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RESUMO

Objetivos

Mutacdes no gene NCF2 resultam na forma autossémica recessiva da doenca
granulomatosa cronica da infancia. Além de mutacdes conhecidas, descreveu-se
em pacientes com doenga granulomatosa crénica da infancia duas novas
substituices no gene NCF2. O objetivo deste estudo foi investigar se estas
substitui¢des constituem polimorfismos do gene NCF2.
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Métodos

Investigamos a freqiiéncia de duas substitui¢Bes na seqiéncia do gene NCF2 em
214 doadores sadios. A primeira € uma transicdo de C-T na posi¢do —-23 da
regido 5" reguladora. A segunda é uma transicdo de A—- G na posicdo —-21 da
regido 3’ terminal do intron 10. Extraimos DNA gendmico de células do sangue
periférico. O DNA foi amplificado por meio de PCR com primers especificos para
0 gene NCF2, analisado quanto a presenca de polimorfismos conformacionais de
cadeias simples, digerido com endonucleases especificas e sequenciado. O célculo
das freqUiéncias genotipicas e alélicas seguiu a lei de Hardy e Weinberg.

Resultados

Cem individuos foram avaliados quanto a presenca da transi¢cdo C - T na posi¢do
—-23 da regido 5 reguladora; sendo 67% homozigotos para o alelo C, 32%
heterozigotos, e apenas 1% homozigoto para T. Cento e quatorze individuos
foram analisados quanto a presenca da transicdo A - G na posi¢do —21 da regido
3" terminal do intron 10; dos quais 36% foram homozigotos para A, 43%
heterozigotos e 21% homozigotos para G.

Concluséo

Considerando as freqUiéncias alélicas, concluimos que essas variantes
correspondem a polimorfismos do gene NCF2. Suas possiveis implicac6es na
expressdo do gene NCF2 constituem objeto de pesquisa atual em nosso
laboratorio.

Termos de Indexag¢do: imunodeficiéncias primarias, distlrbios fagocitarios,
crianca, infecgdes de repeticéo.

ABSTRACT

Objectives

Mutations in the NCF2 gene result in an autosomical recessive form of chronic
granulomatous disease of childhood. We have recently described nucleotide
changes in p67-phox—deficient chronic granulomatous disease of childhood in
patients that apparently were not responsible for their chronic granulomatous
disease of childhood phenotype. To determine if two of these changes are genetic
polymorphisms, we analyzed their occurrence in the general population.

Methods

We investigated the frequency of two substitutions in NCF2 gene in 214 healthy
individuals. The first corresponded to a C- T transition at position -23 of the 5’
regulatory region of the gene. The second corresponded to an A - G transition in
position -21 of the 3’ end of intron 10 (IVS10-21A - G). NCF2 gene fragments
from genomic DNA were amplified by PCR with specific primers. These
substitutions were detected in genomic DNA by conformational polymorphism
analysis of PCR-generated fragments, restriction endonuclease digestion assays,
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and DNA sequencing. Genotypes and allelic frequencies were calculated by the
Hardy-Weinberg law equation.

Results

A total of 100 healthy subjects were analyzed for the presence of the C-T
transition of the 5’ regulatory region of the gene, 67% were homozygous for C,
32% were heterozygous, and 1% was homozygous for T. The A - G transition in
intron 10 was analyzed in 114 subjects, 36% were homozygous for A, 43% were
heterozygous, and 21% were homozygous for G.

Conclusion

Considering the allelic frequencies, we conclude that both substitutions
correspond to polymorphisms of NCF2 gene. The possible implications for
transcription or expression of NCF2 gene are under current investigation in our
laboratory.

Index terms: primary immunodeficiencies, phagocytes disorders, child, recurrent

infections.

INTRODUCGCAO

As células fagociticas tém um papel funda-
mental na defesa inata do hospedeiro contra as
infeccdes. Para esta fungdo, os neutroéfilos, eosindfi-
los, monécitos e macréfagos possuem um eficiente
sistema microbicida dependente do oxigénio, cuja
atividade é conhecida como exploséo respiratéria dos
fagocitos®. A producdo de reativos intermediarios do
oxigénio (ROS) ocorre como consequéncia da
ativacdo de um complexo enzimético denominado
NADPH oxidase, que esta localizado principalmente
na membrana fagolisossomal. Esse sistema transfere
os elétrons do NADPH citosolico para o vactolo, com
a finalidade de reduzir o oxigénio a anion superéxido,
dando inicio aos eventos que levam a morte dos
patdgenos.?

O centro enzimético do complexo NADPH
oxidase é constituido por varios elementos. A
glicoproteina de 91 KDa (gp91-phox) e a proteina
de 22 KDa (p22-phox) formam um heterodimero
denominado flavocitocromo b, ., presente na
membrana das células fagociticas®. As proteinas de
localizagdo citosolica sdo a p47-phox, p67-phox e
p40-phox, as quais se transladam para a membrana
guando os fagdcitos sdo ativados®. Um defeito na

proteina gp91-, p22-, p47- ou p67-phox produz a
Doenga Granulomatosa Cronica da infancia (DGC),
uma imunodeficiéncia primaria caracterizada por
infeccOes graves e recorrentes causadas principal-
mente por bactérias catalase positiva e fungos*.

Além dessas mutacOes associadas com a
DGC, sdo encontradas diversas substituicdes nos
genes do sistema oxidase, algumas delas
consideradas polimorfismos, pois sua frequéncia na
populagdo geral é mais elevada do que se esperaria
apenas pela taxa de mutacgado recorrente®. No gene
da p67-phox foram descritas varias mutagdes
responsaveis pela DGC, em varias regides da
sequéncia deste gene.®” Recentemente foram
encontradas algumas substituicdes ndo descritas
previamente, durante a caracteriza¢do de pacientes
com DGC, secundaria a deficiéncia de p67-phox, 0s
quais além das mutacdes responsaveis pelo fenétipo
de DGC, apresentavam diferentes substitui¢cBes de
nucleotideos, que também foram identificadas em
individuos sadios, e que por sua localizagdo na
estrutura do gene, poderiam modificar parcialmente
a expressao do mesmo®. Uma destas alteragdes
corresponde a transi¢do de C - T na posicdo —23 da
regido 5 reguladora do gene, que pode ter
importancia na regulacdo do promoter do gene®. A
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outra substituicao é uma transi¢do de A - G no intron
10, na posicao de 21 nucleotideos antecedendo o
inicio do éxon 11 (IVS10-21 A-G), local de
importancia para o splicing da molécula e
processamento do RNA maduro®. O objetivo deste
trabalho foi investigar a freqiiéncia destas variacdes
alélicas na popula¢do geral, e determinar se estas
constituem polimorfismos do gene NCF2.

CASUISTICAE METODOS

Foram estudados 214 individuos néao
relacionados, voluntarios sadios da populacéo geral,
de ambos os sexos, com idades entre 18 e 40 anos.
ApOs leitura e concordancia com os termos do
Consentimento Livre e Esclarecido foi realizada uma
peqguena entrevista inicial sobre seu estado de salide
e 0 registro de episédios infecciosos mais
importantes. A seguir, foram coletados 10mL de
sangue venoso periférico em tubos com heparina.
Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas, em
conformidade com a resolucédo 196/96 do Conselho
Nacional da Satde do Brasil.

Obtencado de DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido do sangue
venoso periférico, utilizando-se o kit DNA Purification
(Promega, Madison, WI), segundo as instru¢des do
fabricante. O DNA foi ressuspendido em 100ul de
tampé@o TE (Tris 10mM, EDTA 1mM) e armazenado
a 4°C até seu uso.

Amplificagdo por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR)

As zonas do DNA gendmico correspondentes
aregido 5 reguladora do gene NCF2 e ao extremo
3" do intron 10 do mesmo gene foram amplificadas
a partir do DNA gendmico obtido dos individuos
sadios. Os oligonucleotideos usados para aregido 5’

foram: p67-5'LB 5’ACCTCTGGCTGGTGACAC3’ e
p67-EX1RB 5’'CCTCCCTGGTGATAATGACAZ3’;
enquanto que para o intron 11 foram p67-Ex11LA
5'GTGTTTCCCCACATCCAC3 e p67-Ex11RA
5'CAGGGAGAGGAACTCAGGAS.

As reagdes de amplificagdo foram feitas num
volume final de 50 pl utilizando Amplitag Gold (Perkin
Elmer). As condi¢Bes da reacdo de amplificacdo
foram de 30 ciclos de 96°C/2min, 63°C/15seg e
72°C/30seg, seguidos de um ciclo de extensdo de
72°C por 7 minutos, o qual foi realizado num
termociclador Gen® PCR Sistem 9600 (Perkin Elmer).
Com a finalidade de confirmar a amplificacédo, os
fragmentos foram visualizados por meio de luz
ultravioleta, depois sua separagdo por eletroforese
em gel de agarose a 2% corado com brometo de
etidio.

Analises de polimorfismos
conformacionais de cadeia simples (SSCP)

Com a finalidade de identificar polimorfismos
conformacionais nos fragmentos de amplificagao
correspondente a regido 5’ do gene NCF2
(oligonucleotideos p67-5'LB e p67-EX1RB) e
ao extremo 3’ do intron 10 (oligonucleotideos
p67-Ex11LA e p67-Ex11RB), os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese em condi¢Bes
nativas utilizando uma camara de sequenciamento.
Para isso misturou-se 5pl da reacdo de PCR com azul
de bromofenol dissolvido em formamida, o DNA foi
desnaturado por 2min a 80°C, em seguida foi
colocado sobre um gel de poliacrilamida a 6% e foi
corrida uma eletroforese a 35 Watts por 3 horas. A
seguir, o gel foi corado com uma solucao de prata
seguindo protocolo previamente descrito™!.

Identificagdo do polimorfismo na
posicdo -23 da regidao 5

O fragmento de DNA obtido depois da
amplificacdo daregido 5" do gene NCF2 foi digerido
com a enzima de restricdo Mae ll, 2U/pl (Boehringer
Mannheim), a 55°C durante 3 horas, em um
volume final de 25ul, em tampao especifico
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(20mM Tris-HCL, 275mM NaCL, 6mM MgCL,, 7mM
2-mercaptoetanol, pH 8.2). Esta enzima reconhece
e corta no sitio GTNAC, onde N significa qualquer
nucleotideo. O produto da digestao foi submetido
a eletroforese em gel de agarose NuSieve (FMC
BioProducts, Rockland, Maine) a 2,5%. O gel foi
corado com brometo de etidio (1ug/ml), e as
bandas foram visualizadas e fotografadas sob luz
ultravioleta.

Sequenciamento enzimatico do DNA

As amostras de DNA amplificadas por PCR
foram purificadas utilizando o Concert Rapid PCR
Purification System (Life Technologies, Gibco) e
seqlienciadas pelo método enzimatico de
incorporagdo de dideoxinucleotideos, utilizando o
kit DNA sequencing Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction for ABI 377 (PE/
Applied Biosystems). Quando indicado, o
fragmento foi subclonado no vetor pBlueScript
conforme ensaios padronizados*?. Uma vez obtidas
as seqliéncias alteradas, estas foram comparadas
com as sequéncias normais a partir dos dados do
GenBank.

Estatistica

As frequéncias dos polimorfismos foram
determinadas a partir das leis de Hardy-Weinberg,
gue sdo uma extensdo das leis Mendelianas e
descrevem as freqiiéncias de alelos e de gendtipos
para populagdes em equilibrio génico. A lei de Hardy
e Weinberg estabelece que p? + 2pg + g2 = 1, onde
p= frequéncia do alelo dominante e g= freqiiéncia
do alelo recessivo®.

RESULTAD OS

Transicdo de C por T na posi¢do -23 da
regido promotora do gene NCF2

Para determinar a frequéncia desta substi-
tuicdo, o fragmento de 465 pb que inclui aregido 5’

promotora do gene, foi obtido do DNA genémico
amplificado por meio de PCR, de 100 individuos
sadios. Esse fragmento foi digerido com a enzima
de restricdo Mae lll, que corta a citosina na posi¢ao
—23. AFigura 1A mostra o padréo de digestdo deste
fragmento nos diferentes individuos. Os homozigotos
para o alelo C geraram fragmentos de 138pb e
316pb, os heterozigotos (C/T) geraram fragmentos
de 138, 316 e 454pb.

Embora os individuos homozigotos para o
alelo referido (C/C) pudessem gerar trés fragmentos
(316pb, 138pb e 11pb), somente dois deles séo
visiveis, pois o terceiro € muito pequeno para ser
observado. Os individuos homozigotos para 0 novo
alelo (T/T) devem gerar dois fragmentos (454pb e
11pb) e os heterozigotos podem apresentar os 4
possiveis fragmentos.

A andlise SSCP do produto de PCR revelou
diferentes padrdes eletroforéticos para cada genétipo
(Figura 1B). Cada produto de amplificagdo é
desnaturado, migra nas suas condi¢des nativas,
permitindo observar trés bandas nos individuos
heterozigotos e apenas duas nos homozigotos. Para
confirmar esses resultados, sequenciamos a regiao
gue contém a substituicdo (Figura 1C). Sessenta e
sete dos 100 sujeitos foram homozigotos para C, 32
foram heterozigotos, e somente um deles foi
homozigoto para T (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncias fenotipicas e alélicas dos polimorfismos
-23C-T e IVS10-21A-G, calculadas por meio da lei de
Hardy-Weinberg.

5’-23C.T IVS10-21A.G

Freqiiéncias n (frequéncia) n (frequiéncia)

genotipicas C/IC 67 (0,67) A/IA 41 (0,36)
C/IT 32 (0,32) A/IG 49 (0,43)
T 1(0,01) GIG 24 (0,21)

Frequiéncias C 163 (0,83) A 131 (0,575)

alélicas T 33 (0,17) G 97 (0,425)
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Figura 1. Transicao de C por T na posi¢do —23 da regido promotora
do gene NCF2.
Painel A. Eletroforese dos fragmentos de PCR da regido 5" do gene
NCF2 digeridos com Mae Ill. As linhas 1, 3 e 4 mostram o padréo de
digestdo dos homozigotos para C na posi¢do —23. A linha 2 mostra
o heterozigoto (C/T).
Painel B. Andlise de SSCP dos fragmentos de PCR da regido 5 do
gene NCF2 em 9 individuos estudados. A concordancia desses
padrdes de migracdo com os diferentes genotipos na posigao —23
do promotor foi confirmada pela digestdo com Mae Il e
seqlienciamento do DNA.
Painel C. Sequiéncia de DNA da regido 5" do gene NCF2 de individuos
apresentando diferentes geno6tipos. As setas indicam os nucleotideos
presentes na posicao —23.

Transicdo de A por G na posicdo -21
do intron 10 (IVS10-21A - G) no gene
NCF-2

O ensaio SSCP usando um fragmento de PCR
de 200pb contendo o final 3" do intron 10 foi realizado
para identificar a substituicdo de A por G na posi¢ao
-21 do intron 10, ja que ndo achamos uma enzima
de restricdo para a identificacdo da substituicdo.

Observamos um padrao de quatro bandas
para os individuos heterozigotos (G/A), e duas bandas
para os homozigotos (A/A) ou (G/G) (Figura 2A). Essa
substituicdo nucleotidea foi confirmada por
sequienciamento, usando o método enzimatico de
incorporacdo de dideoxinucleotideos como
mencionado nos materiais e métodos (Figura 2B).
Uma completa correlacdo entre o seqlienciamento
e os dados da migracé@o do SSCP foi observada. Dos
114 sujeitos analisados para essa transicdo
nucleotidea, 41% foram homozigotos para A, 49%
foram heterozigotos e 24% foram homozigotos para
G (Tabela 1).

DISCUSSAO

Somente 2% a 3% do DNA humano se
expressa. Assim, 0 maior parte do genoma humano
ndo é composto por genes que transcrevem um RNA
importante para a produgcdo de uma proteina
fundamental. MutacBes neste DNA ndo chegam a
ter um efeito no fendtipo do individuo e por este
motivo ndo séo eliminadas da popula¢do. Em outras
palavras, o DNA que nao é transcrito esta mais sujeito
aacumular mutagdes, constituindo uma grande fonte
de variabilidade no DNA dos individuos. Estas
variagcdes genéticas sem conseqiiéncias aparentes,
precisam ser diferenciadas daquelas que causam o
aparecimento de doencas genéticas, por afetarem
regibes importantes de genes fundamentais para o
individuo.

O objetivo deste trabalho foi determinar a
freqUiéncia de duas substituicdes de nucleotideos
localizadas em regides ndo transcritas do gene NCF2.
Estas regides sdo importantes para 0 comeco da
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Figura 2. Transicdo de A por G na posicdo —21 do intron 10 (IVS10-21A®G) no gene NCF-2.
Painel A. Andlise por SSCP da regido do intron 10-exon 11 do gene NCF2 de 10 individuos sadios. Esse Padrdo de migracdo concorda com os
diferentes gendtipos na posicdo —21 do intron 10, identificados por sequenciamento do DNA.
Painel B. Sequéncia do DNA da regido do intron 10-exon 11 do gene NCF2. As setas indicam os nucleotideos presentes na posi¢do —21 do

intron 10.

transcricao génica (regido 5  reguladora) ou para o
splicing do RNA (seqiiéncia receptora do intron 10),
e portanto, uma variacdo nessa sequéncia pode
resultar numa alteracdo da expressdo génica,
reduzindo a sintese da p67-phox e conseqiiente
diminuicdo da atividade microbicida das células
fagociticas.

A transicao na posicdo —23 na regido 5" do
gene NCF2 foi detectada na maioria dos individuos
sadios estudados com uma frequiéncia alélica de 17%
para o alelo T, o que corresponde a um polimorfismo
no gene NCF2. Embora outros polimorfismos tenham
sido descritos neste gene®, a mudanca -23C.T é a
primeira a ser descrita na regiao promotora do gene
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NCF2, e pode ter implicacdes para o inicio de sua
transcricéo.

A eficiéncia da transcricdo estd sujeita a
regulacdo por proteinas ativadoras ou supressoras
da transcricdo. Sugere-se que os fatores de
transcri¢do unidos ao DNA influenciam a transcrigéo
por meio de interacdo proteina-proteina, com fatores
de iniciacao geral, resultando na potencializa¢édo do
recrutamento ou estabilizagdo do complexo do
promotor basal ao molde. Um desses ativadores € o
Sp1, que se liga as chamadas caixas GC. O Spl é
universalmente expresso, sendo necessario para a
expressdo constitutiva e induzivel de uma variedade
de genes. Outros fatores de transcri¢do descritos no
promoter do gene NCF2 incluem o Sp1/Sp3, PU.1,
AP-1, PU.1/HAF1, importantes para a atividade do
promotor®*®, Embora o polimorfismo aqui apresentado
nao esteja localizado em nenhuma seqiéncia
reguladora conhecida do promotor do gene NCF2,
sua proximidade ao sitio de inicio de transcrigéo,
sugere que este possa alterar a expressdo do RNA.

Também foi investigada a freqiiéncia alélica
de uma segunda mudanca substituicéo, a transicéo
de A por G na posi¢ao —-21 (IVS10-21A - G) no gene
NCF2. Esta alteracdo pode modificar o splicing do
exon 11 neste gene®. A substituicdo —21A foi
encontrada no branch acceptor sequence do intron
10, o qual é necessario para a formacdo do laco
entre a extremo 5’ livre e 0 extremo 3'terminal do
intron?617,

Durante o splicing do RNAm, o sitio doador
no extremo 5° do intron é cortado por
ribonucleoproteinas que constituem o esplaisossomo,
gerando um exon com um extremo 3’ livre e um
fntron com uma guanina livre no extremo 5. O grupo
fosfato desta guanina livre é esterificado com um
grupo hidroxila de uma adenina conservada,
localizada na seqiiéncia branch acceptor, entre os
nucleotideos —18 e —37 do extremo 3" do intron. Estes
acontecimentos permitem a formacgdo do laco e o
corte do extremo 3" do intron. Simultaneamente com
a excisdo do intron, ambos os exons sdo unidos e a
sequéncia do intron é removidaZ®.

A substituicdo descrita no intron 10, pode
alterar o splicing do RNA do gene NCF2 no intron 10
e no exon 12. Em alguns casos o splicing normal
estd presente, pois o extremo 5 no intron 10
reconhece o sitio aceptor de splicing no mesmo intron.
Entretanto, em outras circunstancias, a formacéo do
laco ocorre entre o extremo 5 do intron 10 e a
sequéncia aceptora de splicing no intron 11, a qual
resulta em exclusdo do exon 11. A eliminacdo deste
exon pode mudar o marco de leitura e resultar em
uma proteina truncada (Figura 3).

Exon 10 21 Exon 11
[ | A -
Exon 10 Exon 11
- A
-21

Exon 10 Exon 11

Exon 10 G Exon 11
— = R
— -21 —
G
Exon 10 Exon 12
Exon 11 A

-21

Exon 10 Exon 12 Exon 13
[

Figura 3. Splicing Alternativo. A transi¢cdo de A por G na posi¢do
—-21 do intron 10 (IVS10-21A - G) no gene NCF-2 pode
modificar parcialmente o splicing do exon 11 neste gene
(8). A posicao -21 esta localizada na seqiiéncia branch
acceptor do intron 10, que é necessaria para a formacao
do lago entre a regidao 5’ e o extremo 3’ do intron 10.

No grupo de individuos sadios analisados para
essa transicao, 36% foram homozigotos para A, 21%
foram homozigotos para G, e o restante foi
heterozigoto. Estes dados indicaram uma freqiiéncia
alélica para G de 42,5%. Como este alelo esta
presente em quase metade da populacédo sadia,
pode ter um papel importante na expressdo da
p67-phox.

Estudos preliminares de nosso grupo indicam
gue algumas espécies de RNAM nao possuem o exon
118, A redugéo de moléculas de RNAM normais em
células que carregam um dos polimorfismos que
descrevemos pode diminuir a expressao da p67-phox.
Entretanto, na maioria dos casos, a reducdo do
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ndmero de moléculas de RNAmM pode néo alterar a
funcdo do sistema NADPH oxidase, jA& que um
numero reduzido de moléculas de p67-phox é
suficiente para a ativacdo completa e normal deste
sistema. Porém, estes polimorfismos podem ser
deletérios se presentes simultaneamente com
mutagBes no gene, afetando drasticamente a
expressdo ou a funcdo da proteina p67-phox ou de
outros genes envolvidos na resposta imune. Além
disso, efeitos adicionais ou diferentes destes, podem
ser causados por polimorfismos, conduzindo a uma
resposta imune anormal em individuos normais. Em
pacientes que ja apresentam resposta imune
defeituosa, os efeitos sinérgicos poderiam ser ainda
piorest®20,

Considerando as frequéncias alélicas
observadas nesta pesquisa, concluimos que essas
variantes constituem polimorfismos do gene NCF2.
Suas possiveis implicagdes sobre a expresséo do gene
NCF2, funcionamento da proteina p67-phox, por ele
codificada, atividade do sistema NAPDH oxidase, por
elaintegrado, e conseqlientemente sobre a resposta
imunolégica, constituem objeto de pesquisa atual
em nosso laboratorio.
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