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1. Características Clínicas da Ataxia-Telangiectasia

Ataxia-telangiectasia (A-T) é uma síndrome autossômica recessiva de instalação na infância com incidência de 1:40.000 a 1:100.000 nascidos vivos. É caracterizada por ataxia cerebelar progressiva com degeneração das células de Purkinje, telangiectasia cutânea (vasos sangüíneos dilatados), apraxia oculomotora, disartria, elevados níveis de alfa-feto proteína no soro, deficiências imunológicas com severas infecções pulmonares, instabilidade cromossômica, sensibilidade à radiação ionizante e predisposição a câncer, especialmente linfomas e leucemias (Boder e Sedgwick, 1958; Taylor e Harnden, 1975; Metcalfe et al. 1996; Gatti et al. 2001). Características adicionais desta síndrome incluem envelhecimento precoce, degeneração do timo e dos ovários, retardo no crescimento e encurtamento dos telômeros. A freqüência de heterozigotos na população caucasiana tem sido estimada entre 1 a 1.8% e os heterozigotos apresentam aumento na susceptibilidade a câncer, mais especificamente, câncer de mama (Easton 1994; Swift et al. 1987; Gatti et al. 1999; Concannon 2002). Entretanto, dados mais recentes de estudos em cohortes sugerem que a freqüência de heterozigotos pode chegar a 10% (Gatti et al. 1999, Teraoka et al. 2002).


A descrição original de pacientes com A-T foi feita por Syllaba e Henner em 1926. Eles descreveram três adolescentes tchecas com coreoatetose progressiva e severas telangiectasias oculares. Mais tarde, em 1941, Louis-Bar descreveu um caso de um menino belga com ataxia cerebelar progressiva e extensas telangiectasias oculocutâneas, identificado com pertencente à família da facomatoses, podendo ser tanto uma variante da síndrome de Sturge-Weber ou uma doença independente.

 
Entretanto, foi somente em 1958 que A-T foi reconhecida como uma entidade independente por Boder e Sedwick, que propuseram o nome para a síndrome e chamaram atenção para uma terceira  característica bastante freqüente em pacientes A-T: infecções pulmonares recorrentes. Este trabalho incluía ainda a primeira autópsia de um paciente A-T de que se tem conhecimento e que revelou a ausência de timo e ovários. Centerwall e Muller (1958) forneceram dados sobre mais uma autópsia e propuseram a eponímia “síndrome de Louis-Bar” para a síndrome da Ataxia-telangiectasia (revisado por Boder, 1975). 


A característica mais óbvia e debilitante da A-T é ataxia cerebelar progressiva, normalmente observada logo após se aprender a andar. Com aproximadamente 10 anos de idade, a maioria dos pacientes A-T não consegue mais andar sem assistência e normalmente requer o uso de cadeira-de-rodas. Tremores dos membros superiores e lentidão em iniciar e desenvolver atividades involuntárias passam a ser notados com a progressão da doença (Boder, 1975). 


Telangiectasias contribuem para o diagnóstico e auxiliam a distingüir A-T de outras ataxias cerebelares, como a ataxia  de Friedriech. O estabelecimento inicial das telangiectasias ocorre normalmente após o da ataxia, sendo observado normalmente entre 2 e 8 anos de idade (Gatti et al. 1991). Pouco se sabe a respeito da angiogênese anormal observada em pacientes A-T. Contudo, telangiectasias também aparecem em indivíduos expostos a tratamento radioterápico e pode ser que esteja correlacionada à observada em homozigotos A-T (Lavin e Shiloh, 1997). 


A sensibilidade exagerada à radiação ionizante como conseqüência de radioterapia para o tratamento de câncer em pacientes A-T foi inicialmente observada há mais de 30 anos. Gotoff et al.(1967) descreveram um paciente com A-T de 10 anos que apresentou uma severa reação colateral a doses terapêuticas de raios-X, que se 

manifestou como um acentuado eritrema cutâneo com liberação de soro, que acabou levando o paciente a óbito. Esta foi a primeira evidência de que pacientes A-T parecem incapazes de reparar lesões no DNA induzidas por radiação ionizante. Esta radiossensibilidade também foi demonstrada in vitro tanto em fibroblastos quanto em linfoblastos de homozigotos A-T, que se apresentaram sensíveis à radiação ionizante e a uma variedade de drogas radiomiméticas e radicais-livres (Taylor e Harnden, 1975; Paterson et al. 1979a). Heterozigotos para A-T tendem a apresentar níveis intermediários de sensibilidade à radiação (Paterson et al. 1979b). Um outra característica observada em homozigotos A-T é a síntese de DNA radiorresistente (RDS), que é obtida ao se medir a síntese de DNA de fibroblastos irradiados (Young e Painter, 1989). Normalmente, a ativação do controle do ciclo celular retarda ou interrrompe a progressão do ciclo, desta forma permitindo tempo necessário para que mecanismos de reparo corrijam lesões no material genético antes que este seja copiado para a próxima geração de células-filhas. A síntese de DNA radiorresistente observada em pacientes A-T é conseqüência de falha nos mecanismos de controle dos “checkpoints” do ciclo celular, que se observa normalmente em células sadias (Kleijer et al. 1994).


A maioria dos pacientes A-T apresenta deficiência humoral e celular. A classificação inicial da A-T entre as doenças de imunodeficiência se originou com as descrições de hipogamaglobulinemia nesses pacientes  (Centerwall e Muller, 1958; Gutmann e Lemli, 1963; Ammann 1969; Regueiro et al. 2000). Tipicamente, os níveis de IgA estão reduzidos ou ausentes e deficiência de IgE tem sido descrita em 80% dos pacientes (Amman 1969; Regueiro et al. 2000). Uma possível explicação para essa imunodeficiência envolve a instabilidade cromossômica também característica da síndrome. Entretanto, até a presente data, nenhum mecanismo preciso capaz de 

explicar a imunodeficiência foi definido. Homozigotos A-T apresentam aberrações cromossômicas não-randômicas, especialmente envolvendo os cromossomos 7 e 14  (14q11, 14q32, 7q35, 7p14) (Kojis et al. 1989; Kojis et al. 1991). Esses sítios de quebras estão relacionados a loci para receptores de células T, imunoglobulinas e oncogenes. Em diversos tumores de células T envolvendo quebras em 14q11, o gene para a cadeia ( do receptor de células T (TCR() tem sido encontrado dividido entre as regiões variável e constante, com translocação da região C  (Stern et al. 1988). Além disso, os sítios cromossômicos 7q35 e 7p14 correspondem a loci de genes para cadeias ( e ( de receptores de células T (TCR( e TCR(), respectivamente (Isobe et al. 1985; Mure et al. 1985). Pacientes A-T apresentam predisposição extremamente elevada para leucemias linfocíticas crônicas de células T, algumas das quais têm sido associadas a clones cromossômicos anormais (Taylor et al. 1981 e Hollis et al. 1987).

2. O gene ATM 
O gene mutado em pacientes A-T, o gene ATM (“Ataxia-telangiectasia mutated”), mapeado no cromossomo 11q23.1 (Gatti et al. 1988, Lange et al. 1995) é composto por 66 exons distribuídos em mais de 150 kb de DNA genômico (Savitzky et al. 1995a, Savitzky et al. 1995b, Platzer et al. 1997) e codifica para um transcito principal de 13kb com uma fase aberta de leitura (“open reading frame” ou ORF) de 9168 nucleotídeos. Durante os esforços para se clonar o gene da A-T, mapeamentos de cDNAs correspondentes ao mesmo locus do ATM e a análise da região promotora revelaram um segundo gene, E14/CE3/NPAT localizado a 0.5 kb “upstream” ao ATM. Este gene é transcrito em direção oposta ao ATM e é expresso em vários tecidos, mas sua função permanece desconhecida (Byrd et al. 1996, Chen et al. 1997).

A proteína ATM de 370 kDa se localiza predominantemente no núcleo celular, é expressa em todos os tecidos e é um membro da família de quinases relacionadas a fosfatidilinositol 3-quinase (“phosphatidylinositol 3-kinase related kinase” ou PI3KK), cujo domínio catalítico se encontra na região C-terminal (Watters et al. 1997; Chen et al. 1996; Smith et al. 1999). ATM tem forte similaridade a várias proteínas envolvidas na resposta a lesões no DNA e “checkpoint” celular, como Tel1p e Mec1p em Saccharomyces cerevisiae, Rad 3 em Schizosaccharomyces pombe, mei-41 em Drosophila melanogaster e a protéinas humanas DNA-PKCS, ATR e mTOR/FRAP (Savitsky et al. 1995a, Savitsky et al. 1995b; Platzer et al. 1997; Abraham 2001). Membros da família PI3KK exibem similaridades estruturais e organizacionais. São polipeptídeos grandes cujo domino catalítico é flanqueado por dois domínios menos conservados evolutivamente, FAT (FRAP/ATM/TRRAP), localizados a, apenas, 500 aminoácidos “upstream” ao domínio catalítico e, ainda, um domínio FATC (C for carboxy-terminal), composto de 35 aminoácidos no extremo fim da região C-terminal (Figura 1) (Bosotti e Isacchi, 2000, revisado por Abraham 2001).
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Figura 1:  Representação esquemática dos domínios estruturais de ATM. O domínio catalítico relacionado às PI3KK (PI3Kc) se situa entre os resíduos 2715-3011. A região amino terminal (hachurada) (resíduos 1493-1773) indica a região homóloga entre ATM e ATR, cuja função permanece indefinida (Abraham, 2001).

Em geral, proteíno-quinases relacionadas à fosfatidilinositol 3-quinase (PI-3K) são pertencentes à família de quinases de serina-treonina. Elas têm como alvo modificar   proteínas  downstream  dentre  os membros   dos  “checkpoints”  do  ciclo 

celular e/ou elementos mais distais que ativam mecanismos de reparo, desta forma,

atuando na manutenção da estabilidade genômica (Tabela 1) (Pandita 2002). 

  Tabela 1: Genes com funções similares a de ATM

	Gene
	 
	  Funções
	 

	ATR
	Resposta a danos no DNA em vertebrados

	DNA-PK
	Reparo de DNA, recombinação V(D)J e proteção dos

	
	telômeros em mamíferos

	mTOR/FRAP
	Regula síntese proteica em resposta a hormônios

	
	ou fatores de crescimento em mamíferos

	mei-41
	Retardo no início da mitose induzida por radiação ( 

	
	em D. melanogaster
	

	MEC1
	Manutenção dos telômeros e regulação de transcrição em 

	
	em S. cerevisiae
	
	

	TEL1
	Regulação dos telômeros, parada do ciclo celular e 

	
	reparo de DNA em S. cerevisiae
	

	rad3
	Regulação do comprimento dos telômeros e resposta a danos

	 
	no DNA em S. pombe







 

Modificada de Pandita, 2002

Os substratos específicos de ATM apresentam um motivo consenso sendo fosforilados em resíduos de serina ou treonina apenas se seguidos por uma glutamina (motivo SQ/TQ). A fosforilação é diminuída se aminoácidos positivamente carregados se localizarem próximos ao alvo SQ/TQ; de forma contrária, aminoácidos negativamente carregados contribuem aumentando a fosforilação das serinas/treoninas (Pandita, 2002). A atividade quinase de ATM é aumentada aproximadamente 2,5 vezes imediatamente após exposição à radiação ionizante, e declina a níveis basais passada a primeira hora pós-irradiação (revisado por Rotman e Shiloh, 1998, Pandita et al. 2000).

Deficiência em ATM resulta em “checkpoints” do ciclo celular G1, S e G2 

anormais   e  embora  substratos   de  ATM  ainda   estejam  sendo  elucidados,  já  foi demonstrado que ATM atua “upstream” a p53, BRCA1, tirosino-quinase c-Abl,  hCds1/chk2, NBS1, FANCD2, MDM2, H2AX e PHAS-1 (revisado por Kastan e Lim, 2000). Esta rede de eventos de fosforilação regulada por ATM participa da resposta a estresse, manutenção do genoma, ativação dos “checkpoints” do ciclo celular e contribui para o processamento de quebras duplas no DNA (“double strand breaks” ou DSBs) após radiação ionizante (Rotman e Shiloh, 1998; Pandita, 2002). Em mamíferos, DSBs são reparadas por recombinação homóloga ou ligação não-homólogas de extremidades. Na ligação não-homóloga de extremidades, duas extremidades quebradas são reunidas diretamente, sem o requerimento de uma contraparte homóloga não-lesada entre as duas extremidades, enquanto que na recombinação homóloga, uma cromátide irmã é utilizada como a modelo para o reparo da quebra-dupla. Ainda não está claro como ATM é capaz de reconhecer DSBs e quais são os ativadores de ATM, mas crescentes evidências sugerem que o estímulo (i.e. estresse genotóxico) de alguma forma muda o domínio quinase de ATM de um estágio de baixa para alta atividade (Abraham 2001; Bakkenist e Kastan 2003).
3. Algumas proteínas relacionadas à ATM

As proteínas Tel1p e Mec1p de Saccharomyces cerevisae têm um domínio C-terminal de aproximadamente 400 aminoácidos e são similares a um número de proteínas de mamíferos, como ATM, ATR, DNA-PK, mTOR e de levedura, como  Rad3. Dentre as proteínas que fazem parte da família relacionada a fosfatidilinositol 3-quinase, Tel1p apresenta maior similaridade com ATM (Greenwell et al. 1995). A manutenção da estabilidade genômica depende de uma resposta eficiente a danos no DNA.   A   instabilidade   telomérica   envolve   associações   entre  extremidades  dos 

cromossomos, um fenômeno comumente observado em paciente A-T, bem como na maioria dos tipos de tumores em humanos. Mutantes de Tel1 e Mec1 apresentam telômeros mais curtos e não interrompem a progressão do ciclo celular em resposta a lesões no DNA. Surpreendentemente, somente mutantes de Mec1 são sensíveis a agentes que causam danos no DNA, como ultra-violeta, raios-X e hidroxiuréia (Weinert et al. 1994). Mutantes de Tel1 não são sensíveis a tais agentes, mas a introdução de uma cópia extra de Tel1 em mutantes de Mec1 faz com que o último deixe de apresentar sensibilidade a ultra-violeta, raios-X ou hidroxiuréia (Morrow et al. 1995). Além disso, mutantes Mec1 não são viáveis, o que sugere que Mec1 deve desempenhar um papel essencial no funcionamento celular (Mallory e Petes, 2000).

O gene da proteíno-quinase dependente de DNA (DNA-PK ou PRKDC) foi mapeado no cromossomo 8q11 e codifica para uma proteína nuclear presente em várias de espécies eucarióticas (OMIM #600899). O locus cromossômico do gene DNA-PK é coincidente com o do gene XRCC7 que complementa defeitos de  reparo de DSBs e recombinação V(D)J em hamster V3 e celular murinas com imunodeficiência several combinada (severe combined immunodeficiency ou SCID). Defeitos no DNA-PK levam à hipersensibilidade à radiação ionizante, defeito no reparo de DSBs e inabilidade em desenvolver recombinação V(D)J (Hartley el al. 1995; Jackson e Jeggo, 1995). Um aspecto interessante de DNA-PK é que essa proteína necessita se ligar ao DNA para apresentar sua subunidade catalítica (DNA-PKCS). Separada do DNA, a subunidade catalítica de DNA-PK é inativa e requer que outra proteína a direcione à molécula de DNA, desta forma, ativando sua atividade quinase. DNA-PKCS se associa a duas subunidades do autoantígeno Ku, Ku70 e Ku80 que,   então,  guiam  DNA-PKCS  aos  sítios  de  DNA  lesado  (revisado  por  Lavin  e

Shiloh, 1997). DNA-PK apresenta atividade quinase em serina/treonina dependente de Mg+2, ATP e substrato (revisto por Smith, 1999; Abraham 2001). 

ATR (ATM and Rad3-related) foi mapeado no locus gênico 3q22-24 e é estruturalmente relacionada a ATM, Mec1 e Rad3 (revisado por Tibbetts et al. 1999). Essa proteína participa da ativação dos “checkpoints” do ciclo celular induzidos por lesões no DNA. Como anteriormente mencionado, ATM é mais diretamente relacionada à Tel1, enquanto ATR parece ter sua contraparte em levedura em Mec1 (Mallory e Petes, 2000; Craven et al. 2002). A especificidade dos substratos de ATR parece se sobrepor ao apresentado por ATM (Kim et al. 1999) com ambas as vias convergindo em p53. Tem sido difícil precisar a função in vivo de ATR porque camundongos deficientes em ATR são inviáveis (Brown e Baltimore 2000). Entretanto, evidências in vitro sugerem que a atividade quinase de ATR na maioria dos substratos, é significativamente menor que a apresentada por ATM (Canman et al. 1998). Além disso, há grande contraste entre essas duas quinases no que diz respeito às suas atividades em respostas a danos no DNA. Genericamente, ATR parece responder aos tipos de danos causados por ultra-violeta e hidroxiuréia enquanto ATM responde aos danos provocados por radiação ionizante. Foi demonstrado que ATM parece ser a quinase resposável pela fosforilação inicial de p53 na serina 15 (Ser15) (Canman et al. 1998). Por outro lado, experimentos realizados em linhagens celulares A-T revelaram que a fosforilação, embora retardada, na Ser15 de p53 acontece tanto em resposta a IR quanto a UV; o que foi demonstrado como conseqüência da atividade de ATR (Canman et al. 1994, Canman et al. 1998, Tibbetts et al. 1999). Além de fosforilar Ser15, ATR também fosforila Ser37, mas a conseqüência fisiológica dessa fosforilação ainda não foi elucidada. 

4. ATM e a Regulação dos “checkpoints” do Ciclo Celular 

       4.1 “Checkpoint” G1/S

O gene suppressor tumoral p53, mapeado no cromossomo 17p13.1, codifica para um fator de transcrição sequência-específica de DNA que induz a parada do ciclo celular ou apoptose em resposta a lesões no DNA. O “checkpoint” G1/S induzido por radiação ionizante é mediado primeiramente pela ativação e acúmulo de p53 que, em contrapartida, ativa o gene p21, um inibidor da maquinária do ciclo celular (Siliciano et al. 1997, revisado por Shiloh 2001). A proteína p53 selvagem (ou “wild-type”) tem uma meia-vida muito curta, sendo degradada pela maquinária de ubiquitina-proteossomo, mediada pela associação com Mdm2 (Maki et al. 1996). O aumento da meia-vida de p53 envolve sua estabilização (através da inibição da degradação mediada por proteossomo), que é obtida por várias modificações pós-traducionais. Dentre essas modificações está a fosforilação de p53 em pelo menos dois resíduos serina - Ser15 e Ser20, e sua dissociação de Mdm2, que atua como um regulador negativo, “marcando” p53 para proteólise. Células derivadas de pacientes A-T não apresentam aumento nos níveis de p53 em resposta à radiação ionizante (Kastan e Kuerbitz 1993; revisado por Canman et al. 1998). Foi demonstrado que ATM fosforila diretamente p53 na Ser15 do domínio de transativação amino-terminal, desta forma, contribuindo para aumentar a atividade transcricional de p53 (Siliciano et al. 1997). 


A transcrição do gene Mdm2 (“mouse double minute 2”) desempenha um papel duplo na regulação negativa de p53. Inicialmente, Mdm2 é fortemente ativado por p53 (revisado por Maya et al. 2001). Em contrapartida, Mdm2 se liga a p53 e bloqueia seu domínio de transativação. Além disso, Mdm2 é responsável pela rápida degradação  de  p53  através  da  sua  atividade  E3  ubiquitina  ligase. ATM  fosforila 

Mdm2 na Ser395, interferindo com a capacidade de Mdm2 de promover o transporte de p53 para fora do núcleo, o que sinaliza p53 para degradação (Maya et al. 2001) (Figura 2).

Ao mesmo tempo em que ATM está envolvida na regulação do “checkpoint” celular G1/S através da regulação da atividade de p53, via fosforilação da Ser15 de p53 e Ser395 de Mdm2, ATM também participa da regulação de p53 através da fosforilação de proteína “checkpoint” 2 (CHEK2 or Chk2/hCds1) no resíduo treonina 68 (Thr68). A forma ativada de Chk2/hCds1 promove a fosforilação da Ser20 de p53 (Figura 2), desta forma, interferindo com a capacidade de ligação de Mdm2 (revisado por Shiloh, 2001). Além disso, a forma fosforilada de Chk2 está envolvida na regulação do “checkpoint” G2/M através da fosforilação direta de Cdc25C (maiores detalhes na seção G2/M).
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Figura 2: a. “Checkpoint” G1/S mediado por ATM e ATR (Shiloh 2001)

4.2 Parada na Fase S

Em células normais, os níveis de síntese do DNA diminuem em resposta à radiação ionizante, como conseqüência da ativação do mecanismo de “checkpoint” da fase S. Defeito neste “checkpoint” é definido como síntese de DNA radiorresistente (RDS) e é uma característica observada tanto em pacientes A-T quanto em pacientes com a síndrome Nijmegen Breakage (Nijmegen Breakage Syndrome ou NBS). NBS é causada por mutações no gene NBS1 (8q21.3), que codifica para uma proteína de 95kDa, a p95 ou nibrin. Células derivadas desses pacientes são também hipersensíveis à radiação ionizante e apresentam instabilidade cromossômica com translocações indistingüíveis das observadas em pacientes A-T (OMIM #602667). Essa sobreposição de características entre as duas síndromes indicava que ATM e NBS poderiam funcionar na mesma via bioquímica. Nibrin é um peptído encontrado formando um complexo com Mre11 e Rad50, que apresenta atividade helicase e nuclease ATP dependente, e participa no reparo de DSBs após radiação ionizante, tanto através de recombinação homóloga quanto em ligação não-homólogas de extremidades (Paull e Gellert 1998 e 1999). Gatei et al. (2000) e Lim et al. (2000) demonstraram que ATM fosforila p95/nibrin na Ser343 durante o “checkpoint” S. Entretanto, essa fosforilação não é essencial para a formação do complexo NBS/Mre11/Rad50.  

O gene de susceptibilidade ao câncer de mama 1 (BRCA1) codifica para uma proteína com múltiplas funções, envolvida na manutenção da estabilidade genômica através da participação na recombinação homóloga e reparo de DSBs.  (Welcsh et al. 2000).  BRCA1 contém um domínio “RING-finger” amino-terminal e um domínio em “tandem” BRCT carboxi-terminal (ambos envolvidos em interações proteína-proteína), assim como um domínio com aglomeração de SQ (SCD) (Cortez et al. 1999; revisado por Wang et al. 2000). A proteína BRCA1 é encontrada em baixas concentrações durante a fase G1 e aumenta em abundância quando as células progridem para a fase S. Esta proteína se localiza em foci nucleares durante a fase S e é hiperfosforilada em resposta a danos no DNA ou interrrupção dos réplicons (Cortez et al. 1999). Recentemente, várias proteínas, incluindo ATM e o complexo NBS/Mre11/Rad50, foram encontradas em associação com BRCA1 em um multi-complexo proteico, BASC (“BRCA1-associted genome surveillance complex”) (Wang et al. 2000), que está envolvido no reparo de lesões no DNA e reparo combinado com transcrição (“transcription-coupled repair”). Além disso, foi demonstrado que BRCA1 também forma um complexo com Rad51, um proteína recombinase de DNA homóloga a RecA, que facilita a invasão da extremidade 3’-OH ao longo da dupla fita de DNA (Futaki e Liu, 2001), desta forma, participando diretamente na recombinação homóloga. Ainda, foi demonstrado que BRCA2 também interage com BRCA1 independentemente, através de sua ligação com Rad51 (Chen et al. 1998), mas nenhuma dessas duas proteínas foi inicialmente identificada como membro do complexo BASC (Wang et al. 2000) (Figura  3). BRCA1 é fosforilada por ATM após radiação ionizante (Cortez et al. 1999) em dois resíduos de serina,  Ser1423 e Ser1524, enquanto a fosforilação em resposta à ultra-violeta ou hidroxiuréia é dependente de ATR (Tibbetts et al. 2000). Recentemente, Foray et al. (2002) demonstraram que BRCA1 interage com c-Abl constitutivamente e que este complexo é desfeito de forma  dependente de ATM, através da ativação quinase tanto de BRCA1 quanto de c-Abl (no resíduo de serina 465) após exposição à radiação ionizante. A função específica de BRCA1 no complexo BASC permanence desconhecida, mas acredita-se que BRCA1 funcione como uma proteína de base que organiza diferentes tipos de sensores de lesões no DNA e serve como um efetor das respostas a essas lesões, coordenando o reparo (Wang et al. 2000).
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Figura 3: Proteínas associadas a BRCA1 (modificado de Futaki e Liu, 2001)

Um outro caminho envolvido na ativação do “checkpoint” da fase S é o ATM>Chk2>Cdc25A>Cdk2. A tirosino-fosfatase humana Cdc25A desencadeia a ativação da quinase dependente de ciclina 2 (Cdk2), necessária para a síntese de DNA, através da remoção de fosfatos inibidores nos resíduos treonina 14 e tirosina 15 (ou Thr14 e Tyr15, respectivamente) de Cdk2 (OMIM #116947). Em resposta a danos no DNA ou interrupção das forquilhas de replicação, Cdc25A é destruída. A perda da proteína Cdc25A previne a desfosforilação de Cdk2, desta forma, levando a uma parada transitória na replicação de DNA (Falck et al. 2001). ATM fosforila diretamente Chk2 na Thr68, desta forma, participando da regulação do “checkpoint” G1. Adicionalmente, a forma fosforilada de Chk2 (dependente de ATM) então fosforila Cdc25A no resíduo Ser123, o que inibe sua capacidade de remover fosfatos dos resíduos de Thr14 e Tyr15 de Cdk2 (Falck et al. 2001). Recapitulando, células A-T são deficientes em fosforilar Chk2, o que resulta na não fosforilação de Cdc25A, que desta forma, não é regulada negativamente. Assim, Cdc25A é capaz de exibir sua atividade tirosino fosfatase de Cdk2, levando a síntese de DNA radiorresistente (RDS) (Figura 4).
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Figura 4: Regulação do “checkpoint” da fase S mediada por ATM. À esquerda, o caminho normal de eventos reguladores, e à direita, RDS causada pela falta da proteína ATM funcional  (modificada de Falck et al. 2001).

4.3 “Checkpoint” G2/M 

O “checkpoint” G2/M previne a progressão do ciclo celular para mitose caso danos no DNA tenham ocorrido. A incapacidade de ativar esse “checkpoint” leva a rearranjos cromossômicos e perda da integridade genômica. BRCA1 também está envolvida na regulação do “checkpoint” G2/M (através do controle da formação do fuso mitótico) pela ativação da quinase Chk1 após lesões no DNA. De forma similar ao que foi anteriormente descrito para a regulação da fase S, a transição da fase G2 para mitose é regulada através da fosforilação de Cdc2 (Yarden et al. 2002), como conseqüência da desfosforilação dos resíduos de Thr14 e Tyr15. Cdk2 e Cdc2 são quinases altamente homólogas que funcionam como reguladoras do ciclo celular em diferentes   estágios  –   Cdk2    na   fase  S  e  Cdc2  no   “checkpoint”  G2/M.   Neste 

“checkpoint”, Cdc25C é a fosfatase responsável pela desfosforilação de Cdc2. A inibição da atividade de Cdc25C é obtida pela fosforilação de Cdc25C na Ser216.  Essa fosforilação é realizada tanto por Chk1 quanto por Chk2. Como descrito para o “checkpoint” G1, ATM fosforila Chk2 na Thr68 que em contrapartida, fosforila Cdc25C, desta forma, regulando Cdc25C negativamente em sua capacidade de desfosforilar Cdc2 (Figura 5). ATR também está envolvida nesta via bioquímica através da fosforilação de Chk1 (revisto por Shiloh, 2001). Yarden et al. (2002) mostraram que BRCA1 também está envolvida no “checkpoint” G2/M através da sua habilidade em ativar Chk1 após danos no DNA, embora a natureza desta ativação ainda não seja compreendida.
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Figura 5: (b) “Checkpoint” G2/M do ciclo celular mediado por ATM e ATR (Shiloh, 2001)

Estudos têm sugerido que a proteína Rad17 é responsável por direcionar o complexo proteico de “checkpoint” hRad1-hRad9-hHus1 para os sítios de DNA danificado (Thelen et al. 1999; Rauen et al. 2000). Este complexo parece formar um grampo de deslizamento no DNA, cuja função seria a de processar lesões no DNA e iniciar a sinalização do “checkpoint”. Bao et al. (2001) demonstraram que radiação ionizante desencadeia a associação de ATM com hRad17, o que resulta na fosforilação de hRad17 nos resíduos de serina Ser635 e Ser645 . Esta fosforilação específica é necessária para o “checkpoint” G2 em células de mamíferos. Estes resultados confirmam a indicação de que a fosforilação de hRad17 dependente de ATM seja capaz de regular a interação de hRad17 com o complexo  hRad1-hRad9-hHus1 após exposição à radiação ionizante. Estes mesmo autores sugerem que ATR fosforila hRad17 nos mesmos resíduos de serina após exposição a ultra-violeta ou hidroxiuréia.

5.  ATM e a Estrutura da Cromatina

Um dos estágios iniciais na resposta a DSBs em mamíferos é a fosforilação da histona H2AX na Ser139 (i.e. γH2AX), nos locais de DNA danificado, o que parece desempenhar um papel no recrutamento de fatores que sinalizam danos. Burma et al. (2001) revelaram que ATM é a principal quinase responsável pela fosforilação de H2AX em seguida a danos no DNA, com DNA-PK e não ATR, apresentando mínima atividade quinase neste processo.  A formação de foci com (H2AX é um dos primeiros eventos, ocorrendo segundos após danos no DNA, o que corrobora as indicações de que ATM é uma das primeiras quinases a ser ativadas em resposta a DSBs. Por  outro  lado,   estudos  realizados  por  Ward  e Chen  (2001)  sugerem  que

H2AX seja fosforilada por ATR em resposta a estresse replicacional, o que implica em que ATR, assim como BRCA1, estaria envolvida no “checkpoint” da fase S.

As proteínas estruturais de manutenção dos cromossomos (“structural maintenance of chromosomes” ou “SMC proteins”) 1 e 3 são protéinas conservadas evolutivamente que participam da coesão de cromátides irmãs, condensação cromossômica e recombinação e reparo de DNA (Kim et al. 2002; Yazdi et al. 2002). Essas duas proteínas formam um heterodímero que parece fazer parte do complexo multi-proteico BASC (Yazdi et al. 2002). SMC1 é fosforilada por ATM em dois resíduos de serina, Ser957 e Ser966, após DSBs. A interferência neste evento de fosforilação está associada à interrupção do “checkpoint” da fase S. Interessantemente, a fosforilação de SMC1 também é dependente da fosforilação de nibrin por ATM, indicando que SMC1 atua como um efetor abaixo na via ATM/NBS1 durante a ativação da fase S (Yazdi et al. 2002; Kim et al. 2002).

Recentente, Bakkenist e Kastan (2003) propuseram um modelo para explicar a ativação de ATM. Neste modelo, danos no DNA rapidamente causariam mudanças na estrutura da cromatina, o que seria capaz de ativar ATM através de sua auto-fosforilação. Análise da seqüência de ATM revelou que o resíduo Ser1981 seria um bom candidato à autofosforilação. Os autores demonstraram que a fosforilação desta serina depende apenas da atividade de ATM, e que deve ocorrer em trans. Ainda segundo os autores, ATM deve existir na forma inativa como um dímero cabeça-cauda, e trocas na estrutura da cromatina seriam capazes de provocar a autofosforilação na Ser1981 e converter o dímero em monômeros. Os monômeros ativos, então, estariam livres para migrar para substratos downstream e fosforilá-los. 

6. Mutações no Gene ATM 


Pacientes A-T herdam duas cópias mutadas do gene ATM. Embora o padrão de herança seja Mendeliano autossômico recessivo, o recebimento de mutações diferentes de cada um dos pais classifica tais pacientes como “heterozigotos compostos”. Mutações no gene ATM são encontradas ao longo de todo o gene, sem a ocorrência de sítios preferenciais. (Figura 6)
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Mais de 85% das mutações já descritas têm como conseqüência a truncagem da proteína ATM, pela substituição de um aminoácido por um codon de terminação ou como conseqüência de inserções ou deleções out-of-frame (Gilad et al. 1996; Gatti et al. 1999; Teraoka et al. 1999; veja também A-T database at www.vmresearch.org/atm.htm). Mutações envolvendo os sítios de “splicing” acceptor AG ou doador GT, resultando em erros de “splicing”, somam mais de 40% das mutações (Teraoka et al. 1999). Menos freqüentemente, mutações “missense” são observadas, e essas parecem estar associadas a um fenótipo mais brando da doença (Becker-Catania et al. 2000).  

Figura 6:  Distribuição  de mutações  no  gene ATM ao longo dos exons. As mutações são observadas a partir do exon 4, que contém o códon de iniciação (ATG) da proteína  (http://www.vmresearch.org/atm.htm)

Apesar de várias mutações “nonsense” terem sido identificadas no gene ATM, o que em teoria, levaria à truncagem da proteína, o tipo truncado da proteína jamais foi identificado até o presente momento em western blots (Gatti et al. 1999; Becker-Catania et al. 2000).

A maioria do “screening” de mutações no ATM tem sido realizada usando-se cDNAs como material inicial, mais especificamente, através do teste da proteína truncada (PTT) (Telatar et al. 1996; Gilad et al. 1996; Fukao et al. 1998). Este teste tem se mostrado muito eficiente devido ao fato da maioria das mutações levarem à truncagem da proteína. Contudo, a identificação da mutação no gDNA é necessária na maioria dos casos, especialmente quando conseqüências no cDNA não são correlacionáveis às trocas no gDNA de maneira óbvia. Várias estratégias têm sido empregadas como técnicas de “screening” em genes de grande tamanho. Castellví-Bell et al. (1999) implementaram um técnica otimizada do polimorfismo de conformação de fita simples (SSCP), que simplifica a identificação de mutações. De forma similar, Buzin et al. (2000) obtiveram bastante sucesso na identificação de mutações utilizando o técnica DOVAM (“Detection of Virtually all Types of Mutations”). Este método se baseia no uso de um SSCP multiplex com produtos de PCR digeridos por uma variedade de enzimas de restrição, para criar fragmentos menores que 200 pares de bases (pb). Ainda, dHPLC (denaturing high performance liquid chromatography) tem sido utilizado como um método alternativo para a detecção de mutações no gene ATM (Thorstenson et al. 2001), alcançando mais de 95% de eficiência na detecção de mutações . 


Após o mapeamento do gene ATM  em 11q23.1 (Gatti et al. 1988; Lange et al. (1995) ficou claro que ATM se situa entre os dois marcadores de microssatélites (ou STR) D11S1819 e D11S1818. A distância entre esses dois marcadores (1.4cM) e 

a posterior identificação de outros dois marcadores de STR, NS22 (Udar et al. 1999) e S2179 (Vanagaite et al. 1995) nos introns 45 e 62 do gene ATM, respectivamente, permitiram a análise do padrão de segregação desta região e a construção de haplótipos altamente informativos. A estratégia de inicialmente se genotipar crianças afetadas pela A-T antes do “screening” de mutações tem se demonstrado muito efetivo em populações etnicamente distintas, através da correlação entre os haplótipos “afetados” e mutações específicas (Telatar et al. 1996, Telatar et al. 1998b; Campbell et al. 2003; Mitui et al. in press). Essa estratégia foi especialmente interessante no estudo de famílias com A-T na Costa-Rica, onde apenas quatro haplótipos/mutações correspondem a >86% dos cromossomos afetados. Dada essa homogeneidade genética, estes resultados permitiram mais tarde o desenvolvimento de uma estratégia rápida para detecção de mutações (Telatar et al. 1998a).



Mais desafiador que a interpretação que mutações que levam em teoria à truncagem da proteína ATM, tem sido a interpretação de trocas de aminoácidos quanto a sua conseqüência fisiológica. Para se distingüir entre mutação “missense” e polimorfismo, um critério empregado tem sido a análise do aminoácido envolvido quanto à sua conservação filogenética. Esse inferência se torna mais complicada com a crescente evidência de que seqüências exônicas que potencializam “splicing” (“exonic splicing enhancers” ou ESE) auxiliam a regular “splicing” na maioria dos exons constitutivos através da ligação de proteínas específicas ricas em serina/arginina (proteínas SR ou SR proteins) (Liu et al. 2001; Cartegni et al. 2002). Por exemplo, se uma mutação “missense” interrompe um ESE provocando a deleção de um exon, a proteína mutante, ao invés de possuir um aminoácido diferente,  será portadora de uma grande deleção interna ou, ainda, se a fase aberta de leitura (open reading frame ou ORF) não for mantida, terá um domínio carboxi-terminal completamente diferente. Esta análise também é verdadeira para trocas silenciosas, i.e., trocas em nucleotídeos que preservam o codon do aminoácido. De uma forma ou de outra, inferências sobre a relevância de um aminoácido específico na proteína selvagem (ou wild-type), pode levar a erros de interpretação quanto à sua conseqüência fisiológica (Cartegni et al. 2002). 



Tem sido muito difícil compreender o papel de seqüências intrônicas como reguladoras de “splicing” no gene ATM. Trocas de nucleotídeos nessas regiões não-codificantes podem ativar novos sítios de “splicing” dentro do intron, desta forma, levando à inserção de pseudo-exons na protéina. O primeiro relato deste tipo de troca foi a mutação IVS40+1126G>A descrita por McConville et al. (1996). Nesta mutação, a troca de G para A ativa um novo sítio de “splicing” 3’, que é responsável pela inserção de 137 nucleotídeos no cDNA. Mais recentemente, Pagani et al. (2002) descreveram um paciente A-T que carregava a deleção de quatro nucleotídeos numa região profunda do intron 20 (IVS20-579delAAGT) que interrompe o sítio de ligação da snRNP U1, causando a inserção de 65 nucleotídeos no cDNA. Esta mutação definiu um novo motivo de reconhecimento para a snRNP U1, denominado “elemento intrônico de processamento de “splicing” (“intronic splicing processing element” ou ISPE). Devido ao grande tamanho do gene ATM, é concebível que trocas nos íntrons possam envolver elementos regulatórios de “splicing”, tanto interrompendo uma seqüência regulatória que já existia ou criando uma nova (Liu et al. 2001; Cartegni et al. 2002). De fato, nós estamos no presente momento   identificar exons “fracos”no gene ATM, que são os mais prováveis de conter tais elementos auxiliadores de “splicing” (intrônicos ou  exônicos).

Recentemente, uma painel contendo 10 polimorfismos de um único nucleotídeo (single nucleotide polymorphisms ou SNP) em completo desequilíbrio de ligação por mais de 133 kb permitiu a caracterização de sete haplótipos de SNP ao longo do gene ATM (Figura 7). Interessantemente, usando-se apenas três SNPs é possível de determinar os haplótipos de SNPS em ~90% da população global (Thorstenson et al. 2001).  
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Figura 7: Polimorfismos de um único nucleotídeo que caracterizam os sete haplótipos de SNP identificados ao redor do mundo (modificado de Thorstenson et al. 2001). Em seqüência, os SNPs correspondem a: 378T>A, 657T>C, IVS8+38T>C, IVS9+25T>G, IVS17-56G>A, IVS24-9delT, IVS35-68T>G, 5557G>A, IVS62-55T>C e 12563T>G, respectivamente.

7. Correlações Genótipo/Fenótipo

Apesar do extensivo “screening” de mutações ATM desenvolvido ao redor do mundo, o estabelecimento de uma correlação entre genótipo e fenótipo ainda não foi alcançado. Esses estudos são dificultados pelo fato de que a identificação inicial de uma mesma mutação é necessária num grande número de pacientes, e dado o enorme tamanho do gene ATM e a ausência de sítios preferenciais de mutações, isso não tem sido alcançado facilmente. Além disso, uma grande quantidade de informações clínicas nos pacientes que apresentam a mesma mutação deve ser compilada. Ainda, a ausência de uma forma truncada da proteína ATM faz com que seja difícil se conceituar como mutações específicas são capazes de influenciar o fenótipo.  Ainda assim, um número de estudos independentes tem tentado estabelecer a associação de mutações específicas com variações fenotípicas. McConville et al. (1996) descreveram dez pacientes A-T britânicos com uma mutação (IVS40-1126G>A) criando a inserção de 137 nucleotídeos no cDNA (descrito anteriormente) associada a um fenótipo mais brando, tanto celular quanto clínico. Estes pacientes, que representam cerca de 10% dos pacientes A-T britânicos, apresentaram um estabelecimento tardio e lentidão na deteriorização neurológica, além de reduzida sensibilidade cromossômica à radiação e ausência de infecções sérias, leucemias ou linfoma. Becker-Catania et al. (2000) estudaram o perfil de expressão da proteína, mutações e radiossensibilidade em 123 pacients A-T não relacionados e foram incapazes de detectar uma forma truncada da proteína ATM em qualquer dos pacientes. Aproximadamente 85% dos pacientes apresentavam níveis de proteína ATM indetectáveis e radiossensibilidade compatível com A-T. Oitenta por cento das mutações neste grupo levariam à truncagem da proteína mas, apesar disso, a proteína truncada não foi identificada em nenhum dos pacientes. Dezoito por cento dos pacientes apresentavam deleção de exons, inserções ou deleções “in frame” ou mutações “missense”, o que sugeria que estes não apresentariam ausência de proteína. Contudo, tais pacientes também não apresentaram níveis detectáveis de proteínas, o que indica que as mutações devem se localizar em regiões críticas para a estabilidade ou conformação da proteína ATM. Os demais 18 pacientes apresentaram proteína do

tamanho esperado e 7 destes desenvolveram alguma forma de câncer. Essa observação está de acordo com o risco de câncer de ~35% em pacientes A-T (Swift 1976), e pode ser relevante para a análise de risco de câncer em mulheres heterozigotas para A-T

Duas outras mutações no gene ATM têm sido associadas a um fenótipo mais brando em pacientes A-T e ao aumento na freqüência de câncer de mama em heterozigotas. Stankovic et al. (1998) descreveram duas famílias com a mutação “missense” 7271T>G (V2424G) associada a um fenótipo clínico e celular mais brando, e a um risco de desenvolvimento de câncer 13 vezes maior tanto em heterozigotos quanto em homozigotos. Chenevix-Trench et al. (2002) também associaram a variante intrônica IVS10-6T>G a elevado risco de câncer de mama entre mulheres de uma cohorte de câncer de mama. Essa troca se situa no trato de polipirimidina do intron 10 e, acredita-se, está associada à deleção de exon 11. Interessantemente, mutações “missense” em pacientes A-T parecem estar agrupadas na região 3’carboxi-terminal da proteína, a mesma região que codifica para o domínio PI-3K. Isso sugere que mutações “missense” podem apresentar várias conseqüências fisiológicas. Além disso, apenas poucos homozigotos A-T com duas mutações “missense” foram descritos e, como anteriormente mencionado, eles parecem apresentar um fenótipo mais brando para a doença (http://www.vmmc.org.vmrc/atm.htm)

Correlações genótipo/fenótipo se tornam ainda mais intrigantes no que diz respeito a heterozigotos. Gatti et al. (1999) propuseram um modelo para explicar a relação entre mutações no gene ATM e câncer (Tabela 2). 

Tabela 2: Proposta para relações genótipo/fenótipo  (Gatti et al. 1999).

	Genótipo
	Fenótipo

	ATMwt/wt
	Normal

	ATMtrunc/trunc
	Ataxia-telangiectasia/ susceptibilidade a câncer

	ATMmis/mis
	Sintomas neurológicos/ susceptibilidade a câncer

	ATMmis/trunc
	Ataxia-telangiectasia/susceptibilidade a câncer

	ATMtrunc/wt
	Susceptibilidade a câncer?

	ATMmis/wt
	Susceptibilidade a câncer?


Mutações “nonsense” produzem uma proteína ATM instável que pode resultar em falta de proteína functional, desta forma, levando a um fenótipo A-T quando em homozigose. Indivíduos heterozigotos que carregam uma mutação truncada (ATMtrun/wt) apresentariam cerca de 50% da atividade normal da proteína e, desta forma, um fenótipo quase normal. Entretanto, mutações “missense” codificam para uma proteína ATM anormal, estável e funcional. Esta, pode ser capaz de competir com a proteína normal (codificada pelo alelo normal nestes heterozigotos) pela formação do dímero de ATM apenas ou pelo complexo de ATM e outras proteínas, BRCA1 ou p53, desta forma, resultando no fenótipo celular negativo-dominante (Khanna, 2000). 

A perda de função normal em heterozigotos ATMmis/wt pode ser mais comprometedora que em heterozigotos ATMtrun/wt, o que como conseqüência, seria capaz de levar ao aumento no risco de câncer (Gatti et al. 1999 e Khanna, 2000). 
Estudos em camundongos heterozigotos para a deleção dos aminoácidos serina-arginina-isoleucina ((SRI) correspondente à mutação humana 7636del9, revelaram aumento na susceptibilidade para o desenvolvimento de tumores (Spring et al. 2002).  Além disso,  a  expressão  do cDNA  de  ATM  contend o essa mutação em 

células normais revelou um efeito dominante-negativo, observado pela interrupção da atividade quinase do alelo normal de ATM dos controle normais e aberrações cromossômicas (induzidas por radiação ionizante) comparáveis a homozigotos A-T. 


A presença de inúmeras variantes raras e polimorfismos no gene ATM têm dificultado a identificação de reais mutações “missense”. Scott et al. (2002) introduziram substituições “missense” no cDNA de ATM que foram então, transfectados tanto em células normais quanto A-T, visando investigar o significado fisiológico de tais variantes. Mutações “missense” com conseqüências patológicas foram distingüidos de variantes “missense” neutras através da sua capacidade de corrigir a radiossensibilidade em células A-T. A penetrância de mutações no gene ATM parece estar associada ao desenvolvimento de câncer e radiossensibilidade. Estudos de mutagênese visando avaliar a conseqüência de substituições “missense” podem contribuir para a melhor classificação dessas trocas, o que como conseqüência, auxiliará na correlação genótipo/fenótipo. 

8. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo fornecer a primeira análise molecular no gene ATM em relação à segregação de haplótipos e mutações em famílias brasileiras com Ataxia-telangiectasia. Estes resultados terão impacto direto no aconselhamento de famílias com A-T assim como no diagnóstico pré-natal para a síndrome. Adicionalmente, essa informação poderá, posteriormente, auxiliar no refinamento de correlações genótipo/fenótipo para A-T e facilitar o prognóstico. Além disso, a criação de um espectro de mutações no gene ATM na nossa população poderá contribuir para estudos genético-moleculares em mulheres brasileiras com câncer de mama. 

Nós também esperamos comparar a informatividade entre os haplótipos de STR e SNP na determinação de mutações no gene ATM.

A compreensão das funções da proteína ATM é crucial para o desenvolvimento de métodos terapêuticos para A-T. Através da elucidação das mutações associadas à síndrome no Brasil, nós estaremos um passo adiante de tratar crianças brasileiras com Ataxia-telangiectasia.

Capítulo II – METODOLOGIA

1. Pacientes

Vinte e sete famílias brasileiras com ao menos um indivíduo apresentando quadro clínico compatível com as características clássicas da síndrome da Ataxia-telangiectasia, foram selecionados para esse estudo. Essas famílias foram selecionadas em diferentes cidades do Brasil, que incluíam Rio de Janeiro (4), São Paulo (19), Curitiba (2), Natal (1) e Rondônia (1). Nas famílias com mais de um indivíduo afetado, apenas um foi incluído no estudo, e em todos os casos, os nomes foram substituídos por um código (BRAT) seguido de um número (correspondente a cada familia). Todos os responsáveis foram entrevistados quanto à participação nesse estudo e assinaram um termo de consentimento, de acordo com as regras do IRB (“Internal Review Board”). 

Quando possível, 10 ml de sangue total de cada probando foram coletados em tubos contendo heparina e enviados para o Centro de Pesquisa em Ataxia-Telangiectasia na Escola de Medicina David Geffen, na UCLA. Para aqueles pacientes nos quais foi possível se coletar sangue total (18 dos 27 pacientes), linhagens celulares (lymphoblastoid cell lines ou LCL) foram estabelecidas com o virus Epstein-Bar. DNA e RNA foram isolados de LCLs. O diagnóstico A-T foi confirmado por western-blots (Becker-Catania et al. 2000) e por ensaio de sobrevivência de colônias (CSA) (Huo et al. 1994, Sun et al. 2002). Para os demais 9 pacientes, apenas DNA foi obtido para análise. 

DNAs dos pais dos probandos foram obtido para 15 das 27 famílias e utilizados para estudos de segregação dos haplótipos e mutações. 

2. Métodos

2.1.  Protocolo de Transformação Celular 


Dez mililitros de sangue total coletados em tubos contendo heparina foram centrifugados a 2000 rpm por 15 min e o plasma foi recolhido para análises de alfa-feto proteína. A camada de linfócitos foi coletada e tranferida para novos tubos contendo 4 ml de Ficoll. Os tubos foram novamente centrifugados a 2000 rpm por 15 min e a camada de linfócitos foi transferida mais uma vez para novos tubos, contendo 8 ml de PBS 1X. Os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por 15 min e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi dividido em duas frações de mesmo tamanho: uma foi utilizada para a transformação celular e a outra foi congelada em nitrogênio líquido. 


A imortalização celular foi desenvolvida com descrito a seguir: o pellet foi ressuspenso em 2.5 ml de meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 15% de soro bovino fetal e 1% de PSG (Gibco). Dois mililitros de filtrado do virus Epstein-Bar foram adicionados a cada tubo e homogeneizados. Aproximadamente 1.4 ml do homogeneizado foram transferidos para 4 poços de uma placa de cultura com 24 poços. As placas foram mantidas em estufa de CO2 a 37oC por aproximadamente três semanas. Todos os dias as placas eram visualizadas e o meio era trocado sempre que se observada mudanca no pH. 

2.2.  Protocolo de Congelamento Celular


O pellet foi resuspenso em 1.2 ml de meio de congelamento (40% de RPMI 1640 + 50% de soro bovino fetal + 10% de DMSO) e transferido para criotubos. Os criotubos foram mantidos a –20oC por 20 min, -80oC “overnight” e finalmente, transferidos para tanques de nitrogênio líquido.

2.3. Extração de DNA 

Linfócitos de sangue periférico foram utilizados para a extração de DNA nos pais e nos probandos cujo sangue total não pode ser enviado para o laboratório na UCLA. Nos demais pacientes, onde foi possível se estabelecer LCLs, estas foram utilizadas para a extração de DNA. 

A extração de DNA foi realizada utilizando-se o kit comercial Purogene – DNA Isolation kit (Gentra Systems, Cat# D-5000), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. A concentração final dos DNAs foi obtida com um espectrofotômetro e diluída para uma concentração de trabalho de 0.1μg/μl.

2.4.  Extração de RNA 

RNAs  dos   pacientes   com   LCL   foram   extraídos   utilizando-se  dois  kits 

comerciais, Qiashredder (Qiagen, Cat #79654) e Rneasy Mini kit (Qiagen, Cat #74104) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Os RNAs foram aliquotados em tubos contendo 10 μg cada e mantidos a –80oC até a data de uso.

2.5.  Análise de “Western blots”

A confirmação do diagnóstico dos 18 pacientes nos quais LCLs puderam ser estabelecidas foi realizada através de análise  da proteína ATM em “western-blots”, (seguindo protocolo descrito por Becker-Catania et al. 2000) e ensaio de sobrevivência de colônias (CSA) (Huo et al. 1994; Sun et al. 2002). Ambas as técnicas foram gentilmente realizadas pelo técnico do nosso laboratório, Shareef Nahas. 

2.6. Ensaio de Sobrevivência de Colônias (CSA) 


O ensaio de sobrevivência de colônias celulares é um teste capaz de identificar praticamente todos os pacientes com ataxia-telangiectasia (Huo et al. 1994; Sun et al. 2002). Este ensaio se basia na sensibilidade à radiação ionizante de linhagens celulares transformadas por EBV. Quatro a seis semanas após transformadas, as células dos pacientes foram plaqueadas, em duas concentrações (100 e 200 células por poço), em placa de cultura com 96 poços e irradiadas com 1 Gy; duas outras placas não foram irradiadas. As placas foram mantidas em estufa de CO2 por 10-14 dias e os poços que continham colônias com mais de 32 células foram contados e marcados como positivos. O resultado foi comparado com o das placas não irradiadas e aplicado à fórmula de fração de sobrevivência abaixo:

CFE = - ln   F

        W


Onde F é a fração de poços marcados como negativos e W é o número que células semeadas por poço. A fração de sobrevivência (SF) após irradiação foi obtida ao se dividir  a CFE de palcas irradiadas (CFEi) por CFE das placas controles.

Valores  característicos  de  ataxia-telangiectasia  são aqueles inferiores a 21% (Figura 8) conforme proposto por Huo et al. (1994).


Figura 8: Frações de sobrevivência celular obtidas com CSA para 14 controles normais (N), 14 heterozigotos A-T e 23 pacientes A-T (Huo et al. 1994).

2.7. Protocolo de Síntese de cDNA


cDNAs foram sintetizados utilizando-se 1μg de oligo d(T)12-18, 1mM de dNTP, 10 μg de RNA total, tampão 1X (50mM Tris-HCl pH 8.3, 75mM KCl, 3 mM MgCl2) e 0.01mM de DTT. Os tubos foram incubados a 70oC por 5 min seguindo-se de incubação a 42oC por 2 min. Então, 200U da transcriptase reversa SuperScript II (Invitrogen, Cat# 18064-014) foram adicionadas em cada tubo e a incubação a 42oC seguiu por mais 1h.

2.8. Protocolo para Haplotipagem por STR

A haplotipagem por STR nos probandos e familiares foi realizada usando-se quatro marcadores de microssatélites no cromossomo 11q22-23, que se extendiam por

um intervalo de 1.4cM: A4 (D11S1819), NS22, D11S2179 e A2 (D11S1818) (Rotman et al. 1994, Vanagaite et al. 1995, Udar et al. 1999) (Figura 9).


Figura 9: Representação esquemática da localização dos quatro marcadores de microssatélites utilizados ao longo do do braço longo do cromossomo 11. Os valores entre parênteses indicam o número de variantes identificadas para cada um dos marcadores em populações de origem Ibérica (Mitui et al. in press). Abaixo, a distrubuição dos 66 exons do gene ATM. Dois marcadores, NS22 e D11S2179, se localizam dentro do gene ATM.

 Os seguintes “primers” foram desenhados para flanquear cada STR e utilizados para amplificação por PCR de fragmentos radiativamente marcados: 

D11S1819 (A4) 


F: GTG AAA GGC CAG ATG GTC CAA C


R: CCT ATT TGC AGA AAA CCT ACT GT
NS22



F: TCT TCT ATG AAT ATA ACA GGA GTT GTT
R: GCT TGC AAC ATC TAC TAT ATA TTT TTT

D11S2179:


F: TAG GCA ATA CAG CAA GAC CCT G


R: GCA CTG GAA TAC GAT TCT AGC AC

D11S1818 (A2)


F: CTT CCA GCC TGC TCA AAA CAA

R: TGC CCA GGG GCT TTA AGA GAG 


Para cada marcador, o “primer forward” foi marcado radioativamente com (33P dATP (10(Ci/(l) como descrito a seguir: 1μM do “primer” forward, 10U de quinase T4 (New Engle Biolabs, Cat # M0201S), tampão 1X (New Engle Biolabs, Cat # B0201S) e 30(Ci de (33P dATP (Perkin Elmer, Cat. # NEG 602H). Os tubos foram incubados a 37oC por 10 min seguindo-se de incubação a 94oC por 2 min, para inativar a enzima.

Para cada paciente e marcador molecular, PCRs foram realizados como se segue: 0.125 mM de dNTPs, tampão 1X  (10mM Tri-HCl pH8.3, 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.001% p/v de gelatina; autoclavado), 0.1μM do “primer” forward marcado radioativamente, 0.1 μM do “primer” reverso, 0.5U de Taq polimerase (Invitrogen, Cat# 18038-042) e 1(g de DNA. As condições de PCR foram as seguintes: 

A2 : 94oC por 3 min, 18 ciclos de 94oC por 30 seg, 57oC por 25 seg e 72oC por 30 seg, e uma extensão final a 72oC por 3 min.

A4 e S2179: 94oC por 3 min, 17 ciclos de 94oC por 30 seg, 56.5oC por 30 seg e 72oC por 30 seg, e uma extensão final a 72oC por 3 min.

NS22: 94oC por 3 min, 18 ciclos de 94oC por 30 seg, 56.5oC por 25 seg e 72oC por 30 seg, e uma extensão final a 72oC por 3 min.

Ao fim de cada programa de amplificação, 4 (l de “stop solution” (0.05% de azul de bromofenol, 0.05% xileno cianol, 20mM EDTA, 98% Formamida) foram adicionados a cada tubo. As amostras foram desnaturadas a 94oC por 10min e 3.5(l dos produtos de PCR foram adicionados em cada poço de um gel de poliacrilamida (21 x 40cm) 6% (Sequagel-6, National Diagnostics, Cat # EC-836). O gel em TBE 1X foi submetido a uma eletroforese a 40W por 1.5h. Após seco, o gel foi exposto a um filme autorradiográfico overnight  (Kodak X-OMAT-AR) (Figura 9). As fases dos haplótipos foram determinadas através da haplotipagem dos pais dos probandos, sempre que possível. 

2.9.  Haplotipagem por SNP

Os haplótipos de SNP foram identificados por polimorfismos de conformação de fita simples (SSCP) em dez sítios polimórficos no gene ATM (378T>A, 657T>C, IVS8+38T>C, IVS9+25T>G, IVS17-56G>A, IVS24-9delT, IVS35-68T>G, 5557G>A, IVS62-55T>C e12563T>G) (Thorstenson et al. 2001). Os “primers” e condições de PCR utilizados estão descritos na seção do SSCP deste capítulo.

2.10. Protocolo para o Teste da Proteína Truncada (PTT)

O teste da proteína truncada (PTT) permite a detecção de mutações “nonsense” ao nível proteico, pela substituição de um aminoácido por um códon de terminação, e conseqüente visualização de um fragmento proteico mais curto que a proteína normal. A sequência de cDNA do gene ATM foi dividida em oito regiões sobrepostas (Tabela 3), resultando em oito fragmentos de aproximadamente 1.5 kb de tamanho. Para cada uma das oito regiões, as seqüências promotora T7 e 

eucariótica iniciadora de tradução (ATG) foram adicionadas antes da seqüência de cada “primer” forward (Tabela 3).

Tabela 3: Oito regiões do cDNA definidas para o PTT

	Região
	Nucleotídeos(pb)
	cDNA site
	Peptídeo (kDa)
	Códon #
	Exons

	1
	1530
	76 -  1605
	53
	26 - 523
	5 - 12

	2
	1403
	1048 – 2450
	48
	350 -  810
	11 - 18

	3
	1492
	2074 – 3566
	52
	692 - 1183
	15 - 26

	4
	1494
	3121 – 4614
	51
	1041 - 1531
	23 - 32

	5
	1473
	4207 – 5679
	51
	1403 - 1886
	30 - 39

	6
	1247
	5281 – 6528
	44
	1761 - 2170
	37 - 47

	7
	1507
	6348 – 7855
	53
	2116 - 2612
	46 - 55

	8
	1521
	7650 – 9171
	54
	2550 - 3050
	54 - 65


“Primers Forward”:



T7: GGA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAA CAG ACC ACC 



Sequencia Euariótica Iniciadora de Tradução: ATG




1. e111

T7 +  GAA GTT GAG AAA TTT AAG C


2. f1

T7 +  GCA GAT ATC TGT CAC CAG
3. m1

T7 +  CGC TGT CTT CTG GGA TTA TC
4. n1

T7 +  GCC CTA GTA AAT TGC CTT A


5. P1

T7 +  AGC ATT TTA GAA ATT CTT TC
6. b1

T7 +  CTG GCC TAT CTA CAG C
7. Cf

T7 +  AAA GAA GTA GAA GGA ACC AGT
8. d1

T7 +  GAT CAC CCC CAT CAC A


“Primers Reversos”:
1. 15RA

TGA AGG TCT GCA GGC TGA C

2. f2

TCT GCA ATG TCA TTC ATT AGC T


3. E26R

AAG GTG AGG TTC TAA TCC A



4. 2R

TAC CTG TTT CTG AAC CTC CAC C


5. 5Nest R
TGA CTC TGA ATC CAA GTT TGC 


6. b2

GCA ACC TGC TAA GTG TGG GAT

7. C2

CTT CTG ACC TAC TGA GGT CTC C
8. d2

ATC ACA CCC AAG CTT TCC ATC

Para cada região, PCRs foram realizados como descrito: 0.05mM de dNTP, tampão 1X (10mM Tri-HCl pH8.3, 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.001% p/v de gelatina; autoclavado), 0.3 μM de “primer” forward, 0.3 μM de “primer” reverso, 0.5U de Taq polimerase (Invitrogen Cat# 18038-042) e 1(l de cDNA. As condições de PCR foram as seguintes: 94oC por 3 min, 35 ciclos de 94oC por 15 seg, 57oC por 15 seg e 72oC por 30 seg, e uma extensão final a 72oC por 3 min. A amplificação por PCR foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1.5% (10 por 15 cm) em TBE 1X a 80V/1h, corado com 0.5(g/ml de brometo de etídio e visualizado em câmara de UV.


Aproximadamente 100ng de cada produto de PCR foram transferidos para tubos contendo 8 μl de TNT Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega, Cat # L1170) e 6(Ci de Metionina 35S. As reações foram incubadas a 30oC por 1h e 5μl de tampão de aplicação SDS 1X (50mM Tri-Cl, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol, 10% de glicerol e 100mM DTT) foram aplicados a cada tubo. Os produtos proteicos foram desnaturados a 94oC por 10 min e aplicados em um gel desnaturante de poliacrilamida (16 por 20 cm) SDS-PAGE 15%. O gel em tampão Tris/Glicina/SDS 1X (25mM Tris, 192 mM de Glicina, 0.1% SDS) foi submetido a eletroforese a 200V por 4h. A seguir, o gel foi transferido para uma cuba contendo solução de fixação (50% de metanol, 10% de ácido acético, 40% de água deionizada) por 15 min, e novamente transferido para outra cuba contendo solução Amplify (Amershan Life Science, Cat # NAMP100) por 15 min. Depois de seco, o gel foi exposto a um filme autorradiográfico overnight (Kodak X-OMAT-AR). 


Os pacientes que apresentaram um padrão truncado para qualquer um dos fragmentos quanto comparados a um controle normal foram sequenciados.

2.11. Polimorfismos de Conformação de Fita Simples (SSCP)


Sessenta e um pares de “primers” (para os exon 4 a 65) para o gene ATM foram desenhados conforme descrito por Castellvi-Bel et al. (1999). Para cada exon, PCRs foram realizados como descrito: 0.05mM de dNTP, tampão 1X (10mM Tri-HCl pH8.3, 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.001% p/v de gelatina; autoclavado), 0.3 μM do “primer” forward, 0.3 μM do “primer” reverso, 0.5U de Taq polimerase (Invitrogen Cat# 18038-042) e 1(g de DNA. As condições de PCR utilizadas foram: 94oC por 3 min, 35 ciclos de 94oC por 15 seg, 57oC por 15 seg e 72oC por 30 seg, e uma extensão final a 72oC por 3 min. A amplificação por PCR foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1.5% (10x15cm) em TBE 1X a 80V/1h,  corado com 0.5(g/ml de brometo de etídio e visualizado em câmara de UV.


5 μl dos produtos de PCR foram adicionados em tubos contendo 10 μl de corante de SSCP (0.25% de azul de bromo fenol, 0.25% de xileno cianol, 10mM NaOH, 95% de formamida) e desnaturados a 94oC por 5 min. As amostras foram aplicadas em um gel de poliacrilamida 0.5X MDE gel (MDE gel solution – Biowhittaker Molecular Applications, Cat# 50620) (16 por 20 cm) e submetido a eletroforese a 180V por 18h a 4oC. Em seguida, os géis foram corados por prata conforme segue: etanol 10% por 10 min, 1% HNO3 por 3 min, 0.2% AgNO3 por 20 min, NaCO3 2.96%/ Formaldeido 0.054% por 10 min e acido acético 10% por 10 min. 


Os pacientes que apresentaram um padrão anormal de SSCP para qualquer um dos exons quanto comparados a um controle normal, foram sequenciados. 

Os DNAs foram sequencialmente analisados para a identificação de mutações por PTT (Telatar et al. 1996) e SSCP (Castellvi-Bel et al. 1999) em nosso laboratório na UCLA e dHPLC, este último tendo sido realizado na Universidade de Stanford em colaboração com a Dra. Yvonne Thorstenson, seguindo protocolos previamente descritos por ela (Thorstenson et al. 2001). 

       2.12. Identificação de Mutações

As regiões que se apresentaram anormais em qualquer um dos métodos de “screening” foram purificadas utilizando-se o kit commercial Qiaquick DNA Purification system (Qiagen) e sequenciados por método automatico (ABI 3700) ou manual (USB), seguindo as especificações dos fabricantes. Mutações foram confirmadas nas direções forward e reversa. 

H1 TTTTATTGTT





 H2  TTTTGTTGTT





H3  TTTTG(delT)TATT





H4  TTTTATTGCG





H5   ATTGATGGCG





 H6  ACTGATGGCG





H7 ATCGATGGCG
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