ESTUDO GENETICO DE PACIENTE COM SITUS-INVERSUS-TOTALIS E IMOTILIDADE TOTAL DOS
ICBAS ESPERMATOZOIDES
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Introducdo: A discinesia ciliar primaria (PCD) é uma doenca %

autossomica recessiva associada a anomalias do axonema. Os pacientes

Controlo

apresentam infecdo respiratdria cronica e infertilidade, podendo

associar-se ao situs-inversus-totalis (sindrome de Kartagener).

Objetivos: Em 2015, descrevemos uma nova variante patogenica

[Paciente

missense em homozigotia no gene CCDC103, detetada por

sequenciacdo de nova geracdo (WES), encontrada num paciente infértil

F!gura 1 UItrastrgtura do axonema dos espermanzgldes (A) e das CCDCI03: ¢.104G<C
células ciliadas nasais (B) do paciente. De notar a auséncia dos bragos de
dineina (*) e ligacbes de nexina (linha tracejada). 1 e 3-numeracgdo dos

por auséncia dos bragcos de dineina no axonema e sindrome de

Kartagener- No presente trabalho caracterizamos o efeito dessa variante dupletos periféricos; A, B-microtibulo A e B dos dupletos periféricos; Figura 2. Electroforograma da
, ~ , circulo tracejado- complexo central; C1 e C2- microtubulos centrais; variante ¢.104G>A descoberta no
ao nivel da expressdo do mRNA e da proteina. barra preta — projeg@es radiais; FS-bainha fibrosa. Escala: 25 nm. gene CCDC103.

Controlo Paciente

/Material e Meétodos: Sob consentimento informado, obtiveram-se amostras de sanglh
escovado nasal e células germinativas testiculares (CG) do paciente e de controlos. Estudou-se a
ultrastrutura do axonema das células ciliadas nasais e determinou-se o angulo de batimento
ciliar. Realizou-se extracdo de RNA das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e

das ceélulas ciliadas, bem como a extracdo de proteina das PBMC. Quantificamos 0 mRNA das
PBMC e das células ciliadas por real-time quantitativo (QPCR). A presenca da proteina nas
PBMC foi analisada por Western-Blot (WB). Nas células ciliadas e nas CG, a presenca e

localizacéo da proteina foi efetuada por imunofluorescéncia (IF).
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z _— Figura 3. Expressdo de mRNA do gene CCDC103 nas
0.0 ] células nasais (A) e células do sangue (B) do paciente
Paciente Controlo " Paciente Controlo em comparagéo a controlos, P < 0.05 e *** p < 0.0001.
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8 Figura 4. Detecédo por imunofluorescéncia da proteina CCDC103 (verde)
O . . . . e da proteina especifica do axonema a-tubulina (vermelho), em células
apes e ' 25 germinativas testiculares do paciente (A — D) e controlo (E — H). Marcagéo
o 20 foi observada no citoplasma dos espermatdcitos primarios e secundarios
/\ - (ST1 e ST2: A vs E), e espermatidios redondos (Sa: B vs F). Foi também
2 & C ' B verificada marcacdo na pega intermedia (mp) dos espermatozoides (Sz: C, D
i i — Y —— { i
g . \r % vs G, H). Ndacleo marcado com DAPI (azul). Setas brancas salientam a
& i Pl €l €2 C3 marcacdo na mp. Escala: 5 um (A-C; E-G) e 2 um (D, H).

Figura 5. A.Detecdo por imunofluorescéncia da proteina CCDC103 (verde) e da proteina a-tubulina (vermelho) em células
ciliadas nasais do controlo e paciente. Ndcleo corado com DAPI (azul). C-cilios, *-citoplasma, n-ntcleo. Escala: 10 pum.

B. Detecdo por Western blot da da proteina CCDC103 em células do sangue do paciente (P1) e de controlos (C1-C3).
* possivel forma dimérica, **possivel forma oligomérica.

Resultados e Conclusoes: O estudo ultrastrutural revelou auséncia dos bragos de dineina no
axonema das células ciliadas e aumento do angulo de batimento ciliar, confirmando a
suspeita de PCD. A analise do mRNA evidenciou gue a variante tem como consequéncia a
transcricdo de um mRNA alterado de expressdo diminuida. Por WB verificou-se a existéncia
de isoformas proteicas, sugerindo modificacGes pos-translacionais. A IF revelou presenca da
proteina CCDC103 na peca-intermédia dos espermatozoides e no citoplasma das células GS
e ciliadas, de expressdo reduzida. Em conclusdo, inferimos que esta variante impede a
formacdo dos bracos de dineina nos axonemas dos espermatozoides e das células ciliadas
nasais, o que confirma a associacdo do gene CCDC103 a PCD e ao sindrome de Kartagener.

Adicionalmente, observamos expressdes distintas nas células ciliadas e nos espermatozoides

ao nivel do mRNA e da localizacdo sub-celular da proteina.
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0.0- = T T Figure 11. Detecdo por imuno-histoquimica da proteina CCDC103 em seccOes de
TC  SC  SZ Oocytes Nasal WBC — - 30 parafina de tibulos seminiferos. Marcacdo reduzida nas espermatogonias (SG), intensa no
Tissues | @20 citoplasma e regido perinuclear de espermatdcitos primarios (ST1) e secundarios (ST2), e

moderado no citoplasma e regido perinuclear das células de Sertoli (SC) e espermatidios
——CCDC103 —— 8 redondos (Sa). Marcagdo também intensa na peca intermedia (mp) dos espermatides
alongados (cabeca de seta branca). PTC-celulas peritubular peritubular cells, BL- [amina
basal. Escala: 10 um.

Figura 8. Niveis de expressdo de mRNA do gene
CCDC103 de controlos em celalas testiculares (TC),
células Sertoli (SC), espernatozoides (SZ), ovocitos, células W — S, w— 70 kDa

nasais e do sangue (WBC). | HSP70 |

Figura 9. Detecdo por Western blot da da proteina
CCDC103 em celulas testiculares (TC), células Sertoli
(SC), espernatozoides (SZ), e do sangue (WBC). *
possivel forma dimérica, **possivel forma oligomérica.
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