipercalorica por meio de Wang et al., 2012
gasto energético reduzido
Perda de NCOAl e NCOA3 impacta o
metabolismo de glicose e sensibilidade a insulina
NCOA2  Perda confere protecao contra obesidade induzida Picard et al., 2002
por dieta hipercalorica, reducdo de consumo
calorico e aumento de atividade do tecido adiposo
marrom
NCOA3  Perda resulta em prejuizo a diferenciacao de Louet et al., 2006
adipdcitos e protecao contra obesidade induzida Wang ef al., 2012
por dieta hipercalorica
Perda de NCOAl e NCOA3 impacta o
metabolismo de glicose e sensibilidade & insulina
Coracio
NCOA2  Controle da hipertrofia por meio de regulacdo de  Reineke ef al., 2012
genes sarcomericos
NCOA3  Perdaresultaem arritmia cardiaca York et al., 2012

Tabela 7 — Lista de funcfes desempenhadas pelas proteinas da familia SRC. BSEP= Bomba de Exportagdo de
Acidos Biliares, CACT= Proteina Mitocondrial Carreadora de Carnitina/,C/EBP= CCAAT-enhancer-binding
protein. CRH= Hormbnio Liberador de Corticotrofina, G6PC= Glicose 6-fosfatase, HPA= Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenal, PGC1A= Coativador de 1 Alfa de PPARGC. Tabela modificada de York et al. (2013).
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Coativador Funcao fisiologica Referéncia
Musculo esquelético

NCOAT  Regulacdo da respiragdo mitocondrial do musculo Duteil et al., 2010
esquelético Wang et al., 2012
Perda de NCOAl e NCOA3 impacta o
metabolismo de glicose ¢ sensibilidade a insulina

NCOA2  Coordena a expressao de NCOALI para controlar o Duteil et al., 2010
metabolismo do musculo esquelético

NCOA3  Controla o gasto energético por meio de regulagao Coste et al., 2008
da atividade de PGC-1a York et al., 2012
Controla o metabolismo de acidos graxos de Wang et al., 2012
cadeia longa por meio de regulagdo da expressao
de CACT
Perda de NCOAl e NCOA3 impacta o
metabolismo de glicose e sensibilidade a insulina

Cérebro

NCOAT  Perda resulta em prejuizo ao funcionamento do  Winnay ef al., 2006
eixo HPA Nishihara et al., 2003
Perda resulta em prejuizo a fun¢do motora via  Lachize ef al., 2009
atraso no desenvolvimento das células cerebelares Zhu et al.. 2012
de Purkinje Apostolakis 7 al., 2002
Controla a resposta de CRH a glicocorticoides ”
Regulagao do comportamento de alimentagado
Perda aguda resulta em distarbio do
comportamento reprodutivo

NCOA2  Perda resulta em insuficiencia adrenocortical ¢  Patchev ef al., 2007
desregulacdo neuroendocrina Schmidit et al., 2007
Necessario para funcionamento adequado do eixo Stashi et al., 2014
HPA N ) ) ) Apostolakis et al., 2002
Regulagao de ritmo circadiano
Perda aguda resulta em disturbio do
comportamento reprodutivo

Aparelho reprodutor feminino e/ou masculino

NCOAI  Perda resulta em resisténcia parcial a esteroides, Xu et al., 1998
acarretando em atraso na puberdade e no
crescimento das glandulas mamarias

NCOA2 ISmpo?ante para a funcao adequada das células de Gehin ef al., 2002

ertol1

Perda resulta em degeneracao testicular
Perda resulta em redugio de fertilidade masculina
¢ feminina

NCOA3  Perda resulta em atraso na puberdade e no Xu et al.,2000
crescimento das glandulas mamarias Yuan et al., 2000
Perda resulta em redugdo no nivel de estrogénio Wang et al., 2012
Perda resulta em redugao de fertilidade feminina

Outras funcoes

NCOAT  Perda resulta em resisténcia parcial aos hormonios Weiss et al., 1999
da tiredide

NCOA2  Perda resultaem hipoplasia da placenta Gehin ef al., 2002

NCOA3  Regulacao da pluripoténcia Wuetal, 2012

Tabela 7 — Continuagéo.
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Camundongos knock-out em relacdo ao gene Ncoa3 ja existem e foram estudados
com varios objetivos diferentes, mas nenhum deles foi estudado especificamente em
relacdo ao sistema auditivo. Entre os fendtipos associados a esse camundongo knock-
out, podemos citar: retardo no crescimento e baixa implantacéo da orelha externa (Liu et
al., 2008); puberdade atrasada, com pouco desenvolvimento da glandula mamaria e
fungdo reprodutiva feminina reduzida (Xu et al., 2000); diferenciacdo em adipocitos
prejudicada, levando a reducdo de peso e de massa de tecido adiposo (Louet et al.,
2006), déficit hematoldgico caracterizado por baixo namero de plaquetas, elevado

numero de linfécitos T e B e desenvolvimento de linfomas (Coste et al., 2006).

Recentemente, quatro diferentes alelos mutados no gene ncoa3 foram identificados
em zebrafish pelo Zebrafish Mutation Project do Sanger Institute (Kettleborough et al.,
2013) e o0s animais sdo disponiveis de acordo com o banco de dados ZFIN
(http://zfin.org/). Contudo, tais linhagens nunca foram estudadas para qualquer
propdsito. Também vale ressaltar que ndo ha informagdes em bancos de dados sobre a
expressao e nem sobre o papel deste gene na orelha interna, tanto em humanos e como

nos modelos animais citados acima.

Com base na revisao apresentada acima, o estudo da expressdo e da funcdo do gene
NCOA3 em modelos animais tornou-se um interessante objeto de pesquisa para o
laboratdrio, especialmente para elucidar sua possivel contribuicdo para a origem da

deficiéncia auditiva encontrada na familia em estudo.
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Objetivos

Uma vez que a variante do gene NCOA3 é a melhor candidata a explicar a surdez na
familia estudada anteriormente, tornou-se importante verificar se o padrdo de expressao
deste gene é coerente com o esperado para um gene relacionado a audicdo. Logo, este
projeto tem como objetivo geral investigar a expressdo do gene NCOA3 em sistemas
mecanossensoriais de modelos animais (sistema auditivo e/ou linha lateral),

especificamente em camundongo (Mus musculus) e em zebrafish (Danio rerio).
Os objetivos especificos sdo:

a) Investigar se 0 RNAmM e a proteina do gene Ncoa3 sdo expressos na coclea de

camundongo de diferentes idades, utilizando RT-PCR, gRT-PCR e imunofluorescéncia.

b) Investigar o padrdo de expressdo do RNAm do gene ncoa3 em zebrafish em
diferentes periodos de desenvolvimento da vesicula 6tica e da linha lateral, por meio de

hibridagéo in situ em animal inteiro.

c¢) Gerar zebrafish com mutacdo de perda de funcdo no gene ncoa3, por meio de edi¢do
génica utilizando o sistema CRISPR/Cas9, de forma a verificar se a falta da expresséo

de ncoa3 afeta o desenvolvimento da orelha interna.
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Materiais e métodos

1. Animais

Foram utilizados camundongos CBL57/6 (Mus musculus) com idades entre 4 dias e
3 meses de idade (P4-P180) fornecidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas sobre o
Genoma Humano e Células-Tronco (CEGH-CEL) do Instituto de Biociéncias da USP.
Os animais foram produzidos e mantidos em biotério de nivel sanitario convencional,
Biotério Genoma IB-USP, com area edificada restrita e fundamentalmente dividida em
dois ambientes principais: area suja (lavagem, desinfeccéo e esterilizacdo de matérias de
uso em biotério) e area limpa (salas de criacdo/manutencdo animal). Os animais sdo
mantidos em micro-isoladores instalados em estantes ventiladas (Alesco Ind. Com.
Ltda).

Zebrafish (Danio rerio) em diferentes estdgios do desenvolvimento foram
utilizados: embrides de 18 horas pos-fertilizacdo (hpf), larvas com idade até 5 dias pos-
fertilizacdo (dpf), e peixes juvenis de 5 e 7 semanas pos-fertilizacdo (spf), para a
realizacdo de hibridagdo in situ em animal inteiro. J& para a técnica de edi¢do génica
pelo sistema CRISPR/Cas9, foram utilizados zigotos de zebrafish. Os peixes utilizados
neste estudo foram criados no Laboratério de zebrafish do Departamento de Genética e
Biologia Evolutiva do Instituto de Biociéncias da USP sob responsabilidade da Profa.
Dra. Maria Rita dos Santos e Passos Bueno. Os animais foram produzidos e mantidos
em facility de nivel sanitario convencional, mantida a temperatura constante de 26°C,
com ciclos de claro/escuro de 14/10h. Os animais foram mantidos em tanques de 1,1L,
3,5L ou 8L, com a proporc¢édo de 5 peixes/L, para evitar estresse do animal. Os tanques
estdo conectados a uma estante (Zebtec™ Zebrafish Housing System, Tecniplast) que
mantém constantes as condi¢fes micro-ambientais dos tanques a niveis apropriados. Os
tanques sdo supridos com &gua purificada por osmose reversa, radiacdo UV, filtro
bioldgico e filtro em forma de tambor, com correcdo de temperatura, pH e
condutividade pelo préprio sistema automatizado da estante, para os niveis desejados.
No caso dos embriGes, estes foram mantidos em incubadora a 28°C até estagio larval de

5dpf, sendo entdo transferidos para tanques da estante.

Em ambos os casos, os animais foram mantidos e reproduzidos de acordo com 0s

principios éticos e praticos do uso de animais de experimentacdo, com aprovacao do
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Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias da Universidade de S4o
Paulo (Processo nimero 16.1.668.41.6).

2. RT-PCR e qRT-PCR de coclea, de 6rgao de Corti associado a

estria vascular e de musculo de camundongo

2.1.0btencéo dos tecidos

Com o objetivo de analisar qualitativamente e quantitativamente a expressdo de
RNAmM do gene Ncoa3 em camundongo, foram realizadas RT-PCR e gRT-PCR. Em
ambas as tecnicas foram utilizados coclea inteira, 6rgdo de Corti (epitélio sensorial da
coclea) associado a estria vascular (epitélio responsavel pela manutencdo da
composicdo idnica da endolinfa), de camundongos com 4, 10 e 16 dias de idade (P4,
P10 e P16), e musculo de camundongo com 3 meses de idade (P180). Este Gltimo tecido
foi escolhido para estudo por ter a expressdo de Ncoa3 confirmada, de acordo com 0s
bancos de dados de expressdao do EST profile do National Human Genome Research
Institute (NCBI). Além disso, foi um tecido facilmente disponibilizado por

colaboradores do nosso instituto.

As cocleas e os 6rgdos de Corti associados a estria vascular foram coletados
cirurgicamente de camundongos sacrificados por decapitacdo. Apo6s a decapitacdo do
animal com tesoura Metzenbaum, foi realizada a antissepsia do cranio com éalcool a
70%, seguida da incisdo longitudinal na linha sagital do cranio e visualizacdo do 0sso
temporal. Esta abordagem permitiu acesso ao bloco labirintico para retirada da coclea.
O bloco labirintico foi removido do osso temporal e transferido para placa de Petri de
35mm contendo RNAlater® (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A cdclea foi
separada ao estéreo-microscépio trinocular (Discovery V12, Carl Zeiss, BW,
Ostalbkreis, Alemanha), com magnificacdo de 10 a 20 vezes e dissecada com o uso de
micropingas (Dumont #5 e #54, Koch Electron Microscopy). Todo o procedimento
cirurgico foi realizado com o auxilio das doutoras Jeanne Qiticica e Karina Lezirovitz,
do Laboratério de Otorrinolaringologia/LIM32 do Hospital das Clinicas da Faculdade

de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

Os tecidos musculares foram obtidos a partir de amostras de gastrocnémio e de

quadriceps de camundongo CBL57/6 com 3 meses de idade, cedidas gentilmente pelo
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Laboratorio de Proteinas Musculares e Histopatologia Comparada da Prof. Dra. Mariz

Vainzof (Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, IB-USP).

2.2.Extracao de RNA e sintese de cDNA

Apbs o isolamento dos tecidos, 0 RNA total foi extraido por meio do kit RNeasy
Microarray Tissue Mini Kit (QIAGEN, Venlo, LI, Paises Baixos), seguindo as
instrucGes do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada com o SuperScript® Il First
Strand Synthesis (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), utilizando-se 1ug de

RNA de cada um dos tecidos e seguindo as instruc6es do fabricante.

2.3.RT-PCR

As reacOes de RT-PCR foram realizadas em volume final de 20uL, contendo 2uL de
Buffer 10x, 0,5uL de MgCl, (concentracdo de estoque de 50mM), 2ul. de dNTP
(concentracdo de estoque 2mM), 2ulL de cDNA (concentragdo de estoque 100 ng/uL),
1uL de diluigdo de primers forward e reverse (concentracdo de estoque 20puM), 0,3ul
de Taq DNA polimerase e 12,2uL. de H,O MiliQ. Uma vez preparadas as reagdes, estas
foram entdo submetidas a seguinte sequéncia de ciclos: desnaturacéo inicial a 95°C por
5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo por 40 segundos a 95°C, hibridacao por
40 segundos a 59°C, extensdo por 1 minuto e 30 segundos a 72°C, e uma extensao final

a 72°C por 10 minutos.

Para esta técnica, utilizamos os trés pares de primers indicados na tabela 8,
desenhados por meio do pacote computacional (http://primer3.ut.ee/). Dois deles

amplificam sequéncias correspondentes aos genes B2m (do inglés, Beta-2
Microglobulin) e Actb (do inglés, Actin Beta), controles positivos de expressdo génica
por seus padrdes de expressdo ubiqua. O terceiro par é especifico para amplificacdo de

sequéncia do Ncoa3.
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Gene Primers para amplificacio Tamanho do fragmento
amplificado a partir de cDNA
Ncoas Forward 148pb
(Nuclear Receptor Coactivator3) 5’CGTTTCTCCTTGGCTGATGG3’
Reverse
5S’CGGGATTTGGGTTTGGTCTG3’
B2m Forward 132pb
(Beta-2 Microglobulin) 5"TCGCGGTCGCTTCAGTCGTC3’
Reverse
S’TTCTCCGGTGGGTGGCGTGAS’
Acth Forward 154bp
(Actin beta) 5’"GGCTGTATTCCCCTCCATCG3’
Reverse
5’"CCAGTTGGTAACAATGCCATGT3’

Tabela 8 - InformacOes sobre os pares de primers desenhados para amplificar, a partir de cDNA, o gene

candidato e os genes de controle positivo de expressao génica da técnica de RT-PCR.

2.4.RT-PCR quantitativa (QRT-PCR)

Para a padronizacdo da técnica utilizando SYBR®Green, foi realizada a curva de
dissociacdo ou de melting a fim de verificar se amplificacdo estava especifica e sem
dimero de primer. No caso de primers que se mostraram especificos, foram testadas
diferentes combinacOes de concentracGes dos primers forward e reverse com o objetivo
de encontrar a combinacdo ideal de modo a obter o menor valor do ciclo de limiar (C,
do inglés, cicle threshold), maior ARn (variacdo de fluorescéncia) e na qual ndo ocorreu
formacdo de dimeros. Em seguida, foi construida uma curva padrao a partir de diluicdes
seriadas (concentracdo inicial 12,5ng/uL, com diluicbes subsequentes em 10x) da
amostra positiva de cDNA (gastrocnémio de camundongo) para verificar se a eficiéncia
de reacdo com aqueles parametros (sequéncia e concentracdo dos primers, etc) estava
entre 95% e 105% com coeficiente de correlagdo R® > 0,99, inclinagdo proxima a -3,32,
e, portanto, se 0 ensaio estava adequado para quantificacdes.

Ap0s a etapa de padronizacgéo, as reaces de gRT-PCR foram entdo constituidas por
volume final de 20uL, contendo Syl de cDNA (concentracdo de estoque Sng/uL),
0,6uL de diluicdo de primers forward e reverse (concentracdo de estoque 20puM) na
proporcdao 1:1, e 10 uL de PowerUp™SYBR®Green Master Mix (cat# A25742,
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Uma vez preparadas as reacOes, estas
foram submetidas a seguinte sequéncia de ciclos: o primeiro ciclo a 59°C por 2 minutos
seguido de um ciclo a 95°C por 10 minutos, para preparacdo do cDNA; um ciclo a 95°C
por 15 segundos, seguido de um ciclo a 60°C por 1 minuto, repetidos 40x para

incorporacdo e medicdo da fluorescéncia do SYBR Green; um ciclo a 95°C por 15
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segundos, um ciclo a 60°C por 1 minuto, um ciclo a 95°C por 15 segundos; essa ultima
etapa é importante para criar uma curva de dissociac¢do (ou melting) com a finalidade de
determinar a especificidade dos alvos da reagdo de amplificacdo. As amplificacGes e as
analises das reacdes de gRT-PCR foram feitas no sistema de deteccdo QuantStudio 5
Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific, , Waltham, MA, USA).

Para esta técnica, utilizamos os trés pares de primers indicados na tabela 9.
Utilizamos como controle positivo de expressao a amplificacdo da sequéncia do gene
Actb, e, para o gene Ncoa3, primers para a amplificacdo de duas regides diferentes, uma
correspondendo aos exons 3 a 5 e outra abrangendo os exons 10 e 11. Nas condicdes
citadas acima, foi definido o valor do ciclo de limiar (C;) e foi verificada a eficiéncia de
cada par de primers para a reacdo de amplificacdo. Os pares de primers utilizados nestas
reacOes apresentaram eficiéncia entre 95% e 105%.

Gene Primers para amplificacio Tamanho do fragmento
amplificado a partir de cDNA
Ncoa3 - Exons 4 a6 Forward 148pb

(Nuclear Receptor Coactivator3) 5’ACAGTGAGACAGATACGGCA3Z’
Reverse
5’AACCATCCAGTGCCTGTAGT3’
Ncoa3 - Exons 10 e 11 Forward 148pb
(Nuclear Receptor Coactivator3) 5 CGTTTCTCCTTGGCTGATGG3’
Reverse
5" CGGGATTTGGGTTTGGTCTG3’

Actb Forward 154bp
(Actin beta) 5’GGCTGTATTCCCCTCCATCG3’
Reverse

5’CCAGTTGGTAACAATGCCATGT3’

Tabela 9 - InformagOes sobre os pares de primers desenhados para amplificar, a partir de cDNA, o gene
candidato e o gene de controle positivo de expressdo génica na técnica de gRT-PCR.

Todos os experimentos de gRT-PCR foram realizados em triplicatas. Para os
calculos de quantificacGes relativas, foram utilizadas as médias dos valores de Ct das

triplicatas, as quais eram aplicadas & formula 224",
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3. Ensaios de imunofluorescéncia em cortes histoldgicos de

musculo e de céclea de camundongo

3.1.0btencéo e preparacao de tecidos

Com o objetivo de analisar qualitativamente a expressdo da proteina Ncoa3 em
camundongo, foram realizados ensaios de imunofluorescéncia. Para a execucao desta
técnica, optou-se por analisar a coclea e 0 musculo. Este Gltimo tecido foi escolhido por
ter a expressédo de Ncoa3 confirmada, de acordo com os bancos de dados de expressao
do EST profile do National Human Genome Research Institute (NCBI).

Os tecidos de coclea foram coletados cirurgicamente de camundongos com 4, 10 e
14 dias de idade (P4, P10 e P14), de maneira similar ao explicado no item 2.1, com a
diferenca de que o bloco labirintico era transferido para uma placa de Petri de 35mm
contendo PBS (do inglés, Phosphate Buffered Saline) a 4°C. Apds o isolamento das
cocleas, estas foram perfuradas no éapice para perfusdo de PFA 4%, pH 7,4, a 4°C
overnight. Em seguida, as cocleas de camundongos P10 e P14 foram submetidas ao
processo de descalcificacdo por meio de incubacdo com solucdo de 10% EDTA e 1%
paraformaldeido a 4°C por 4 dias (Smeti et al., 2014). Uma vez completada a
descalcificagdo, as cocleas foram colocadas em meio de inclusdo Jung Tissue Freezing
Medium (Leica Microsystems, HE, Wetzlar, Alemanha) para posterior realizacdo de
cortes histoldgicos longitudinais em criostato CM1850 (Leica Microsystems) a -20°C,

com espessura do corte fixada em 12um.

Os tecidos musculares utilizados para esta técnica foram provenientes de cortes
histoldgicos de gastrocnémio e de quadriceps de camundongo CBL57/6 com 3 meses de
idade (P180), cedidos gentilmente pelo Laboratério de Proteinas Musculares e
Histopatologia Comparada da Prof. Dra. Mariz Vainzof (Departamento de Genética e
Biologia Evolutiva, IB-USP).

3.2.Ensaios de imunofluorescéncia

Uma vez obtidos os cortes histologicos dos tecidos de interesse, estes foram
submetidos ao protocolo descrito por Smeti et al.(2014). As laminas histoldgicas foram
simultaneamente permeabilizadas e bloqueadas com triton X-100 0,3% e BSA 4%,

diluidos em PBS, por 2h a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
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incubadas com o anticorpo primario anti-NCOA3 (anti-SCR3 antibody - ChIP Grade,
Rabbit Polyclonal, ab2831, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) diluido na proporg¢éo
1:50 em solucéo de triton X-100 0,1%, BSA 4% (do inglés, Bovine Serum Albumin) e
PBS, a 4°C overnight, em camara Umida. Ap0Os esta incubacdo, as laminas foram
lavadas em PBS e incubadas com o anticorpo secundario DAR568 (o qual é conjugado
com o fluorocromo Alexa568) diluidos na proporcéo 1:500 em solugédo de triton X-100
0,1%, BSA 1% e PBS, a temperatura ambiente por 2h. As laminas foram entdo
montadas com Prolong Gold Antifade Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
contendo DAPI (4°, 4-diamidina-fenil indol) para identificacdo do nucleo e seladas com

esmalte.

As laminas histologicas foram observadas em microscopio confocal de
fluorescéncia LSM 780 (Carl Zeiss) ou LSM880 (Carl Zeiss) e as imagens capturadas

com o programa Zen (Carl Zeiss).

4. Hibridacao in situ em animal inteiro em zebrafish

4.1. Amplificagdo de sequéncia do gene ncoa3 para producao de

sonda de RNA

Com o objetivo de analisar qualitativamente a expressao do RNAm do gene ncoa3,
foram realizados ensaios de hibridacdo in situ em animal inteiro. Para produzirmos a
sonda de RNA, selecionamos um trecho de 838pb de sequéncia de DNA ndo-repetitivo
correspondente ao exon 11 do gene ncoa3 e o submetemos a ferramenta de alinhamento
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
para assegurar a especificidade deste segmento ao gene-alvo. Utilizamos o pacote
computacional Primer3 para desenhar um par de primers que permitisse a amplificacéo
da regido desejada. Adicionamos a sequéncia do promotor T7 a extremidade 5’ do
primer reverse para permitir que o amplicon resultante pudesse ser posteriormente

transcrito in vitro pela enzima RNA polimerase T7.

Os primers forward (5’GAATACCTTCTCTAGCAGCTCATTG3’) e reverse
(5’taatacgactcactatagggagCTTATTGAGGAGGTAGTGAAGGAGG3’) assim
desenhados permitiram, a partir de DNA genémico de zebrafish, amplificar um
fragmento de DNA de 880pb (838pb correspondente ao trecho entre as posicoes
18535452-18536360 do cromossomo 11 de D. rerio e 42pb correspondentes ao
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promotor T7) da regido do exon 11 do ncoa3, para servir de molde para a transcri¢céo in

vitro da sonda.

As reacdes de PCR eram constituidas por um volume final de 20uL, contendo 2uL
de Buffer 10x, 0,5uL de MgCIl, (concentracdo de estoque 50mM), 2ul. de dNTP
(concentracéo de estoque 2mM), 2ul. de DNA gendmico (concentracdo de estoque 100
ng/uL), 1uL de mix de primers forward e reverse (concentracdo de estoque 20uM),
0,3ul de Tag DNA polimerase e 12,2ul. de H,O MiliQ. Uma vez preparadas as
reacOes, estas foram submetidas a seguinte sequéncia de ciclos: desnaturacdo inicial a
95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo por 40 segundos a 95°C,
hibridacdo por 40 segundos a 59°C, extensdo por 1 minuto e 30 segundos a 72°C, e uma
extenséo final a 72°C por 10 minutos. Terminada a reagéo, o fragmento amplificado foi
entdo purificado por meio de protocolo convencional de purificagcdo de DNA com fenol-

cloroférmio.

4.2. Transcricao in vitro, purificacio de sonda de RNA e

hibridacao in situ em zebrafish

Apbs a obtencdo do fragmento-molde de DNA por amplificacdo, prosseguimos com
a etapa de obtencdo da sonda de RNA para 0 gene ncoa3 por meio de transcricdo in
vitro. Esta reagdo foi realizada em volume total de 20uL, com o0s seguintes
componentes: 2ul. de 10x Buffer T7 (ThermoFisher Scientific), 1uL de RNAse OUT
Inhibitor (ThermoFisher Scientific), 1uL de DIG RNA Labeling Mix (Roche), 13uL do
produto da PCR anterior e 1uL de T7 RNA polimerase (ThermoFisher Scientific). O
volume total da reacdo foi entdo incubado a 37°C overnight para dar inicio ao processo
de transcrigéo in vitro, seguida de adi¢do de 1uL de TURBO DNAse (ThermoFisher
Scientific) e incubagédo a 37°C por 15 minutos para digestdo do DNA ainda presente no

volume total da reacdo.

Apos a transcri¢do in vitro da do DNA-molde, foi realizada a purificacdo da sonda
de RNA marcada com digoxigenina (DIG) através de coluna de purificacdo
SigmaSpin™ Post-Reaction Clean-Up Columns (Sigma Aldrich). Posteriormente, a
sonda purificada foi utilizada em ensaios de hibridacéo in situ com larvas de zebrafish
com idades variando de 18hpf a 5dpf, bem como com peixes juvenis com 5 e 7 semanas

de idade, seguindo o protocolo adaptado de Thisse e Thisse (2008).
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Para esta técnica foram utilizados zebrafish previamente fixados em PFA 4% fresco,
com pigmentacdo removida por meio de incubagdo com solucdo de 3% H,O, e 0,5%
KOH e posteriormente desidratados por meio de dilui¢cbes seriadas com metanol. O
protocolo de hibridacéo in situ utilizado consistiu, resumidamente, nas seguintes etapas:
o0 zebrafish foi reidratado, permeabilizado por meio de incubacdo com proteinase K a
37°C por tempo que variou conforme o estagio do desenvolvimento; posteriormente, foi
incubado com solucéo de hibridacdo contendo 2L de sonda de RNA marcada com DIG
a 70°C overnight; em seguida, ap6s lavagens seriadas com solugdo de hibridagdo sem
sonda, de PBT (Solucdo de PBS com 0.1% Tween-20) e de SSC (do inglés, Sodium
Saline Citrate), o zebrafish foi incubado com solucdo de boqueio por 4h a 4°C, e
posteriormente incubado em solucdo de bloqueio contendo anticorpo anti-DIG, na
proporcdo 1:10000, a 4°C overnight. Por fim, ap6s nova série de lavagens com PBT e
com solucdo de coloracdo, o zebrafish foi incubado em solucéo de coloracdo contendo
NBT (4-nitrozaul de tetrazdlio) e BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato), a 37°C até
aparecer o sinal desejado. A reacdo de coloracdo foi finalizada com PFA 4% e o

zebrafish foi armazenado em glicerol 100% a 4°C.

A observacdo e captura das imagens das larvas foi realizada em microscopio
Axiophot (Carl Zeiss), camera AxioCam MRc (Carl Zeiss) e software AxioVision (Carl
Zeiss), enquanto que a dos juvenis foi feita em estereomicroscépio Nikon SMZ1500

(Tokyo, TYO, Japdo), camera Axiocam 506 (Carl Zeiss) e software Zen (Carl Zeiss).
5. Edicdo génica por meio do sistema CRISPR/Cas9

O sistema CRISPR/Cas9 é um mecanismo molecular encontrado em bactérias e que
atua como parte do sistema imune adaptativo contra DNAs exdgenos, principalmente
infeccdes virais (Sampson e Weiss, 2014). Este sistema foi adaptado para uso artificial
em células de mamiferos, em modelos animais, e, recentemente, em embrides humanos,
para induzir alteragdes genéticas como a inativacdo de genes-alvo e a correcdo de

mutacdes patogénicas (Chu et al., 2015; Ma et al., 2017).

A técnica de edigdo génica por CRISPR/Cas9 consiste no uso de dois componentes
principais (Jinek et al., 2012): a proteina Cas9, uma endonuclease de corte-duplo; e o
sgRNA (do inglés, small guide RNA), uma molécula quimérica com aproximadamente
100 nucleotideos de extensdo, formada pela sequéncia-guia (~20 nt na extremidade 5°),

cuja funcéo é direcionar a regido gendmica a ser clivada pela Cas9, e pela sequéncia
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universal (~80 nt restantes na extremidade 3”), cuja funcdo é interagir com a Cas9
(Figura 8).

3’ Fita de DNA complementar
5’ Fita de DNA-alvo

Sequéncia-alvo

Sequéncia-guia
Sequéncia universal eb db

Figura 8 — Esquema do complexo Cas9/sgRNA ligado ao DNA-alvo. O sgRNA é formado pela sequéncia-guia

sgRNA

(verde) e pela sequéncia universal (laranja). Ao se parear com 0 DNA-alvo (rosa escuro), o SgRNA direciona
aonde a Cas9 (cinza) deve gerar a dupla-quebra no DNA. Um motivo PAM (do inglés, Protospacer Adjacent
Motif, em vermelho) de 3 nucleotideos (sequéncia NGG) adjacente a regido-alvo na outra fita de DNA deve
estra presente para que haja a ancoragem do complexo Cas9/sgRNA aos sitios de clivagem (representado pelas

tesouras). Figura modificada de Pereira (2016).

A quebra na dupla-fita de DNA gendmico é prejudicial para a célula, sendo
rapidamente reparada pelo sistema de reparo de DNA (Figura 9). Conforme revisado
por Pereira (2016), caso as pontas geradas pela clivagem ndo sejam complementares
entre si, 0 reparo por juncdo de pontas ndo-homdlogas é ativado. Este sistema é
propenso a erros e frequentemente gera mutacdes do tipo inser¢do ou delecdo (indels)
na regido de reparo. Mutag6es do tipo indel na regido codificante do gene geralmente
levam a mudancas no quadro de leitura e, consequentemente, a formacdo de codons de
parada prematuros, acarretando knock-out do gene. Caso as pontas geradas pela
clivagem apresentem homologia entre si, o reparo por jungdo de pontas homdlogas é
ativado. Neste caso, o sistema utiliza a cromatide-irma ou um DNA doador para realizar
0 reparo, tornando possivel a realizacdo de knock-in por meio de DNA exo6geno

contendo a mutagdo de interesse ou mesmo realizar substituicéo alélica.
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Figura 9 — Sistemas de reparo de quebra na dupla-fita de DNA. No caso de juncdo de pontas ndo-homologas, o
processo é feito por um mecanismo enddgeno de reparo de DNA que frequentemente causa mutagdes do tipo
indel no sitio de reparo do DNA. Mutacdes do tipo indel na regido codificante podem resultar em mudancgas no
quadro de leitura, criando um cddon de parada prematuro e acarretando knock-out do gene. J& no caso do
reparo por jungdes homologas, a crométide-irma ou um DNA doador é utilizado como molde para corre¢do do
problema. Caso um DNA doador seja utilizado, este acaba sendo integrado ao genoma, acarretando knock-in do
gene. Figura adaptada de Ran et al. (2013).

No nosso estudo, a estratégia foi utilizar um sgRNA sintético para formar um
complexo com a nuclease Cas9. O sgRNA foi transcrito in vitro a partir de um
oligonucleotideo contendo a sequéncia do promotor T7 na ponta 5°. O transcrito
resultante foi entdo injetado em embribes de zebrafish juntamente com RNAm da
enzima Cas9 (transcrito in vitro, a partir de um plasmideo linearizado) ou com a propria
enzima Cas9 (obtida comercialmente). As larvas injetadas foram analisadas apés 1 ou 3

dias de injecdo para verificacdo de eficiéncia do sistema.

Detalhes de como o sistema foi utilizado neste estudo serdo apresentados nos itens a

sequir.

5.1.Selecdo de alvos dos sgRNA e desenho de oligonucleotideos

As sequéncias-alvo para acdo do sistema CRISPR/Cas9 sobre o gene ncoa3 foram
selecionadas utilizando as sequéncias dos exons do ncoa3 disponiveis no banco de
dados ENSEMBL (http://www.ensembl.org/index.html). A analise computacional para
previsdo de alvos para o sistema CRISPR/Cas9 foi feita por dois métodos: por meio do
pacote computacional  Zifit Targeter version 4.2 (disponivel no site

http://zifit.partners.org/ZiFiT/CSquare9Nuclease.aspx) e por meio do browser
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extensible data (BED) track ZebrafishGenomics do UCSC Genome Browser
(https://genome.ucsc.edu/). As sequéncias complementares e reversas de 7 regides
indicadas como alvo pelos pacotes computacionais foram inseridas no meio de
sequéncias caracteristicas do sgRNA (Tabela 10). Os oligonucleotideos-molde assim

planejados foram sintetizados pela empresa Exxtend Ltda. (Campinas, SP, Brasil).

Alvos no ncoa3 Sequéncia-alvo Oligonucleotideos-molde de sgRNA
Alvo 1 —Exon5 S’GTTTGTGGTGAGCCGTGAY 5’AAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGG
(sgRNA 1) ACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACTCAC
GGCTCACCACAAACCTATAGTGAGTCGTATTACGC3’
Alvo 2 —Exon 5 5’GCAGGATGTTGTAGATGC3’ 5’AAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGG
(sgRNA 2) ACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACGCAT

CTACAACATCCTGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGC3’

Alvo 3 —Exon 10 5’GGCATCGGGACTGCGACTAG3” 5S’AAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGG
(sgRNA 3) ACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCTAG
TCGCAGTCCCGATGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGC3’

Alvo 4 —Exon 10 S’GGGGTCTCCGCGGATACGA3® SAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACG
(sgRNA 4) GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACTCG
TATCCGCGGAGACCCCCTATAGTGAGTCGTATTACGC3’

Alvo 5 —Exon 10 5’GGAAGTCCGGGAATGAATCC3”  5S’AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACG
(sgRNA 5) GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACGGA
TTCATTCCCGGACTTCCCTATAGTGAGTCGTATTACGC3’

Alvo 6 —Exon 11 5’GGATCTGACCCGAAGGAGAC3Y SAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACG
(sgRNA 6) GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACGTC
TCCTTCGGGTCAGATCCCTATAGTGAGTCGTATTACGC3’

Alvo 7—Exon 11 5’GGTCGTGCGTCCACTCCGAT3” S’AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACG
(sgRNA 7) GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACATC
GGAGTGGACGCACGACCCTATAGTGAGTCGTATTACGC3”

Tabela 10 — Informagdes sobre os alvos selecionados para atuacdo do sistema CRISPR/Cas9 no ncoa3, e 0s
oligonucleotideos-molde planejados para transcri¢do in vitro dos sgRNAs correspondentes a estes alvos. Em
negrito esta destacada a sequéncia complementar e reversa a sequéncia de DNA-alvo, a qual foi inserida no

meio do molde de DNA padrdo para a transcricdo in vitro de sgRNA.

5.2.Transcricao in vitro de sgRNA e de RNAm da Cas9

Cada sgRNA foi obtido por transcricédo in vitro a partir dos oligonucleotideos-molde
de DNA usando o kit MEGAshortscript™ Kit (Ambion, Waltham, MA, USA) e foram
purificados por extracdo com fenol-cloroférmio, segundo as instrugdes do fabricante.
Aliquotas dos sgRNA antes e depois da adicdo de DNAse, bem como depois da
purificacdo, foram coletadas para posterior verificacdo de qualidade por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% e para quantificacdo no espectrofotdbmetro Nanodrop
(ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA).

Para a sintese de RNAmM da enzima Cas9, foi realizada a transcricdo in vitro de
plasmideo contendo sequéncia de Cas9 e promotor sp6. Primeiramente foi feita a

linearizacdo do plasmideo pCS2-Cas9 (Addgene, #47332) por meio de digestdo com a
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enzima de restricdo Notl, de forma a possibilitar a sua transcri¢do in vitro pelo kit
MMESSAGE mMACHINE® Kit (Ambion). A transcricdo e posterior purificagdo com
fenol-cloroférmio foram realizadas segundo as instru¢des do fabricante. Aliquotas dos
RNAmM antes e depois da adicdo de DNAse, assim como depois da purificacdo foram
coletadas para posterior verificacdo de qualidade por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% e para quantificagdo no espectrofotdmetro Nanodrop (ThermoFischer

Scientific).

5.3.Microinjecao e extracao de DNA

Zigotos de zebrafish foram injetados com quantidades variaveis de sgRNA e de
RNAmM de Cas9. Em alguns casos, houve utilizacdo da enzima Cas9 (New England
BioLabs Inc, Ipswich, MA, USA) ao invés do RNAm correspondente. Os sgRNA foram

testados isoladamente ou em combinacdes.

Para as injecdes, foram utilizados o microinjetor Pneumatic PicoPump PV820
(World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA), microagulhas de vidro preparadas
com o Micropipette Puller PUL-1000 (World Precision Instruments), de acordo com o
protocolo de Westerfield (2007). Os volumes de solucdo de RNAmM de Cas9 e de
SgRNA a serem injetadas foram calculados com o CRISPR-CALC (programa para
calculo de microinjecdo de sgRNA e Cas9, disponivel no site do NCBI -

http://research.nhgri.nih.gov/), sendo adicionados a 1uL de phenol red (um marcador

vermelho, Sigma Aldrich) e &gua RNAse free até completar 10uL de solucéo de injecéo.
Cada zigoto era injetado com 1pL da solucdo de injecdo. No caso dos experimentos com
proteina Cas9, foi utilizado 1uL da enzima. Neste caso, foi necessario aquecer a solucéo
de injecdo a 37°C por 10 minutos antes da injecdo, para a formacgdo apropriada do
complexo CRISPR/Cas9. Os embrides injetados foram entdo incubados a
aproximadamente 25°C até atingirem os estagios do desenvolvimento 24dpf ou 72dpf,

quando foram entdo sacrificados para extragéo de DNA.

O DNA foi extraido de pools de embrides ndo-injetados e de embrides injetados
(ndmero de pools e de embrides por pool variaram de acordo com a taxa de
sobrevivéncia dos embriGes ap6s a microinjecdo, sendo a média de 3 pools com 10
embrides cada) com o kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Duren, NRW,

Alemanha). No caso de peixes jovens e adultos, 0 DNA era extraido a partir de uma

48


http://research.nhgri.nih.gov/

amostra tecidual obtida por meio de corte da nadadeira caudal, seguindo o protocolo de
Meeker et al. (2007).

5.4.Desenho de primers para amplificacio dos segmentos-alvo

da edicao génica e PCR fluorescente

Pares de primers foram desenhados por meio do pacote computacional Primer3 para
amplificar fragmentos de 350-400pb de modo a incluir as sequéncias-alvo do sistema
CRISPR/Cas9 no gene ncoa3. Inicialmente desenhamos primers com os adaptadores
M13 (5>-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) e Pigtail (5>-GTGTCTT-3") nas sequéncias
forward e reverse, respectivamente. Em resumo, o adaptador M13 permite a utilizacéo
de um terceiro primer fluorescente na reacdo de amplificacdo, permitindo a adigéo de
fluorescéncia aos produtos da PCR (Schuelke, 2000), enquanto que o adaptador Pigtail
serve para garantir a fidelidade do tamanho dos amplicons, evitando a adi¢do de
nucleotideos extras (ndo pertencentes a0 DNA-molde) ao produto da PCR (Brownstein
et al., 1996). Contudo, resolvemos depois adotar o uso de primers forward com
fluoréforo 6-FAM, previamente adicionado pelo fabricante (Tabela 11). Todos os

primers foram sintetizados pela empresa Exxtend Ltda. (Campinas, SP, Brasil)

No caso das reagdes com par de primers contendo os adaptadores M13 e Pigtail, foi
utilizada uma solugéo contendo o primer forward com M13, o reverse com Pigtail e um
primer forward apenas com sequéncia M13 ligada ao fluoréforo FAM na proporgéo
1:3:1. O fragmento foi amplificado por meio de PCR, através da seguinte sequéncia de
ciclos: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo
por 40 segundos a 95°C, hibridagéo por 40 segundos a 60°C, extens&o por 40 segundos a
72°C, e uma extensdo final a 72°C por 10 minutos. Com relacdo as reacbes com 0s
outros pares de primers com marcacdo fluorescente prévia, a reagdo se deu com
solucBes de primers com razdo equimolar, seguindo a mesma sequéncia de ciclos

descrita acima.
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Alvos no ncoa3 Primers de verificacao Tamanho do fragmento amplificado

M13-FAM forward
5S'TGTAAAACGACGGCCAGT3’

Alvo 1—Exon3 Forward 355pb

5’tgtaaaacgacggecagtI TGGTGCTCG
Alvo 2 —Exon 5 GATAGTGTCTT3’

Reverse
5 gtgtcttITGGAATCTCTGAGCATTT
GG3’

Forward
Alvo 3 —Exon 10 SGATGGAAAAGGCCACAAGAAY 248pb
Reverse
5’CTAGGACAAGCAGTGGACGAS’

Alvo 4 —Exon 10 Forward

5’CGGGAAACAGGATGAATCAG?’ 401pb
Alvo 5 —Exon 10 Reverse

5’CTGCATTTCACAAGATTGCAC3’
Alvo 6 —Exon 11 Forward

5’CGGAGAACACAGACAAACCA3’ 407pb
Alvo 7—Exon 11 Reverse

S’GTCATCGGGTGTGTTTCCAT3’

Tabela 11 — InformagBes sobre os pares de primers desenhados para amplificar os respectivos alvos
selecionados para atuacdo do sistema CRISPR/Cas9 no ncoa3. Os primers especificos para a amplificacdo dos
alvos 1 e 2 apresentam adaptadores M13 e Pigtail (representados em letras minUsculas), enquanto que os

primers forward para os alvos 3 a 7 apresentavam fluoréforo 6-FAM ja adicionados pelo fabricante.

5.5.Separacdo de fragmentos por eletroforese capilar e analise

de atividade do sistema CRISPR/Cas9

Os amplicons resultantes da PCR com primers marcados com fluorescéncia foram
diluidos em &gua na proporcdo 1:15, sendo adicionados 9uL de solucdo GeneScan™
500 ROX™ dye Size Standard (Applied Biosystems) e formamida Hi-Di (Applied
Biosystems) na proporcdo 1:120 a 1uL de PCR diluida. As amostras foram entdo
enviadas para o Centro de Pesquisas sobre 0 Genoma Humano e Células-Tronco, onde
as amostras foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos e depois aplicadas para
eletroforese capilar no sequenciador ABI3730, 48 capilares (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Os resultados foram analisados por meio do programa GeneMarker
V2.6.3, o qual gera graficos que indicam o tamanho e a quantidade dos fragmentos
amplificados pela PCR com fluorescéncia.

O objetivo desta analise é comparar os amplicons dos embrides injetados com 0s
dos ndo-injetados. Caso o sistema CRISPR/Cas9 seja bem sucedido em induzir
mutacdes no gene, sdo esperados, além do pico referente ao comprimento do fragmento
selvagem que contém o alvo, varios picos indicando fragmentos de tamanhos diferentes

nos peixes injetados. Este resultado evidenciaria que o0s embrides em questéo

50



apresentam mosaicismo com relacdo a mutacdes no gene-alvo, pois apresentariam tanto
células com o gendtipo selvagem quanto células contendo pequenas delecbes e/ou

insercdes no gene-alvo, como esquematizado na Figura 10.

A N3o injetado Injetado
sh3pxd2aa *
6000 1400
*
2000 [
B
* *
myo6a 8000 L 4000
A Ezooo |h “ £ 1000
C
myh9a * *
000 e
0 (500

Figura 10 — Resultados esperados de picos de PCR fluorescente para sgRNAs com atividade do sistema
CRISPR/Cas9 mediana (A), baixa (B) e inexistente (C). O eixo x mostra o tamanho dos fragmentos
amplificados, com as estrelas indicando o0s picos correspondentes ao gene selvagem, enquanto que 0 eixo y
mostra a altura dos picos, indicando a quantidade destes fragmentos. Figura adaptada de Carrington et al. 2015.
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Resultados

1. Analise da expressao de RNAm de Ncoa3 na céclea de

camundongo

1.1. RT-PCR de cdclea, de 6rgao de Corti associado a estria

vascular e de muisculo de camundongo

Como havia a possibilidade do gene candidato ser pouco expresso na cdclea e em
virtude do oOrgdo de Corti associado a estria vascular ser um 6rgdo extremamente
pequeno, optou-se por fazer a extracdo de RNA total a partir de um pool de 12 cocleas
inteiras e de 12 6rgdos de Corti. Em contraste, utilizamos apenas uma amostra de
masculo de um Unico individuo para a extracdo de RNA total, com base na informacéo
de que o Ncoa3 € altamente expresso neste tecido. Em todos os casos, a extracdo de

RNA total foi extremamente bem-sucedida, conforme podemos ver na tabela 12.

Tecido Concentracio Razido A260/A280 Razido A260/A230
de RNA (ng/uL)

Coclea P4 1476,9 2,10 2,25

Céclea P10 1676,7 2,06 2,20

Coclea P16 1160,0 2,09 2,21

Orge‘to de Corti associada a 105,0 2,09 1,15
estria vascular P10

C')rgﬁo de Corti associada a 190,2 2,11 2,03
estria vascular P4

Orge‘\o de Corti associada a 164,5 2,11 1,18
estria vascular P16

Tabela 12 — Resultados da extracdo de RNA de pool de cécleas e de 6rgdos de Corti associados a estria

vascular, nas diferentes idades.

Né&o foi verificada amplificacdo tanto nas reacdes de controle negativo da reagdo de
sintese de cDNA (sem transcriptase reversa) quanto na de controle negativo da reacéo
de RT-PCR (sem DNA), evidenciando auséncia de contaminagdo nas amostras por
RNA ou DNA gendmico em ambas as reacdes. Observamos a amplificacdo do cDNA
correspondente aos dois genes usados como controle-positivo de expressdo (Actb e
B2m) em todos tecidos estudados, mostrando que a RT-PCR foi bem-sucedida.
Finalmente, evidenciamos a expressdo do Ncoa3 em todos os tecidos escolhidos

(masculo, coclea inteira e 6rgdo de Corti associado a estria vascular) e em todas as
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idades estudadas (P4, P10 e P16), sendo esta a primeira evidéncia da expressao do
RNAm do gene candidato na coclea, e, mais especificamente, no 6rgdo de Corti e na
estria vascular de camundongo. Estes resultados estdo apresentados na Figura 11.

Controle Controle
negativo negativo .

dasintese daRT- Musculo Coclea ?lg«(a(;; cllz Coclea 01‘g§o de Cc;ciea (grg:() ;f
decDNA PCR P180 P}G o1 1 PlIO COl‘ti P10 1 /0111
— = \ 1 V0 \ 1 V1 V1 )
"g ”g Re) o o o o o o
EEER R IR R L F R LN F R E TR
S STARAZETARAETRZSSQAEYTAQAETAQSTAR SRS S S
2072bp -
600bp -
200bp - - - -~
100bp - - e W . D g v B Uy
-

Figura 11 — Resultados da eletroforese em géis de agarose 2% para verificacdo de resultado de reagdes de RT-
PCR nos controles negativos de sintese de cDNA, nos controles negativos de RT-PCR, nas amostras de
musculo de camundongo P180 (controle positivo) e nas amostras de coclea e de 6rgdo de Corti associado a
estria vascular de camundongos P4, P10 e P16. M corresponde ao marcador de peso molecular 100bp

(Invitrogen).

1.2.qRT-PCR de cdclea, de orgao de Corti associado a estria

vascular, e de musculo de camundongo

A reagdo de gqRT-PCR foi realizada com o intuito de se avaliar quantitativamente a
expressdo do RNAm do gene candidato comparando-se 0s mesmos tecidos e estagios do

desenvolvimento utilizados na RT-PCR.

Assim como na RT-PCR, as reacdes de gRT-PCR também foram bem-sucedidas.
Somente algumas reacdes de controle-negativo apresentaram formacdo de dimeros de
primer (Figura 13). Ndo houve amplificagdo inespecifica por meio dos pares de primer
utilizados e a amplificacdo na maioria das reacdes de controle negativo da gRT-PCR,
conforme podemos observar nas figuras 12 e 13, respectivamente. Além disso, houve
amplificacdo do cDNA tanto do gene usado como controle-positivo de expressao, Actb,

guanto do gene Ncoa3 em todos tecidos estudados (Figura 13).
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Figura 12 - Curva de melting dos trés pares de primers utilizados nas reagdes de qRT-PCR. Todos os tecidos
estudados (musculo, céclea e 6rgdo de Corti associado a estria vascular) amplificaram os mesmos fragmentos
para estes conjuntos de primers, mostrando que ndo houve amplificagdo inespecifica nestes experimentos. As
setas pretas apontam a formagao de dimeros de primer em reagdes de controle negativo
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Figura 13 - Curvas de amplificacdo para os pares de primers que amplificam o cDNA dos genes Actb (A) e
Ncoa3 (B-exons 4 a 6 e C-exons 10 e 11) nas rea¢Oes de qRT-PCR contendo cDNA das amostras de todos os
tecidos estudados.
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Amplification Plot B
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Figura 13 - Continuagdo

Pudemos observar um aumento na expressao relativa de Ncoa3 nos estagios P10 e
P16 em relagdo ao estagio P4. Estes resultados foram observados tanto na coclea inteira
como também quando apenas o 6rgdo de Corti associado a estria vascular foi analisado
(Figura 14 A). E interessante notar que o aumento da expressdo relativa do Ncoa3 foi
maior quando foi analisado apenas o 6rgdo de Corti associado a estria vascular, com
aumento relativo na expressao génica de até 87% em relacdo ao mesmo tecido em
estadgio P4 (Figura 14 B). No caso da coclea inteira, observou-se aumento relativo na
expressdo génica de até 37% em relagdo a coclea em P4. Concluimos que o aumento de

expressao de Ncoa3 é mais notavel no 6rgdo de Corti do que na cdclea inteira.
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Realizamos também os calculos de expressao relativa do gene Ncoa3 no 6rgao de
Corti associado a estria vascular, comparando com a céclea inteira da mesma idade.
Observamos em todas as idades maior expressdo do gene candidato no érgédo de Corti
associado a estria vascular quando comparado a coclea inteira (Figura 15), sendo que
este aumento relativo na expressdo génica chega a valores de até 64%. Estes dados
sugerem que uma parcela significativa da expressdo de Ncoa3 da coclea de camundongo

estd concentrada no érgédo de Corti e na estria vascular.

o
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Figura 14 — Niveis de expressdo relativa do gene Ncoa3 obtidos apos reacdes de gqRT-PCR com amostras de
coclea (A) e de 6rgdo de Corti associado a estria vascular (B). Os valores de expressao relativa calculados com
a formula 22°“" levam em consideracéo o valor de AC, obtido para cada tecido em relagdo ao AC, obtido para o
mesmo tecido em estagio P4. E importante notar que, independentemente do par de primer utilizado para a
amplificacdo do cDNA do gene candidato, nota-se um aumento na expressao do gene Ncoa3 em estagios mais

maduros (P10 e P16) do sistema auditivo de camundongo quando comparado ao estagio P4.

56



=
=2 = ]

lativa
—
i

(=Y
o]

Xpressao génica re
o o
(2] [++] -

0,4

E

o
[ ¥}

Ncoa3 Exons 4-6 Ncoa3 Exons 10-11 Média Ncoa3 Exons 4-6 10-11

OOrgdo de CortiP4 B Orgdo de CortiP10 M Orgdo de Corti P16

Figura 15 — Niveis de expressdo relativa do gene Ncoa3 obtidos apos rea¢des de qRT-PCR. Os valores de
expresséo relativa calculados com a formula 22" levam em consideragéo o valor de AC, obtido para o 6rgéo
de Corti de determinada idade em relacio ao AC, obtido para a coclea de mesma idade. E importante notar que,
independentemente do par de primers utilizado para a amplificagdo do cDNA do gene candidato, o érgdo de
Corti associado a estria vascular sempre apresenta maior nivel de expressdo de gene Ncoa3 em relagdo a

coclea inteira na mesma idade.

Contudo, é importante ressaltar que, em virtude do enorme ndmero de cdcleas
necessario para estes experimentos, ndao foi possivel repeti-los para que uma analise

estatistica fosse executada.

2. Expressao da proteina NCOA3 na coclea de camundongo

por meio de ensaio de imunofluorescéncia

Os experimentos de imunofluorescéncia foram padronizados inicialmente em
musculo. Os ensaios de imunofluorescéncia revelaram alta expressdo da proteina
NCOA3 no mdasculo (Figura 16), tendo sido observada em elevado numero de
localizagdes no citoplasma e em alguns esparsos eventos de localizagdo no nucleo

(Figura 17 A), conforme o esperado.
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Figura 16 - Imunofluorescéncia em corte histolégico transversal de misculo de camundongo P180. A proteina NCOA3 esta marcada com o anticorpo anti-NCOA3 (vermelho), com
nacleos marcados em azul por DAPI. A — Secédo z 7 de 16 do ensaio de imunofluorescéncia em corte histoldgico de musculo de camundongo P180. B - Projecao de méaxima intensidade
do ensaio de imunofluorescéncia em corte histolégico de musculo de camundongo P180. A imagem foi capturada com aumento de 40x com 6leo de imersao. Barra de escala: 20pum.
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Figura 17 - Imunofluorescéncia em corte histolégico transversal de muasculo de camundongo P180 (A) e em corte histoldgico de coclea de camundongo P14 (B). A proteina NCOA3
esta marcada com o anticorpo anti-NCOA3 (vermelho), com nicleos marcados em azul por DAPI. A imagem foi capturada com aumento de 40x com 6leo de imersdo e ampliada. Em
ambos os tecidos o padréo de expressdo da proteina é predominantemente citoplasmatico, conforme apontado pelas setas em branco. Barras de escala: 20pum.
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Com relacdo a coclea, o padrdo de expressdo observado desta proteina foi amplo e
diversificado, com elevado numero de sinais de presenca de anticorpo fluorescente anti-
NCOAS3 em varias estruturas, entre elas: a membrana basilar, a membrana de Reissner,
0 Orgao de Corti, a estria vascular, o limbo espiral e o ganglio espiral. Estas estruturas se
encontram esquematizadas na figura 18, enquanto que os resultados estdo mostrados nas
figuras de A a I. O padrdo de localizacéo celular da proteina na cdclea segue 0 mesmo
padrdo observado no musculo, ou seja, predominantemente citoplasmatico (Figura 17
B). Este padrdo de expressao da proteina foi observado em todas as idades estudadas:
P4 (Figuras 19-21), P10 (Figuras 22-24) e P14 (Figuras 25-27), o que sugere um papel

importante desta proteina no desenvolvimento do sistema auditivo de camundongo.

Com estes resultados, somados aos dados obtidos por meio da RT-PCR e da qRT-
PCR, conseguimos demonstrar pela primeira vez a expressdo do Ncoa3 na orelha

interna de camundongo, tanto a nivel do RNAm quanto a nivel da proteina.
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Figura 18 - Esquema de corte histol6gico de céclea de camundongo adulto (A) e do 6rgao de Corti de camundongo em idade P3 e adulto (B). As estruturas de interesse estdo indicadas
com as siglas e com cores diferentes. GE= Ganglio espiral, LE= Limbo espiral, MB= Membrana basilar, MT= Membrana tectéria, OC= Orgéo de Corti.Figuras modificadas de
hereditaryhearingloss.org e de Smeti et al (2012), respectivamente.
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Figura 19 - Imunofluorescéncia em corte histoldgico de céclea de camundongo P4. A proteina NCOA3 foi
marcada com o anticorpo anti-NCOAZ3 (vermelho) e os nlcleos foram marcados em azul por DAPI. A - Secédo
z 11 de 15 do ensaio de imunofluorescéncia. B - Projecdo de maxima intensidade do ensaio de
imunofluorescéncia do mesmo corte mostrado em A. A imagem foi capturada com aumento de 40x com 6leo
de imersdo, com montagem de 4 campos de visdo. Legenda: ES= Estria vascular, GE= Ganglio espiral, LE=
Limbo espiral, MB= Membrana basilar, MR= Membrana de Reissner, MT= Membrana tect6ria, OC= Orgéo de

Corti. Barras de escala: 20pm.
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Figura 20 - Imunofluorescéncia em corte histolégico de céclea de camundongo P4, com enfoque no 6rgdo de

Corti e no ganglio espiral. A proteina NCOA3 foi marcada com o anticorpo anti-NCOAS3 (vermelho) e os
nlcleos foram marcados em azul por DAPI. A - Secéo z 10 de 20 do ensaio imunofluorescéncia. B - Projecdo
de maxima intensidade do ensaio de imunofluorescéncia do mesmo corte mostrado em A. As imagens foram
capturadas com aumento de 63x com 6leo de imersdo, com montagem de 2 campos de visdo. Legenda: GE=
Ganglio espiral, LE= Limbo espiral, MB= Membrana basilar, MT= Membrana tectéria, OC= Orgéo de Corti.

Barras de escala: 20pum.
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Figura 21 - Imunofluorescéncia em corte histolégico de coclea de camundongo P4, com enfoque na estria
vascular. A proteina NCOA3 foi marcada com o anticorpo anti-NCOA3 (vermelho) e os nucleos foram
marcados em azul por DAPI. A - Secdo z 9 de 20 do ensaio de imunofluorescéncia. B - Proje¢do de maxima
intensidade do ensaio de imunofluorescéncia do mesmo corte mostrado em A. As imagens foram capturadas
com aumento de 63x com O6leo de imersdo e com montagem de 2 campos de visdo. Legenda: EV= Estria

vascular. Barras de escala: 20pum.
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Figura 22 - Imunofluorescéncia em corte histoldgico de coclea de camundongo P10. A proteina NCOA3 foi
marcada com o anticorpo anti-NCOAZ3 (vermelho) e os nlcleos foram marcados em azul por DAPI. A - Secédo
z 6 de 15 do ensaio de imunofluorescéncia. B - Projecdo de maxima intensidade do ensaio de
imunofluorescéncia do mesmo corte mostrado em A. A imagem foi capturada com aumento de 40x com 6leo
de imersdo, com montagem de 4 campos de visdo. Legenda: ES= Estria vascular, GE= Ganglio espiral, LE=
Limbo espiral, MB= Membrana basilar, MR= Membrana de Reissner, MT= Membrana tectoria, OC= Orgio de

Corti. Barras de escala: 20um.
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Figura 23 - Imunofluorescéncia em corte histolégico de coclea de camundongo P10, com enfoque no 6rgdo de Corti e no ganglio espiral. A proteina NCOAS3 foi marcada com o
anticorpo anti-NCOAS3 (vermelho) e os nucleos foram marcados em azul por DAPI. A - Secdo z 9 de 20 do ensaio de imunofluorescéncia. B - Proje¢do de maxima intensidade do
ensaio de imunofluorescéncia do mesmo corte mostrado em A. As imagens foram capturadas com aumento de 63x com 0leo de imersdo, com montagem de 3 campos de Vvisdo.

Legenda: GE= Ganglio espiral, LE= Limbo espiral, MB= Membrana basilar, MT= Membrana tectéria, OC= Orgéo de Corti. Barras de escala: 20pum.
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Figura 24 - Imunofluorescéncia em corte histologico de céclea de camundongo P10, com enfoque na estria
vascular. A proteina NCOA3 foi marcada com o anticorpo anti-NCOA3 (vermelho) e os nucleos foram
marcados em azul por DAPI. A - Secdo z 11 de 20 do ensaio de imunofluorescéncia. B - Projecdo de maxima
intensidade do ensaio de imunofluorescéncia do mesmo corte mostrado em A. As imagens foram capturadas
com aumento de 63x com o6leo de imersdo e com montagem de 3 campos de visdo. Legenda: EV= Estria

vascular. Barras de escala: 20um.
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Figura 25 - Imunofluorescéncia em corte histoldgico de coclea de camundongo P14. A proteina NCOA3 foi
marcada com o anticorpo anti-NCOA3 (vermelho) e os nicleos foram marcados em azul por DAPI. A - Secédo
z 7 de 15 do ensaio de imunofluorescéncia. B - Projecdo de maxima intensidade do ensaio de
imunofluorescéncia do mesmo corte mostrado em A. A imagem foi capturada com aumento de 40x com 6leo
de imersdo, com montagem de 6 campos de visdo. Legenda: ES= Estria vascular, GE= Ganglio espiral, LE=
Limbo espiral, MB= Membrana basilar, MR= Membrana de Reissner, MT= Membrana tectoria, OC= Orgio de

Corti. Barras de escala: 50pum.
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Figura 26 - Imunofluorescéncia em corte histolégico de coclea de camundongo P14, com enfoque no 6rgdo de Corti e no ganglio espiral. A proteina NCOAS3 foi marcada com o
anticorpo anti-NCOAS3 (vermelho) e os nucleos foram marcados em azul por DAPI. A - Secdo z 6 de 20 do ensaio de imunofluorescéncia. B - Proje¢do de maxima intensidade do
ensaio de imunofluorescéncia do mesmo corte mostrado em A. As imagens foram capturadas com aumento de 63x com 0leo de imersdo, com montagem de 4 campos de visdo.

Legenda: GE= Ganglio espiral, LE= Limbo espiral, MB= Membrana basilar, MT= Membrana tectéria, OC= Orgéo de Corti. Barras de escala: 50pm.
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Figura 27 - Imunofluorescéncia em corte histologico de céclea de camundongo P14, com enfoque na estria
vascular. A proteina NCOA3 foi marcada com o anticorpo anti-NCOA3 (vermelho) e os nucleos foram
marcados em azul por DAPI. A - Secdo z 14 de 20 do ensaio de imunofluorescéncia. B - Projecdo de maxima
intensidade do ensaio de imunofluorescéncia do mesmo corte mostrado em A. As imagens foram capturadas
com aumento de 63x com 6leo de imersdo e com montagem de 3 campos de visdo. Legenda: EV= Estria

vascular. Barras de escala: 50um.
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3. Analise da expressdo de RNAm de ncoa3 em zebrafish

por meio de hibridacado in situ em animal inteiro

A orelha interna de zebrafish comeca a se desenvolver a partir de 16hpf e no estagio
18hpf a formacdo do primordio da orelha interna, conhecida como vesicula 6tica, esta
completa (Bever e Fekete, 2002). Podemos observar na figura 28 que ndo foi detectada
a expressao do RNAm do gene ncoa3 neste estagio inicial do desenvolvimento (18hpf)
da orelha interna, nem no estagio 1dpf (Figura 29). Contudo, observamos que 0 gene
candidato estd expresso na vesicula Otica, posteriormente, nos estagios 3dpf e 5dpf
(Figuras 30 e 31, respectivamente). Estes resultados sugerem que o gene ncoa3 deve ter
um papel no desenvolvimento do sistema auditivo do zebrafish, principalmente a partir

do estagio 3dpf.

MEA B
"4

Figura 28 — Hibridagéo in situ com sonda de RNA para 0 exon 11 do gene ncoa3 em larvas selvagens de
zebrafish 18hpf, mostrando expressdo do gene apenas na porcédo anterior da medula espinhal. A- Viséo lateral
do embrido. B- Visdo dorsal do embrido. MEA= Medula espinhal (porcéo anterior). Barras de escala: 200um.
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Figura 29 — Hibridacéo in situ com sonda de RNA para o exon 11 do gene ncoa3 em larvas selvagens de
zebrafish 1dpf, mostrando expressdo do gene apenas na porcdo anterior da medula espinhal e na fronteira entre
mesencéfalo e rombencéfalo. A- Visdo lateral do embrido. B- Visdo dorsal do embrido, com focalizagdo no
rombencéfalo. C - Visdo dorsal do embrido, com focalizacdo na porcdo anterior da medula espinhal. FMR=
Fronteira entre mesencéfalo e rombencéfalo, MEA= Medula espinhal (porcdo anterior). Barras de escala:
200um.
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Figura 30 — Hibridacéo in situ com sonda de RNA para o exon 11 do gene ncoa3 em larvas selvagens de
zebrafish 3dpf, mostrando expressdo do gene na vesicula 6tica. A- Viséo lateral do embrido. B- Visdo dorsal do
embrido, com focalizagdo na cabeca. C - Visdo dorsal do embrido, com focalizagdo na cabeca. VO= Vesicula
Gtica. Barras de escala: 200um (A) e 100um (B e C).

A _ _ vo .

Figura 31 — Hibridacéo in situ com sonda de RNA para o exon 11 do gene ncoa3 em larvas selvagens de
zebrafish 5dpf, mostrando expressdo do gene na vesicula 6tica, na bexiga natatéria e no intestino. A- Visdo
lateral do embrido. B- Visdo dorsal do embrido. BN= Bexiga natatoria, INT= Intestino, VO= Vesicula Gtica.

Barras de escala: 200um.
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No mesmo estudo, Bever e Fekete (2002) descreveram que a orelha interna de
zebrafish estd plenamente formada no estagio 20dpf. Curiosamente, em juvenis com 5 e
7 semanas de idade, também foi observada a expressdo de ncoa3 na orelha interna, ja
completamente desenvolvida (Figuras 32 e 33, respectivamente), o que indica um

possivel papel deste gene na fisiologia do sistema auditivo do juvenil de zebrafish.

Em nenhum dos estagios estudados foi detectada a expressdo do RNAmM do gene

candidato nos neuromastos.

A

Figura 32 - Hibridacéo in situ com sonda de RNA para o gene ncoa3 em zebrafish juvenil com 5 semanas de
idade. A- Expressdo de ncoa3 na orelha interna e na bexiga natatéria. B- Visdo dorsal do mesmo espécime,
com focalizagdo na cabeca. C- Regido da orelha interna do zebrafish, mostrando em maior detalhe a marcagdo
do ncoa3. Ol= Orelha interna, BN= Bexiga natatéria. Barras de escala: 1mm (A) e 500um (B e C).
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Figura 33 - Hibridac&o in situ com sonda de RNA para o gene ncoa3 em zebrafish juvenil com 7 semanas
de idade. A- Expressdo de ncoa3 na orelha interna. B- Viséo dorsal do mesmo espécime, com focalizagéo
na cabeca. C- Regido da orelha interna do zebrafish, mostrando em maior detalhe a marcacdo do ncoa3.
Ol= Orelha interna. Barras de escala: 500um.

4. Edicdo génica do gene ncoa3 pelo sistema CRISPR/Cas9

em zebrafish

Os experimentos de edicdo do gene ncoa3 tiveram o propdsito de produzir um
animal knock-out, para evidenciar os potenciais efeitos da auséncia do gene no
desenvolvimento da orelha interna de zebrafish.

As analises realizadas por meio do pacote computacional Zifit Targeter version 4.2
indicaram dois alvos potenciais para acdo do sistema CRISPR/Cas9 no exon 5, sem
alvos colaterais (ou seja, sem outras sequéncias de DNA de D. rerio no qual o sistema
CRISP/Cas9 poderia atuar, além do alvo desejado): os SgRNAs 1 e 2 .
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Ap0s a transcricdo in vitro e purificacdo bem-sucedidas do RNAm da Cas9 e dos
sgRNAs 1 e 2, realizamos trés experimentos de injecdo (Tabela 13). Em seguida, foi
realizada a amplificacdo por PCR fluorescente do DNA extraido de pools de embrides
com idades entre 1 e 3 dpf dos diferentes experimentos, seguida da separacdo dos
fragmentos por eletroforese capilar. Contudo, como podemos ver na figura 34,
observou-se um pico apenas, evidenciando que ndo houve inducdo de mutacdo pelo
sistema CRISPR/Cas9.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
sgRNA1 sgRNA2 |sgRNA1 sgRNA2 | sgRNA1 sgRNA2
RNAm de Cas9 (pg) 210 210 140 140 105 105
sgRNA (pg) 420 420 17,5 17,5 35 35
Ovos injetados 160 375 50 110 59 57
Total de embrides testados 20 30 15 30 30 15

Tabela 13 — Resumo dos experimentos de injecdo de CRISPR/Cas9 realizados para cada um dos dois primeiros
SgRNAs desenhados, SgRNA 1e 2.
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Figura 34 — Resultados dos andlise de atividade do CRISPR de 4 pools de embrides, correspondentes ao
experimento de injecdo 1 para os SgRNAs 1 e 2, apds analise com o programa GeneMarker. Nota-se que existe
apenas um pico correspondente ao fragmento amplificado selvagem, mostrando que estas condi¢des de injecdo
ndo foram efetivas para a inducdo de mutacfes no gene ncoa3. Todos os demais polls de embriGes testados

apresentaram resultado semelhante.

Apbs o insucesso dos primeiros experimentos, foi decidido modificar a estratégia de

selecdo de sgRNAs. No trabalho de Varshney et al. (2015) foi demonstrado
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empiricamente que o CRISPR apresenta maior eficiéncia com sgRNAs que possuem a
sequéncia GG ou GA na ponta 5°. Os autores disponibilizaram uma BED no UCSC
Genome Browser que permite prever bons alvos de 20bp contendo GG ou GA na ponta
5’ para 0 genoma de referéncia do zebrafish. Passamos entéo a selecionar as sequéncias
alvo com GG na ponta 5’ do sgRNA (o que permite o oligonucleotideo-molde possa ser
transcrito com RNA polimerase T7) com maior pontuacdo (indicacdo de eficiéncia do
CRISPR sobre este alvo).

Em posse destas novas informagdes, desenhamos um novo sgRNA - sgRNA 3 —
com alvo no exon 10 do ncoa3. Transcrevemos e purificamos o novo sgRNA e
realizamos novas injecdes. Nos sete experimentos realizados com o sgRNA 3 (Tabela
14), separamos uma parte dos embrides injetados para a analise de tamanho de
fragmentos do ncoa3. N&o obtivemos evidéncia de que havia individuos mutados.
Deixamos parte dos embrides atingirem a fase adulta (cerca de 10 individuos) e
repetimos a analise. Nos experimentos de injecdo 2 e 3 (Tabela 14) tivemos indicacéo
de que o CRISPR atuou de fato sobre o alvo (Figura 35), com alguns dos peixes adultos
mostrando mais de um pico correspondente a sequéncia. Cruzamos 0s peixes da geracdo
P questdo com peixes selvagens e os embribes da geracdo F1 foram sacrificados para
realizacdo do mesmo procedimento de avaliacdo de atividade do CRISPR. Os
resultados, entretanto, ndo mostraram dois picos (Figura 35), o que seria esperado para
embrides heterozigotos portadores de alguma mutacdo no ncoa3. Observamos um pico
Unico correspondente ao tamanho de fragmento esperado para um peixe homozigoto
selvagem para o ncoa3. Com isto, concluimos que as mutacGes nos peixes dos

experimentos 2 e 3 provavelmente ndo foram transmitidas para a geracédo seguinte.

Experimento 1 2 3 4 5 6 7

RNAm de Cas9 (pg) 300 /300 300 300 600 750 750
sgRNA 3 (pg) 50 75 100 125 50 75 100
Ovos injetados 150 227 150 150 250 538 315
Total de embridestestados 12 12 12 12 25 55 35

Tabela 14 — Resumo dos experimentos de injecdes de CRISPR/Cas9 realizadas com sgRNA 3. Em cinza estdo

destacadas as inje¢Bes que geraram peixes com indicacdo de mutagGes no gene noca3.
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Figura 35 — Resultados da analise de atividade do CRISPR de 4 individuos do experimento de inje¢do 2 (indicados como 22B e 25B) e 3 (indicados como 4C e 9C) com o sgRNA3

(quadro esquerdo) e de sua prole F,com peixes selvagens (quadro direito). Nos resultados dos individuos da geracéo P injetados observamos mais de um pico perto do pico selvagem

esperado, indicando possivel agdo do CRISPR nestes individuos. Ja os resultados dos individuos correspondentes a prole F; (quadro direito), ndo foram detectadas mutacdes.
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Em todas os demais experimentos (1, 4, 5, 6 e 7 na Tabela 14), os fragmentos
analisados apresentavam apenas um Gnico pico, ou apresentavam algum outro pico
préximo que também estava presente no resultado dos peixes ndo-injetados. Como néo
conseguimos obter outros resultados que indicassem a atividade do CRISPR, mesmo
com diferentes alteracbes nas quantidades de RNAm de Cas9 e de sgRNA 3,

concluimos que o sgRNA3 ndo era eficiente e decidimos desenhar outros SgRNAS.

Foram desenhados mais quatro sgRNAs diferentes, sRNAs 4, 5, 6 e 7, sendo que
0s dois primeiros possuem alvos proximos entre si no exon 10, enquanto que os dois
ultimos possuem alvos proximos entre si no exon 11. Ao todo foram realizados 56
experimentos de injecdo (Tabela 15), variando: a quantidade de Cas9 injetada (de 300 a
1200pg); a quantidade de sgRNA injetado (de 50 a 500pg); o numero de sgRNAS
diferentes a serem injetados num dnico embrido (apenas 1 sgRNA, 2 sgRNAs de alvos
préximos, ou os 4 sgRNAs em questdo). Entretanto, todos os testes deram resultado
negativo, isto €, os peixes injetados apresentavam fragmentos de apenas um tamanho,

similar ao observado nos peixes nao-injetados.
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mRNA de Ca9 (pg) sgRNA 4 sgRNA 5sgRNA 6 sgRNA 7

RNAm de Ca9 (pg) sgRNA 4 sgRNA 5 sgRNA 6 sgRNA 7

Experimento p. o deproteina)  (pg)  (®) (g (g | P (b ng deproteina)  (ng) (g  (ng)  (ng)
1 300 50 29 300 50 50
2 300 50 30 1000 150 150 150 150
3 300 50 50 31 1000 300 300 300 300
4 1200 100 32 1000 500 500 500 500
5 1200 100 33 300 30
6 1000 100 100 34 300 30
7 1000 50 35 300 30
8 1000 50 36 300 30
9 1000 50 50 37 300 50
10 1200 50 50 38 300 50
11 1200 50 50 39 300 50
12 1200 75 75 40 300 50
13 1200 75 75 41 150 25
14 159 (P) 50 50 50 50 42 150 25
15 600 50 50 50 50 43 150 25
16 600 75 75 75 75 44 150 25
17 1000 50 50 50 50 45 150 100
18 159 (P) 50 50 50 50 46 150 100
19 159 (P) 75 75 75 75 47 150 100
20 750 50 50 50 50 48 150 100
21 750 100 100 100 100 49 400 25 25
22 750 50 50 50 400 25 25
23 750 50 50 51 400 50 50
24 750 100 100 52 400 50 50
25 750 100 100 53 400 100 100
26 300 50 50 50 50 54 400 100 100
27 300 100 100 100 100 55 400 150 150
28 300 50 50 56 400 150 150

Tabela 15 — Resumo dos experimentos de inje¢do de CRISPR/Cas9 realizados com os sgRNAs 4,5,6 e 7.
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Discussao

Em 2013, Dantas identificou uma variante de sentido trocado (c.C2195G: p.S732C)
no gene NCOA3 como principal candidata a explicar o quadro de surdez autossémica
dominante em uma familia de Sdo Paulo. Contudo, ndo havia informacdes detalhadas
sobre a expressdo ou sobre o papel deste gene na orelha interna na literatura.

Dado este panorama, tornou-se importante investigar se 0 gene candidato era
expresso no sistema auditivo de modelos animais (no nosso caso, camundongo e
zebrafish), etapa preliminar fundamental para delinear futuros experimentos funcionais
que venham a elucidar o papel deste gene e da mutacdo correspondente no
desenvolvimento e na fisiologia do sistema auditivo. A primeira hipotese que foi testada
neste estudo é a de que o gene NCOA3 é expresso nos sistemas mecanossensoriais
(sistema auditivo e/ou linha lateral) de camundongo e de zebrafish. A segunda hipétese
a ser testada era a de que a falta de expressdo de ncoa3 em zebrafish altera o
desenvolvimento da orelha interna no animal, hiptese que requer a obtengdo do animal

knock-out para ser verificada.

1. Caracterizacao da expressao do RNAm e da proteina do

gene Ncoa3 no sistema auditivo de camundongo

Para investigar a expressdo deste gene no sistema auditivo de camundongos,
realizamos inicialmente RT-PCR a partir de RNA total extraido de pools de amostras de
coclea inteira e de 6rgdo de Corti associado a estria vascular, provenientes de
camundongos com diferentes idades (P4, P10 e P16). Estes experimentos mostraram
gue o RNAmM do gene candidato é expresso na coclea inteira e, mais especificamente,
no o6rgdo de Corti associado a estria vascular. Também foi possivel observar que este
gene é expresso no sistema auditivo de camundongo tanto durante as etapas de
maturacdo (P4 e P10), quanto ap6s a maturacdo completa do sistema auditivo (P16),
indicando um possivel papel importante deste gene no desenvolvimento e na fisiologia

do sistema auditivo.

Prosseguimos a investigacdo com avaliacdo quantitativa da expressdo do RNAm de
Ncoa3 na a cdclea inteira e no 6rgdo de Corti associado a estria vascular. Para isto
realizamos experimentos de gRT-PCR. Apesar de ndo ter sido possivel repetir estes

experimentos para a aplicacdo de testes estatisticos, 0s resultados sugeriram ndo sé que
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a expressdo relativa do gene candidato € maior nos estagios P10 e P16 em relagédo ao
estagio P4, como também que uma parcela significativa da expressdo génica esta
concentrada no 6rgdo de Corti associada a estria vascular, quando comparada a da

coclea inteira.

Em 2015, Scheffer et al. realizaram analises de transcriptoma, por meio de RNAseq,
de 6rgdo de Corti e de utriculo de camundongos transgénicos da linhagem C57BL/6,
com idades E16 (16 dias de desenvolvimento embrionério), PO, P4 e P7. Os autores
foram capazes de separar as células ciliadas das células de suporte com base na
expressao de GFP por parte das células ciliadas, permitindo que pudesse ser analisada a
transcrigcdo global destes dois tipos celulares ao longo do desenvolvimento. Dentre os
varios genes identificados e analisados (dados disponiveis na Shared Harvard Inner Ear
Laboratory Database, SHIELD, https://shield.hms.harvard.edu) estdo todos os
integrantes da familia SRC. No que diz respeito ao gene Ncoa3 no 6rgao de Corti,
observou-se maior expressao nas células de suporte no estagio PO. Globalmente, notou-
se que a expressao de Ncoa3 é maior nos estagios PO, P4 e P7 em relacdo a E16. N0ssos
dados de RT-PCR validam a expressao deste gene na coclea de camundongo P4 e
complementam o estudo acima descrito pois indicam expressdo também em P10 e P16,
idades mais proximas aquela em que o camundongo comeca a ouvir (P14). Outro estudo
de transcriptoma de células ciliadas internas e externas de céclea de camundongo da
linhagem CBA/J com idade P25-P30, realizado por Liu et al. (2014), mostra que existe
expressao de Ncoa3 nestes tipos celulares, sugerindo que este gene é importante para a

sua fisiologia.

Uma vez confirmada a expressao de Ncoa3 a nivel de RNAm, prosseguimos para a
a caracterizacdo do padrdo de expressdo da proteina correspondente na coclea de
camundongo. Para este fim, empregamos a técnica de imunofluorescéncia em cortes
histolégicos de coclea de camundongos P4, P10 e P14. Os ensaios de
imunofluorescéncia confirmaram os resultados obtidos nos experimentos de RT-PCR e
gRT-PCR, com expressdo da proteina NCOA3 na céclea dos camundongos de todas as
idades estudadas. Além disso, estes experimentos também revelaram um padrdo de
expressdo predominantemente citoplasméatico e marcacdo em diversas estruturas da
coclea: a membrana basilar, a membrana de Reissner, o 6rgao de Corti, a estria vascular,

o limbo espiral e o ganglio espiral. Este conjunto de dados de RT-PCR, de qRT-PCR e
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de imunofluorescéncia mostra que o gene Ncoa3 deve ter um papel importante no

desenvolvimento do sistema auditivo de camundongo.

Em 2016, Hickox et al. realizaram uma andlise global de expressdo protéica de
células ciliadas internas, empregando espectrometria de massa em tandem em amostras
de orelha interna, de 6rgdo de Corti e de células ciliadas de camundongos transgénicos
da linhagem C57BL/6, com idade entre P4 e P7. Com esta metodologia, os autores
visaram caracterizar o proteoma de células ciliadas, com destaque dado as proteinas
exclusivas de células ciliadas ou significativamente enriquecidas neste tipo celular em
relacdo ao restante do oOrgdo de Corti e a orelha interna. Entre as 934 proteinas
identificadas como exclusivas ou extremamente mais abundantes em células ciliadas,
apenas um integrante da familia SRC foi identificado: a proteina NCOAL. Estes dados
indicaram que, se a proteina NCOA3 é expressa em células ciliadas, ela deve ser
expressa igualmente nos outros tipos celulares do érgdo de Corti, pois ndo foi detectada
entre as proteinas diferencialmente enriquecidas ou exclusivas de células ciliadas. Os
ensaios de imunofluorescéncia por nos realizados em cortes histoldgicos de coclea de
camundongo P4 mostram que a proteina NCOAS3 é expressa em grande quantidade no

orgdo de Corti e em outras estruturas da céclea.

O nosso achado de maior expressdao de Ncoa3 no 6rgdo de Corti, em relacdo a
céclea inteira, € muito interessante e deveria ser replicado em outros experimentos de
gRT-PCR para permitir uma analise estatistica mais refinada. Também seria
interessante, nestes estudos, incluir camundongos adultos (como, por exemplo, P30 ou
mesmo P60) aos estagios analisados, para verificar se hd manutencdo da expressdo a
expressdo de Ncoa3 na céclea completamente desenvolvida do camundongo adulto. A
inclusdo de camundongos em estagios mais avancados poderia ajudar a esclarecer a
relacdo entre NCOA3 e a perda auditiva pds-lingual apresentada pela familia estudada
por Dantas (2013). Além disto, também seria interessante realizar ensaios de
imunofluorescéncia utilizando anti-NCOA3 e um segundo anticorpo especifico para
células como células ciliadas ou de suporte, permitindo assim distinguir melhor quais

tipos celulares da cAclea expressam este gene.

E necessario destacar que muitos dos resultados que obtivemos sdo inéditos na
literatura e, globalmente, estdo de acordo com a hipotese de que NCOA3 pode ter um
papel relevante na audicao.

83



2. Caracterizacao da expressao do RNAm do gene ncoa3 nos

sistemas mecanossensoriais de zebrafish

Conforme apresentado anteriormente, analisamos a expressdo de Ncoa3 na coclea
de camundongos em alguns estagios pds-natais. No entanto, esta analise seria
obviamente interessante também em estagios embrionarios, com o objetivo de verificar
se este gene seria importante nas primeiras etapas do desenvolvimento do sistema
auditivo. Contudo, realizar este procedimento em camundongos ndo seria possivel, dada
a elevada dificuldade em isolar a vesicula oOtica de embrides de camundongo na
disseccdo e a necessidade de uma grande quantidade de vesiculas Oticas para a obtencéo
de uma quantidade razoavel de RNAm. Devido a estes problemas, a opgdo de utilizar
um segundo modelo animal, o zebrafish, para este propdsito, pareceu adequada. Uma
vez que este animal apresenta fecundacdo externa, rapido desenvolvimento e
transparéncia dos embriBes e das larvas, torna-se facil acompanhar o desenvolvimento

da orelha interna desde o seu inicio.

Para investigar a expressdo deste gene no sistema auditivo e na linha lateral de
zebrafish, realizamos a técnica de hibridacdo in situ em animal inteiro com peixes de
diferentes idades (18hpf, 1dpf, 3dpf, 5dpf, 5spf e 7spf). Nesta série de experimentos nao
foi detectada a expressdo do RNAm deste gene na vesicula ética do embrido de
zebrafish com 18hpf e 1dpf. S6 foi observada marcacdo na vesicula o6tica a partir do
estagio 3dpf, durante o desenvolvimento da orelha interna. A expressdo deste gene
continuou presente na orelha interna completamente desenvolvida de zebrafish juvenis
(5spf e 7 spf), com marcacdo em toda a estrutura. Estes resultados sdo inéditos na
literatura e sugerem um papel importante de ncoa3 tanto no desenvolvimento quanto na
fisiologia do sistema auditivo deste modelo animal. A expressdo de Ncoa3 no sistemas
auditivo tanto de zebrafish quanto em camundongo sugerem conservagao, do ponto de

vista evolutivo, da sua fungdo no desenvolvimento do sistema auditivo.

Em 2007, McDermott et al. realizaram andlise do transcriptoma de células ciliadas
da méacula lagenar de zebrafish adulto da linhagem Tlbingen. Dos 6472 transcritos
investigados, apenas um integrante da familia SRC foi identificado: NCOAZ2. Portanto,
apesar dos nossos ensaios de hibridag@o in situ mostrarem presenca do transcrito de
ncoa3 na orelha interna inteira, a expresséo deste gene deve ser, aparentemente, muito

baixa ou inexistente em células ciliadas de zebrafish adulto.
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Conforme mencionado, zebrafish apresentam um segundo sistema mecanossensorial
denominado linha lateral. Formada por neuromastos, estas unidades da linha lateral séo
constituidas por tipos celulares similares aos encontrados na orelha interna, como
células ciliadas e células de suporte. Também ha a expressdo de genes em comum entre
estes dois sistemas, como, por exemplo atohla (Haddon et al., 1998, Itoh e Chitnis,
2001) e ngnl (Andermann et al., 2002), genes relacionados com o processo de
diferenciacdo de células ciliadas e de suporte e com a formacao de neurbnios sensoriais,
respectivamente. N&o foi detectada a expressao de ncoa3 nos neuromastos de zebrafish
em nenhum estagio do desenvolvimento estudado, sugerindo que este gene,
aparentemente, ndo tem papel importante no desenvolvimento ou fisiologia de

neuromastos.

3. Utilizacao do sistema CRISPR/Cas9 para edicao génica de

ncoa3 em zebrafish

O conjunto de resultados discutidos até agora indica um papel importante, e
conservado evolutivamente, do gene NCOA3 no sistema auditivo. Acreditamos que a
falta de expressdo tem potencial para alterar o desenvolvimento do sistema auditivo e,
para testar esta hipdtese, empregamos a estratégia de edicdo génica por sistema
CRISPR/Cas9 para gerar zebrafish knock-out para o gene ncoa3.

Desenhamos inicialmente dois SgRNAs (sgRNAs 1 e 2) que tinham como alvo o
exon 5 do gene ncoa3, com o auxilio do pacote computacional Zifit Targeter version
4.2. Contudo, ndo houve inducdo de mutacdo pelo sistema de CRISPR/Cas9. Em
seguida, mudamos os parametros de selecdo de sgRNA, selecionando sgRNASs que
apresentam GG ou GA na ponta 5°, uma vez que foi demonstrado empiricamente que
esta caracteristica esta positivamente correlacionada com maior eficiéncia do sgRNA
em induzir de mutacdes (Varshney et al., 2015). Selecionamos um novo sgRNA
(sgRNA 3) que tinha como alvo o exon 10, por meio do browser extensible data (BED)

track ZebrafishGenomics do UCSC Genome Browser.

Realizamos experimentos de co-injecdo de RNAmM com o sgRNA 3 e, em dois testes
diferentes, obtivemos sucesso na obtencdo de peixes que apresentavam mosaicismo com
relacdo a mutacdes no gene ncoa3. Entretanto, apds cruzamento destes peixes contendo
a mutacdo com peixes selvagens, foi constatado que a geracdo F; ndo apresentava

individuos heterozigotos portadores de mutagdo no gene ncoa3, indicando que a
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mutacdo ndo foi passada para a geracdo seguinte. Geralmente, zigotos injetados com o
sistema CRISPR/Cas9 dao origem a organismo com mosaicismo em relacdo a mutagdes
no gene-alvo, uma vez que o processo de indugdo de mutagdes normalmente ocorre no
estagio de 2 células em diante (Yen et al., 2014). Se a inducdo de mutagdes no gene-
alvo ndo ocorrer nas células germinativas, as mutacGes obtidas ndo podem ser
transmitidas para as geragdes seguintes. Tal fato pode ter acontecido com o0s peixes
injetados com o0 sgRNA 3 e que apresentavam mosaicismo.

Uma vez que ndo conseguimos obter novos peixes com mutaces no gene ncoa3,
mesmo com alteracdes nas quantidades de RNAm de Cas9 e de sgRNA 3, concluimos
que este sgRNA ndo era eficiente. Desenhamos novos sgRNAs (sgRNA 4 a 7), também
usando o BED track ZebrafishGenomics do UCSC Genome Browser, tendo como alvos
os exons 10 e 11. Contudo, ndo obtivemos peixes com muta¢ées em nenhum dos testes

realizados, indicando que estes SgRNAs também ndo eram eficientes.

A tecnologia de CRISPR/Cas9 é relativamente nova e estd sendo melhorada
constantemente. O principal enfoque tém sido em determinar as caracteristicas que um
SgRNA deve apresentar para ser eficiente. Em 2014, analises em larga escala foram
feitas por Gagnon et al. nas sequéncias de SgRNAs considerados eficientes na indugéo
de mutacOes em zebrafish. Verificou-se, por exemplo, que sgRNAs com alta eficiéncia
apresentavam: conteldo guanina/citosina acima de 50%; guanina adjacente ao motivo
PAM da regido-alvo, caracteristica também observada quando o sistema CRISPR/Cas9
foi aplicado em culturas celulares murinas (Doench et al., 2014); e a sequéncia GG ou
GA na ponta 5°. Contudo, Varshney et al. (2015) realizaram andlises similares e
observaram que apenas sgRNAs com sequéncia GG ou GA na ponta 5’ séo eficientes,
ndo havendo correlacdo positiva entre eficiéncia do sgRNA e as demais caracteristicas
indicadas por Gagnon et al. (2014) e Doench et al. (2014). No estudo conduzido
posteriormente por Moreno-Mateos et al. (2015), foi observado que sgRNAs eficientes
apresentavam elevado conteudo de guanina e baixo contetdo de adenina na sequéncia,
bem como guanina na posicdo 20. Com base nestes estudos, somente o sgRNA 3
desenhado por nds é o que abrange a maior parte das caracteristicas indicadoras de
eficiéncia mencionadas acima, oferecendo assim uma explicagdo para 0 insucesso na
nossa aplicacdo da técnica de CRISPR/Cas9 com os demais sgRNAs desenhados e o
fato de que somente no experimento com sgRNA 3 tivemos indicios de que mutagdes

poderiam ter sido induzidas.
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Em 2016, Thyme et al. demonstraram que parte da ineficiéncia de SgRNAs pode ser
decorrente de pareamentos intramoleculares fortes no sgRNA, com formacgdo de
grampos com a regido que se pareia especificamente com a regido-alvo. De fato, quando
houve troca de certas bases em regides especificas da sequéncia do sgRNA na qual era
prevista a formacdo de grampos, a eficiéncia do sgRNA aumentava drasticamente.
Assim, tem-se uma possivel explicacdo sobre o porqué do sgRNA 3 ndo induzir
mutacfes no gene ncoa3 nas taxas esperadas para um SgRNA, apesar de suas

caracteristicas indicadoras de alta eficiéncia.

Outro fator que pode afetar a taxa de sucesso do sistema CRISPR/Cas9 € a Cas9 em
si. Idealmente, para averiguar se as dificuldades com a aplicacdo do sistema sé&o
decorrentes de do sgRNA ou da atividade da Cas9, a mesma Cas9 deve ser testada em
experimentos de inducdo de mutacdo em genes que ja foram comprovadamente editados
por meio do sistema. Isto daria uma pista sobre a eficiéncia da Cas9, mas seria muito

dispendioso em termos de tempo e de recursos, nas nossas condigdes.

Além de fatores relacionados ao sgRNA e a Cas9, a eficiéncia do sistema
CRISPR/Cas9 também pode ser afetada por caracteristicas da regido do genoma no qual
se pretende induzir mutacGes. Thy et al. (2016), por exemplo, sugerem que interacdes
de alta afinidade entre complexos proteicos e a regido-alvo do sgRNA no genoma
podem bloquear o acesso do complexo da Cas9 com sgRNA a regido-alvo, impedindo o
processo de clivagem. Portanto, é bem provavel que aspectos relacionados a estrutura da

cromatina tenham importancia para o sucesso do experimento.

Por fim, ainda ha certos parametros importantes desta técnica de edicdo génica para
0s quais ainda ndo ha um consenso, como, por exemplo, a quantidade ideal de RNAm
de Cas9 e de sgRNA a ser injetado em zigotos de zebrafish para a obtencdo de
mutantes. Brocal et al. (2016) injetaram 200pg de RNAm de Cas9 e 10pg de sgRNA,; ja
Varshney et al. (2015) injetaram tanto 300pg de RNAm de Cas9 e 50pg de sgRNA
quanto 150pg de RNAmM de Cas9 e 50pg de sgRNA; Shah et al. (2015), por sua vez
injetaram 1200pg de RNAm de Cas9 e 100pg de sgRNA. Logo, quando a injecéo de
alguma quantidade especifica destes componentes ndo gera mutantes, torna-se
necessario testar diferentes concentragdes de cada sgRNAm e de Cas9 (na forma de
RNAmM ou de proteina) a fim de verificar o problema por trds da ineficiéncia do
sistema: as quantidades dos componentes do sistema CRISPR/Cas9 que séo injetadas ou

a eficiéncia do sgRNA em questao.
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Portanto, considerando 0s avangos recentes sobre edicdo génica por sistema
CRISPR/Cas9, nos acreditamos que 0s experimentos deveriam ser repetidos conforme a
sugestdo de Li et al. (2016) de que novos sgRNAs devem ser escolhidos com base em
mais de um pacote computacional (como, por exemplo, CHOP-CHOP e CRISPR-Scan),
uma vez que estes programas sao independentes entre si e 0 algoritmo utilizado para a
classificacdo de sgRNAs eficientes pode ndo ser o mesmo para todos 0s programas de
predicdo de sgRNAs. Devem ser selecionados aqueles que aparecem como altamente
eficientes em ambos 0s pacotes computacionais. Desta maneira, aumenta-se

significativamente as chances de obtencéo de zebrafish knock-out para o gene ncoa3.

4. Os possiveis papéis de NCOA3 no sistema auditivo

Confirmamos neste trabalho a expressdo do gene NCOA3 em diferentes estagios do
desenvolvimento do sistema auditivo de camundongo e de zebrafish, mostrando que
este gene pode ter uma funcdo importante no desenvolvimento e na fisiologia do
sistema auditivo e que esta funcéo deve ser conservada nestas duas espécies. Embora na
literatura atual ndo haja dados que permitam estabelecer uma conexdo direta de NCOA3
com a audicdo, apresentamos a seguir uma discussdo sobre possiveis papéis deste gene

no sistema auditivo, com base nas informacdes existentes.
4.1. Regulacéo das estruturas e propriedades mecanicas da coclea

Alteracdes dsseas e de cartilagem podem acarretar surdez, a exemplo dos casos de
otosclerose (OMIM# 166800), sindrome de Stickler (OMIM# 108300), osteogénese
imperfeita tardia (OMIM # 166200), fibrocondrogénese (OMIM# 228520), displasia
cleidocraniana (OMIM # 119600) (Visosky et al., 2003; Cureoglu et al., 2010; Baker et
al., 2012; Santos et al., 2012; Tompson et al., 2010).

Em 2014, uma meta andlise de estudos de associacdo por varredura genémica
(GWAS, do inglés, Genomic Wide Association Studies), realizada por Evangelou et al.,
revelou uma variante no gene NCOA3 que confere aumento de 30% no risco de
desenvolvimento de osteoartrite de quadril. Além disto, os autores mostraram uma
reducdo significativa de expressdao de NCOA3, na presenca de uma variante de sentido
trocado no gene NCOA3 (c.G47466905A: p.R218C), em amostras de cartilagem
articular afetadas por osteoartrite. Em um estudo funcional conduzido por Gee et al.
(2015), foi observado que os niveis de expressdo de alguns genes relacionados com

hipertrofia/catabolismo de cartilagem estavam diminuidos em cultura priméaria de
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condradcitos provenientes de cartilagem articular. Entre estes genes esta 0 RUNX2 (do
inglés, Runt Related Transcription Factor 2), o qual codifica um fator de transcricdo
responsavel por regular o desenvolvimento das células responsaveis pela sintese da

matriz 0ssea, 0s osteoblastos (Stein et al., 2004).

Camundongos knock-out para RUNX2 apresentam, entre varios sintomas
caracteristicos de displasia cleidocraniana, perda auditiva (Chang et al., 2010).
AvaliacOes audioldgicas e exames de imagem nestes camundongos revelaram que a
perda auditiva ndo era decorrente de problemas no sistema nervoso central, na orelha
externa, na orelha média ou em estruturas neurossensoriais da coclea. Curiosamente, foi
mostrada uma correlagcdo significativa entre a perda auditiva e a mineralizacdo
diminuida no labirinto 6sseo, embora ndo se saiba ao certo como essa mudancga nas

propriedades da matriz 6ssea possa causa surdez.

Uma vez que o processo de mineralizacdo é dependente da regulacdo da atividade
de osteoblastos e de osteoclastos (Mohammad et al.,2009) e que uma variante de
sentido trocado no gene NCOAS3 é capaz de diminuir a expressdo de um dos genes
reguladores do desenvolvimento de osteoblastos, o gene RUNX2, tem-se aqui um

mecanismo pelo qual o gene NCOAS3 poderia causar surdez.

Entretanto, é vélido notar que ressonancias magnéticas de cranio e tomografias
computadorizadas dos ossos temporais, realizadas em trés individuos afetados da
familia estudada por Dantas (2013), ndo indicaram quaisquer sinais de alteracdo no
labirinto 6sseo ou qualquer outra estrutura da coclea ou no aparelho vestibular. Com
relacdo ao sistema auditivo de camundongos knock-out para Ncoa3, a Unica alteragdo
observada no sistema auditivo foi um posicionamento rebaixado de uma das orelhas em
10% dos camundongos estudados (Wang et al., 2000). Contudo, ndo ha mencao neste

estudo a qualquer investigacao sobre a estrutura da orelha interna dos camundongos.

No estudo de Gee et al. (2015), foi também observado, em decorréncia da mutacao
no gene NCOA3, um aumento na expressdo de COL2A1 (do inglés, Collagen Type 2
Alpha-1), cujo produto é um dos principais colagenos produzidos por condrécitos (Deng
et al., 2016). A expressdo de COL2A1 ja foi investigada na coclea de fetos humanos
(Khetarpal et al., 1994), tendo sido detectada a expressdo da proteina correspondente na
capsula dtica, na membrana basilar, na membrana tectorial, no limbo espiral, na estria

vascular, entre outras estruturas.

89



Mutacdes no gene COL2A1 sdo responsaveis por uma série de sindromes que
apresentam surdez com um dos sinais clinicos, como a sindrome de Stickler e a
Displasia Espongiloepifiseal Congénita (OMIM # 183900). Ainda ndo h& uma
explicacdo sobre o mecanismo molecular por tras do fenotipo de surdez decorrente
destas mutacdes. Entretanto, dada a expressdo abrangente deste gene na coclea, é
possivel que alteracdes na expressdo de COL2AL possam prejudicar a formagdo e/ou as
propriedades de diferentes componentes da coclea, causando surdez. Por exemplo, em
Masaki et al. (2009), concluiram que a surdez apresentada por camundongos knock-out
para 0 gene Collla2 é decorrente de alteracbes nas propriedades mecéanicas da

membrana tectoria.

Assim, também seria possivel especular que mutacdes no gene NCOA3 causariam
surdez por meio da alteracdo na expressdo de COL2AL, com alteracdo na estrutura e nas

propriedades de varios componentes importantes da coclea.
4.2.Regulacao do efeito protetor dos receptores de estrogeno (ERS)

A familia dos receptores de estrogeno (ERs, do inglés Estrogen Receptor) é
composta por dois integrantes, ERa e ERB, 0s quais, em conjunto com o hormonio
estrogeno, sdo classicamente conhecidos por regular o desenvolvimento e funcdo do

aparelho reprodutor masculino e feminino.

Dentre as vias de ativacdo de ERs esta a via independente de ligante (Figura 36), na
qual a ativacdo de ERs ocorre por intermédio de mensageiros celulares secundarios
(Charitidi et al., 2009). Neste caso, a ligagdo de fatores de crescimento aos seus
respectivos receptores leva a ativacdo de proteinas cinases ativadas por mitogenos
(MAPKs, do inglés Mitogen-Activated Protein Kinase), acarretando fosforilacdo e
ativacdo de ERs (Kato et al., 1995). Outra maneira de ativar ERs por esta via é por meio
da ativacdo de receptores acoplados a proteina G (GPCR, do inglés G-Protein Coupled
Receptor), o que leva a producdo do mensageiro celular secundario monofosfato ciclico
de adenosina (AMPc, do inglés Cyclic Adenosin Monophosphate), ativando a proteina
cinase A (PKA, do inglés, Protein Kinase A) e, por fim, fosforilando e ativando os ERs
(Coleman e Smith, 2001). Uma vez ativados, 0s receptores de estrogeno sao

translocados até o nucleo, onde regulam a expressdo de diferentes genes.
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Figura 36 — Mecanismo molecular da ativagdo de receptor de estrégeno (ER) sem a presenca de seu ligante.
Fatores de crescimento (GFs) se ligam aos seus receptores (GFRs) e ativam as proteinas cinases ativadas por
mitdgenos (MAPKS). Estas por sua vez levam a fosforilagdo e ativacdo das ERs, as quais, em seu estado
inativo, estdo associadas a um complexo de proteinas heat-shock (complexo hsp). Uma vez ativadas e
fosforiladas, as ERs formam homodimeros e sdo translocadas para o nucleo, onde se ligam a elementos
responsivos a estrogénio (ERE) de genes-alvo para ativar a transcricdo génica. Este processo de ativagdo
também pode ser mediada por receptores acoplados a proteina G (GPCR), os quais, quando ativados, geram
aumento nos niveis de AMP ciclico (CAMP). Este mensageiro celular secundario, por sua vez, ativa a proteina

cinase A (PKA), a qual também € capaz de fosforilar e ativar ERs.

Em 2000, Mora e Brown demonstraram, em diferentes linhagens celulares, que as
MAPKSs sdo capazes de fosforilar o dominio de ativagdo AD1 da proteina NCOAS3,
levando a sua ativacdo. Esta ativacdo, por sua vez, leva ao recrutamento de proteinas
com atividade de acetiltransferase de histonas (como as proteinas CBP e p300), as quais
atuam no processo de ativacdo transcricional. Estes autores entdo sugerem que as
MAPKSs seriam capazes de aumentar a transcricdo mediada por ERs por meio da
ativagdo do dominio AD1 de NCOAS3, conforme mostrado na figura 37.
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Figura 37 — Regulagdo do complexo transcricional de receptor de estrégeno (ER) por meio da ativagdo de
proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPKSs). A ligacdo de fatores de crescimento a receptores de
tirosina cinase leva a ativagdo da cascata Ras-MPK. Com a ativacdo de MAPK, ocorre a fosforilagdo de alvos
como ERs e NCOA3, modulando a transcrigdo génica em resposta a fatores de crescimento e/ou estimulagéo

por estrogeno. Figura modificada de Mora e Brown, 2000.

Também ¢€ interessante mencionar que o padrdo de expressdo de Ncoa3 observado
por nos em cortes histologicos de camundongo é similar ao observado por Stenberg et
al. (1999) para os receptores ERa e ERB. Dentre os principais resultados obtidos a partir
de ensaios de imunohistoquimica em cortes histologicos de coclea de camundongo
(idades entre 2 e 6 meses), estdo a expressdo de ERs na via auditiva, com marcagdo nas
células ciliadas internas e externas, assim como no nucleo de células ganglionares do
tipo 1 do géanglio espiral, e em regides relacionadas a manutencdo do equilibrio idnico
da endolinfa como a membrana de Reissner e a estria vascular. Ensaios de
imunohistoquimica também revelaram expressdo de ERo e de ERP nos cortes
histoldgicos de coclea de humanos adultos, especificamente no ganglio espiral e na
estria vascular (Stenberg et al., 2001). Com padrdes de expresséo de NCOA3 e de ERs
similares, € altamente sugestivo que estas proteinas estejam atuando em conjunto no

sistema auditivo.
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E antiga a observacdo de que a frequéncia de perda auditiva é mais elevada entre
mulheres com sindrome de Turner quando comparado a populagdo em geral (Hultcrantz
et al., 1994). Com a deteccdo da expressdao dos ERs na coclea de humanos adultos,
Hultcrantz (2003) sugere que baixa producéo de estrogenos pode ter um papel na perda
auditiva apresentada por pacientes com sindrome de Turner. Um fendmeno similar foi
observado por Hederstierna et al. (2010), os quais reportaram um declinio rapido na
audicdo de alta frequéncia em mulheres pds-menopausa. Contudo, a relacdo entre o0s
niveis de estrogenos e a perda auditiva em mulheres na menopausa foi analisada em
outros estudos e nao foi considerada significativa (Oghan e Coksuer, 2012; Svedbrant et
al., 2015).

O conjunto de dados sobre expressdo de ERs sugere a possibilidade do estrégeno e
seus receptores terem algum papel sobre o sistema auditivo. De fato, ja foi observado
qgue camundongos knock-out para ER eram mais suscetiveis a trauma acustico do que
camundongos selvagens (Meltser et al., 2008), apresentando degeneragdo progressiva
de células ciliadas e de células ganglionares do ganglio espiral (Simonoska et al., 2009).
Acredita-se que este receptor de estrogeno seja capaz de proteger o sistema auditivo
contra traumas acusticos por meio de regulacdo da proteina BDNF (do inglés, Brain-
Derived Neurotrophic Factor), a qual é capaz de proteger células ciliadas e células do
ganglio espiral contra trauma acustico e contra substancias ototoxicas (Meltser et al.,
2008). Logo, é possivel que a proteina NCOA3, em conjunto com o receptor do
estrdgeno, possa influenciar a regulacédo da transcricdo do gene BDNF, cujo produto é,

aparentemente, protetor do sistema auditivo.
4.3.Regulacéo da diferenciacdo de células ciliadas e de suporte

A via Notch é um sistema de sinalizacdo celular altamente conservado durante a
evolucdo e é responsavel por regular diferentes etapas do processo de diferenciacdo de
varios tipos celulares (Anderson et al., 2011).

Em vertebrados, os componentes principais que formam esta via de sinalizagdo séo:
0s receptores transmembranicos Notch e os ligantes transmembranicos Delta e Serrate,
também conhecidos como Jagged em mamiferos (Bray, 2006). De acordo com o
modelo candnico (Figura 38), quando um dos receptores Notch interage com um de
seus ligantes, é desencadeada uma série de clivagens proteoliticas, levando a liberacéo

do dominio intracelular do Notch (NCID, do inglés Notch Intracellular Domain). O
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NCID é entdo translocado até o nucleo, onde, em conjunto com CSL (do inglés
CBF1/Suppressor of Hairless/LAG-1, uma proteina de ligacdo ao DNA), com proteinas
da familia MAML (do inglés, Mastermind-like, uma familia de co-ativadores
transcricionais), e com outras proteinas co-ativadoras ou co-inibidoras, regulam a

transcricao de diferentes genes-alvo (Anderson et al., 2011; Guruharsha et al., 2012).

Célulaemissorado sinal Célulaemissorado sinal
Espacgo Espago
Intracelular Intracelular
Espago Espacgo
Ligante de Notch Extracelular Ligante de Notch Extracelular
(Delta-like, Jagged) (Delta-like, Jagged)

| Receptor Notch | Receptor Notch

Espago Espago
Intracelular Intracelular
Nucleo Nucleo
@ NIcD Genes-alvo NICD Genes-alvo
{AML C \L.‘ — S QAML « sL‘ —
Célulareceptora do sinal Célulareceptora do sinal
Figura 38 — llustracdo representando a via de sinalizacdo celular Notch. CSL= complexo proteico

CBF1/Supressor of Hairless/Lag-1; Co-A= Proteinas Co-Ativadoras; Co-I= proteinas Co-Inibidoras; MAML=
proteina Mastermind-like, NECD= Dominio Extracelular de Notch, NCID= Dominio Intracelular de Notch.
Figura modificada de Andersson e Lendahl, 2014.

No que concerne especificamente ao desenvolvimento da orelha interna de
mamiferos, ha a participacdo do receptor de Notch JAG1 na determinacdo do dominio
prosensorial do otocisto (Riccomagno et al., 2002; Kiernan et al., 2005; Kiernan et al.,
2006) e na regulacdo da determinacgdo das células ciliadas e de suporte. Neste ultimo
caso, sabe-se que via Notch tem o papel de inibir a diferenciacdo das células
progenitoras prosensoriais em células ciliadas por meio da inibicdo de ATOH1, um
fator de transcricdo pertencente a familia bHLH (do inglés, basic-Helix-Loop-Helix)
considerado uma pega-chave na inducdo da diferenciacdo de células ciliadas
(Bermingham et al., 1999; Lanford et al., 2000). Ja em 1995, Kelley et al. obtiveram
indicios de um mecanismo de inibi¢do lateral que impedia que células vizinhas as
células ciliadas se tornassem novas células ciliadas. Hoje, sabe-se que tal mecanismo de

inibicdo lateral conta com a participacdo de genes-alvo da via Notch, como Hey2 e
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Hesl, que atuam de forma a inibir a expressdo de Atohl (Zheng et al., 2000;

Doetzlhofer et al., 2009), conforme mostrado na Figura 39.

Inibicdo lateral Inibicdo lateral
/ Atoh1\
/ Atoh1' \Y/ /Atoh1"
/ Ato / o
Jagl Jagl e Jagl .)/
Atohl — Atohl .  Atoh1
Y Y ( ¥) e )
A Atohl Atohl \ Atohl// /
A —/( A\
¢ Jagl ?| Notch Célula ciliada Saiiila de
suporte

Figura 39 — llustracdo representando o mecanismo de inibi¢do lateral dada pela via de sinalizagdo celular
Notch. Delta e Notch s&o, respectivamente, o ligante e o receptor da via de sinalizacdo Notch. Atoh 1 é um
fator de transcri¢do importante para a diferenciagdo em células ciliadas. Figura modificada de Moody, 2007.

Em um trabalho realizado por Mo et al. (2015), em células humanas de cancer
colorretal, foi demonstrado que a proteina NCOAS é capaz de formar um complexo com
MAML1, se ligando ao promotor do gene HES1 e promovendo a sua transcricdo. A
presenca de HES1, por sua vez, leva a inibicdo do gene ATOHL1 e, consequentemente, a
estimulacdo da diferenciacdo de células progenitoras prosensoriais em células suporte,
ao inveés de células ciliadas. Desta maneira, tem-se um mecanismo molecular pelo qual
a falta ou o excesso de atividade do produto do gene NCOA3 seriam capazes de
influenciar a diferenciacdo de células ciliadas e de suporte.

Por este mecanismo, uma mutacdo que leve a perda de funcdo do produto do gene
NCOA3 (com haploinsuficiéncia) ou uma mutacdo que leve ao efeito dominante
negativo acarretariam aumento da producdo de células ciliadas; por outro lado, uma
mutacdo de ganho de funcdo neste produto poderia resultar em reducdo do nimero de

células ciliadas.

Para investigar estas hipoteses, o ideal seria investigar detalhadamente a audicéo e a
estrutura histoldgica da coclea do camundongo knock-out para este gene. O banco de
dados da IMPC (do inglés, International Mouse Phenotyping Consortium,
http://www.mousephenotype.org/) apresenta resultados de exame PEATE (Potencial

Evocado Auditivo do Tronco Encefélico) conduzido em um dnico animal knock-out
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para 0 gene Ncoa3, mostrando que este camundongo apresenta audi¢cdo normal. Além
disto, ndo h& detalhes sobre idade em que o animal foi testado. Considerando que a
surdez apresentada pela familia em questdo é de carater pos-lingual, resta a
possibilidade de camundongo knock-out apresentar surdez em idade mais avancada do

que a testada.
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Perspectivas futuras

Neste estudo foi demonstrado que o gene NCOA3 é expresso na orelha interna de
modelos animais, com potencial papel no desenvolvimento e na fisiologia do sistema
auditivo. O estudo de Dantas (2013) indicou uma variante de sentido trocado
(c.C2195G: p.S732C) no gene NCOA3 como principal candidato a causar surdez
hereditaria em uma familia brasileira e nossos resultados estdo de acordo com esta
hipGtese. Uma vez confirmada a expressdo de NCOA3 no sistema auditivo, resta agora
realizar experimentos que fornecam mais detalhes sobre o efeito da mutacdo encontrada

na familia e 0 mecanismo molecular por tras do fenotipo de surdez.

A mutacdo identificada no gene NCOA3 estd em uma regido conservada apenas em
primatas e afeta uma regido sem dominio caracterizado na proteina. Analises in silico,
empregando pacotes computacionais como 0 SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/) foram realizadas em nosso laboratorio com o intuito de
predizer o efeito da mutagdo sobre a estrutura da proteina NCOA3. Contudo, nédo
obtivemos resultados devido a escassez de informacdes sobre a estrutura da proteina em
bancos de dados de proteinas (como, por exemplo, Uniprot e Protein Data Bank),
especialmente na regido da mutacdo. Outra andlise in silico realizada por meio do
pacote computacional NetPhos 2.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos-
2.0/) mostrou que o amino&cido serina substituido na mutagdo tem 60% de chance de
ser fosforilado in vivo, sugerindo uma possivel alteracdo no processo de sinalizacéo

desta proteina e no seu transporte entre citoplasma e nucleo.

Obviamente, a analise cuidadosa dos modelos animais nocauteados é fundamental, e
seria um desdobramento natural deste estudo. Entramos em contato com o pesquisador
que desenvolveu o camundongo knock-out para estudo, porém, o pesquisador nao
mostrou interesse em estudo colaborativo. A Dra. Erika Kague, co-orientadora deste
projeto, esta empreendendo esforgos em tentativa de nocautear o gene ncoa3 em
zebrafish, na School of Physiology, Pharmacology and Neuroscience (University of
Bristol), com resultados preliminares promissores. Caso o0 knock-out seja obtido,
poderiam ser realizados o0 exame de PEATE e testes comportamentais (como o teste de
resposta ao susto) para avaliar a audicdo destes animais. O estudo detalhado das

possiveis alteracbes morfoldgicas na orelha interna também é fundamental.
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Em virtude da regido mutada estar presente apenas em primatas, ndo € possivel
induzir a mesma mutacdo em zebrafish. Contudo, seria viavel, injetar embrides
selvagens de zebrafish com RNAm humano de NCOA3 contendo a mutagdo. Esta
estratégia foi utilizada por Han et al. (2011) para estudar o efeito da mutacdo no gene
HOMER?2 encontrada em uma familia europeia, com obtencéo de resultados conclusivos
sobre o efeito da mutacdo no sistema auditivo e de linha lateral de zebrafish. Também
poderia ser considerada a possibilidade de trabalhar com linhagens celulares humanas
contendo a mutacdo, selecionando e analisando alguns genes-alvo para verificacdo de
efeitos sobre a expressdo génica. Neste quesito, a andlise critica da literatura
apresentada na discussao permitiu apontar alguns genes e vias de sinalizacdo celular que
poderiam ser preferencialmente investigados para desvendar o mecanismo molecular

por tras do fendtipo de surdez presente na familia.
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Conclusoes

Nosso trabalho teve como objetivo geral estudar a expressdo de um gene candidato a
explicar surdez hereditaria em uma familia de estudada pelo Laboratério de Genética
Humana. Para isto, foram estudados os sistemas mecanossensoriais (sistema auditivo
e/ou linha lateral) de camundongo e zebrafish. Foram os principais achados deste

estudo:

Os experimentos de RT-PCR mostraram expressdo do RNAm do gene na coclea
inteira e no 6rgédo de Corti associado a estria vascular de camundongos com idades P4,
P10 e P16.

Os experimentos de gRT-PCR mostraram maior expressao do RNAm na céclea
inteira e no 6rgdo de Corti associado a estria vascular de camundongos P10 e P16
quando comparado a P4. Também foi observado que uma parcela significativa da

expressdao do RNAm esta concentrada no 6rgdo de Corti associado a estria vascular.

Os ensaios de imunofluorescéncia mostraram expressao da proteina correspondente
nos cortes histologicos de coclea de camundongos P4, P10 e P14. O padrdo de
marcacdo observado é predominantemente citoplasmatico e abrange estruturas diversas
da cdclea, como membrana basilar, 6rgdo de Corti, estria vascular, membrana de

Reissner, limbo espiral e ganglio espiral.

Os experimentos de hibridacdo in situ em animal inteiro mostraram expressao do
RNAmM na orelha interna de zebrafish nos estagios 3dpf, 5 dpf, 5spf e 7spf. A expressdo

na linha lateral ndo foi observada em nenhum dos estagios estudados.

Este conjunto de resultados €é inédito na literatura e sugere um papel importante do
gene candidato tanto no desenvolvimento do sistema auditivo de camundongos, assim

como no desenvolvimento e fisiologia do sistema auditivo de zebrafish.
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