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RESUMO

Variagdes no numero de cdpias (do inglés Copy Number Variation - CNV) sdo segmentos iguais a ou
maiores que 1 kilobase que apresentam variacdes estruturais como dele¢des e duplicacdes.
Constituem uma fracdo de variagdo genética importante, que interagem, modulam ou direcionam a
expressdo génica. MicroRNA sdo pequenos RNA de aproximadamente 20 nucleotideos que regulam
a expressdo génica pds-transcricional. O objetivo desta Tese foi analisar a expressdo de microRNA
com relacdo as variacdes estruturais do nimero de coépias dos respectivos genes em humanos, as
regides de CNV-miRNA. Foram selecionadas 11 regides de provavel polimorfismo no nimero de
cOpias além de duas regides invariaveis como controle positivo, que foram avaliadas por triagem
molecular em PCR quantitativa em uma amostra de 103 individuos da populacido brasileira. Em
seguida, uma segunda amostragem de 30 individuos tiveram DNA e RNA coletados de células
mononucleadas do sangue (PBMC) e de epitélio bucal e RNA total do plasma para respectiva
quantificacdo da expressao desses microRNA. Para elucidar questdes relativas a dosagem génica, a
expressdo de microRNA foi comparada com o nimero de cépias das respectivas regides génicas. Das
regides que apresentaram polimorfismo (CNV-miR-570, -miR-499, -miR-126, -miR-150, -miR-338, -
miR-1275), apenas uma nao teve o microRNA quantificado (CNV-miR-499) por nao ter apresentado
amplificacdo nos tecidos e também no plasma. Os microRNA miR-570 e miR-338, tiveram uma
expressdo relativa crescente de acordo com o nimero de cépias para fracoes de PBMC (e plasma
somente para o miR-570), no entanto, estatisticamente ndo significativas. Numa simulacdo
populacional pelo método Monte Carlo (n = 1.000), foi identificada diferenca significativa para o
miR-570, com taxa de mudanga progressiva relativa entre ao niimero de c6pias. A hipétese de que o
numero de copias de uma regido contendo genes miRNA pode afetar a regulacdo da expressio de

genes abre uma perspectiva de novas pesquisas envolvendo a variabilidade fenotipica.

Palavras-chave: Polimorfismo populacional, CNV, microRNA, CNV-miRNA, dosagem génica



ABSTRACT

Copy number variation (CNV) are DNA segments of 1 kilobase or larger, showing structural
variations, such as deletions, insertions or duplications. It constitutes a significant fraction of
genetic variation that directly interacts or modulates gene expression. MicroRNA is a class of small
RNA of about 20 nucleotides that regulates post-transcriptional gene expression. The aim of this
Thesis was to analyze the expression of microRNA regarding the number of copies of their
respective genes in humans, the CNV-miRNA regions. Eleven regions of probable polymorphisms in
addition to two invariable control regions were selected and evaluated by quantitative PCR
molecular screening in a sample of 103 individuals of the Brazilian population. Then, a second
sample of 30 subjects had DNA and RNA collected from blood mononuclear cells (PBMC), oral
epithelium and total RNA from plasma, quantified the expression of those microRNAs and
compared with the number of copies, aiming to elucidate the relative response to gene dosage.
From the regions that showed polymorphism (CNV-miR-570, -miR-499, -miR-126, miR-150, -miR-
338, -miR-1275) only one was unable to have the microRNA quantified (miR-499) for failing to
provide amplification in tissues and plasma. The microRNA miR-570 and miR-338 had an increased
relative expression according to the respective number of copies for PBMC fraction (and plasma
only for miR-570), though not statistically significant. In a population simulation by Monte Carlo
method (n = 1,000), a significant difference was identified to miR-570, with progressive rate of
relative change between the categories of number of copies. The hypothesis that the copy number
variation of a region containing miRNA genes can affect the regulation of gene expression opens a

new perspective for research regarding phenotypic variability.

Key-words: CNV, population polymorphism, microRNA, gene dosage, CNV-miRNA
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INTRODUCAO

Variagdes nas sequéncias do genoma sdo um dos principais componentes de
investigacao cientifica dos feno6tipos comuns e patoldgicos para desvendar os mecanismos
das suas origens e desenvolvimento. Na natureza, os fendtipos sdao complexos na sua
etiologia, resultante da interacdo de componentes genéticos e fatores ambientais. A
variacdo no genoma humano sempre foi alvo dessas investigacdes, desde os primeiros
estudos de ploidia e alteracdes cariotipicas microscopicamente visiveis, passando pela
premissa classica do dogma central da biologia, chegando até modelos atuais mais
complexos, envolvendo controle da expressdo génica por mecanismos genéticos e
epigenéticos (LANDER, 2011). Padrdes de variagdo no genoma podem ajudar a identificar
as regides que possuem associagdes com caracteristicas biologicas e que, de alguma
maneira, atuam no controle desses eventos em populagées humanas (LANDER, 2011). O
volume e a qualidade de dados gerados pelo sequenciamento massivo de genomas ajudou a
ciéncia na busca pelas explicacdes de alguns desses mecanismos e suas redes de integracao,

de forma abrangente, imparcial e livre de hipotese (KELL; OLIVER, 2004).

Desde os primeiros estudos de citogenética, reconheceu-se que perdas ou ganhos de
cromossomos inteiros, as aneuploidias, ou alteragdes estruturais microscopicamente
visiveis de fragmentos cromossdmicos como as delecdes, insercdes ou translocagcdes sao
responsaveis por diversas sindromes genéticas comuns e raras, além de doencas de
desenvolvimento intelectual e cognitivo, ndo associadas a sindromes reconhecidas (LEE, C.;

SCHERER, 2010; SHAW et al., 2004). As primeiras descrigoes de alteragdes cromossdémicas



mais importantes para a medicina foram feitas pelo cientista Francés Lejeune e sua equipe,
descrevendo a trissomia do cromossomo 21 como responsavel pela Sindrome de Down
(LEJEUNE et al., 1959) e a primeira descri¢do de Sindrome herdada por dele¢do, a Sindrome
Cri-du-chat, envolvendo a delecao parcial do brago curto do cromossomo 5 (LEJEUNE et al.,
1963). Uma variagdo estrutural microscopicamente visivel, relacionada a patologias nao
sindrémicas, descrita a cerca da mesma época, foi a translocacao cromossdémica reciproca
entre os bracos longos dos cromossomos 9 e 22, t(9;22), cujo produto da fusdo dos genes
BCR e ABL, a proteina quimérica BCR-ABL, esta presente em diversos casos de leucemia

(NOWELL; HUNGERFORD, 1960).

As variagdes cromossdmicas podem ser detectadas e analisadas por metodologias
que abrangem todo o genoma (genoma-completo), bem como serem restritas a uma regiao
especifica (LEE, ]J. H.; JEON, 2008). Métodos de investigacdo usados nas descobertas de
alteracdes cromossdmicas ligadas a sindromes genéticas se basearam em anadlises
citogenéticas de genoma-completo, através do cariétipo obtido por coloragdo. A coloragao é
uma técnica baseada em principios quimicos usada para originar contraste entre diferentes
componentes celulares, entre eles os cromossomos, permitindo sua visualizagdo (DOLAN,
2011). Ao longo do tempo, diversas técnicas de bandeamento cromossomico surgiram,
trazendo com elas o aumento da resolugdo no nimero de bandas. O bandeamento G, que
utiliza o corante Giemsa, é uma das técnicas de rotina mais utilizadas devido a sua
simplicidade, sensibilidade e estabilidade. Sua resolu¢do pode gerar de 300 até 850 bandas
por genoma haploide, sendo maior a resolu¢dao aumenta-se a probabilidade de detecgao de

alteracdes cromossémicas de menores tamanhos (DOLAN, 2011).



Outras técnicas de fluorescéncia quimica que utilizam sondas especificas foram
desenvolvidas para buscar melhor definicdo e ampliar as precisdes metodoldgicas, como a
Hibridizacdo Gendmica Comparativa (CGH do inglés Comparative Genomic Hybridization),
hibridizacao in situ com fluorescéncia multicor, e cariotipagem espectral, entre outros
métodos de citogenética molecular (MICALE; MOHAMED, 2012). Concomitantemente, a
hibridizacao fluorescente foi amplamente utilizada para avaliar a dele¢do ou duplicacao de
regides especificas ou para mapear genes a seus respectivos cromossomos. Como exemplo,
a técnica de Hibridizacdo Fluorescente in Situ (FISH - do inglés fluorescence in situ
hybridization) foi desenvolvida e é constantemente utilizada em mapeamentos e validagao
de regidoes com alteragdes de numero de cépias (MICALE; MOHAMED, 2012). Métodos com
alvos especificos sdo frequentemente usados na clinica médica para ajudar no diagnostico
de sindromes, pois usando sondas especificas para as regides de interesse detectam
microdelecdes ou microduplicagdes nao visualizadas em técnicas de bandeamento (BALLIF

etal., 2008; STOFANKO et al.,, 2013; WEISS et al., 2008).

A reacdo quantitativa em cadeia da polimerase (qQPCR - do inglés Quantitative
Polimerase Chain Reaction) é outro método que utiliza marcadores fluorescentes em
conjunto com a leitura 6tica computadorizada em tempo real da reagdo (D'HAENE et al,,
2010). E amplamente usada para quantificar dcidos nucleicos (DNA/RNA) pela amplificacdo
da sequéncia alvo, permitindo uma maior sensibilidade de detec¢ao. De maneira geral, a
gPCR em tempo real é utilizada em um numero crescente de aplicagdes de pesquisa,
incluindo desde a discriminagao alélica e analise de polimorfismos de Uinica base (SNP do
inglés Single Nucleotide Polymorphisms), validacao de delecdo ou duplicacdo de regiodes

especificas, testes de deteccdao de organismos geneticamente modificados, monitoramento e



deteccdo da carga viral e de outros patégenos (D'HAENE et al,, 2010; VANGUILDER et al,,
2008). Além disso, é também utilizada extensivamente para quantificagio de RNA de
diversas classes, por meio de reacdes de PCR quantitativa por transcri¢do reversa, ou qRT-
PCR (RT - do inglés Reverse Transcription), no qual inicialmente o RNA extraido passa por
uma reacdo de transcricao reversa para a quantificacdo de expressdo génica ou expressao
de RNA nido codificantes (D'HAENE et al., 2010; VANGUILDER et al., 2008). Por toda essa
versatilidade, a qPCR é considerada uma técnica padrao ouro em analises de quantificacao

de acidos nucleicos (D'HAENE et al., 2010; VANGUILDER et al., 2008).

No método da qPCR, a quantidade de produto na reacdo deve, em teoria, duplicar a
cada ciclo, resultando em uma amplificagdo exponencial da regido alvo. O fragmento
amplificado é monitorado em tempo real, por meio da intensidade de fluorescéncia emitida,
usando uma molécula chamada de repoérter. Varios produtos quimicos de detec¢ao estdo
disponiveis comercialmente para medir a quantificacao de produto, incluindo as sondas de
hidrélise (por exemplo, sondas TagMan®), ou moléculas de ligacdo que emitem
fluorescéncia quando ligadas a cadeia dupla do DNA em regides ndo-especificas, como o

corante SYBR Green® (VANGUILDER et al., 2008).

De maneira geral, nas reacdes de qPCR, a auséncia de uma sequéncia alvo especifica
na reacdo ndo permite a emissdao de fluorescéncia ou pela presenca de uma molécula
supressora do sinal da molécula repdrter, o quencher (sondas TagMan®, Applied
Biosystems, EUA), ou por nao ter incremento de produto para ligacdo do corante (SYBR
Green®, Life Technologies, EUA). Nessas estratégias, a reacdo de PCR é caracterizada por

trés fases: a fase exponencial (quando o alvo é amplificado exponencialmente), a fase linear
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(quando a quantidade do produto é amplificada a uma taxa linear progressiva); e a fase
platd (na qual ndo ha mudancga significativa na quantidade de produto amplificado),
(D'HAENE et al,, 2010; VANGUILDER et al., 2008). Na fase inicial da PCR, os substratos nao
estdo limitados e ndo ha nenhuma degradacédo dos produtos. A medida que a reagio ocorre,
o alvo é amplificado de maneira exponencial até atingir uma concentragdo suficiente para
iniciar a emissao de fluorescéncia em quantidade detectavel. O numero de ciclos na reagdo
em que esse valor ocorre é definido como limite de transicdo de fases (Ct do inglés - Cycle
threshold), ocorrendo no limiar de mudanca entre a fase exponencial e a linear (D'HAENE et
al.,, 2010; VANGUILDER et al., 2008). O valor de Ct determinado para cada reagdo pode ser
usado entdo para gerar uma quantificacdo relativa usando o método Ct comparativo, onde o
valor de Ct encontrado para o alvo é comparado com um gene, ou da expressdo génica, de
um controle de reacdo, geralmente controle endégeno (D'HAENE et al., 2010; VANGUILDER
et al.,, 2008). Nas sondas TagMan®, quando ocorre a hibridizagdo com a sequéncia-alvo de
interesse, a molécula repdrter é liberada emitindo a fluorescéncia, que é detectada pelo
aparelho termociclador. O nivel de fluorescéncia detectado esta diretamente relacionado a
quantidade de alvo amplificada em cada ciclo de PCR, formando uma curva de amplificagdao

no formato sigmoide (D'HAENE et al.,, 2010; VANGUILDER et al., 2008).

Varia¢oes no numero de copias

O advento das técnicas de biologia molecular foram fundamentais para o surgimento
de ferramentas de alta tecnologia para o rapido desenvolvimento cientifico. Durante o

projeto de sequenciamento do genoma humano na transi¢do do século XX para o XXI, a
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aplicagdo de um conjunto de clones em vetores de cromossomos artificiais de bactéria
(BAC, do inglés Bacterial Artificial Chromossome) permitiu que o processo de
sequenciamento ocorresse em escala massiva. O microarranjo baseado em BAC para
hibridizacdo genomica comparativa, o CGH-BAC-Array, possibilitou a identificacdo de
variagdes submicroscopicas em todo genoma por meio de genotipagem de pacientes-
controle saudaveis (IAFRATE et al., 2004; SEBAT et al., 2004; TUZUN et al., 2005). Embora o
termo “saudavel” tenha sido utilizado originalmente para identificar individuos livres de
determinadas doencas, a amplitude de fendtipos comuns varidveis fez com que uma
diversidade de polimorfismos genéticos possivelmente associados fosse identificada em
individuos sem manifestacdes patologicas. Com isso, o termo “grupo controle” ou mesmo os
dados de sequenciamento de um Unico individuo tomado como controle, podem gerar
questdes de ordem prdatica na analise populacional de variantes genéticas, criando uma
suposicao hipotética onde os termos saudaveis ou controle sdo usados como definicdo a

priori, que, na realidade, por si € multifatorial e complexo de estruturar.

A variabilidade fenotipica em populagdes humanas é determinada em grande parte
por dois fatores complementares: meio ambiente e informagdo genética. A variagdo
genética é causada por diferentes variantes presentes no genoma humano, sejam
polimorfismos comuns ou muta¢des menos frequentes. O grande numero de variagcoes
estruturais entre individuos constituiu-se como uma importante fonte de diversidade e
variabilidade genética populacional. Além disso, as variagcdes estruturais foram incluidas
em estudos de grande porte que buscavam entender seu papel na variagdo fenotipica
comum e na susceptibilidade a doengas (IAFRATE et al., 2004; SEBAT et al., 2004; TUZUN et

al,, 2005).
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Até recentemente, pensava-se que a maioria destas variantes fosse mudangas
pontuais de um nucleotideo, SNP, que estdo presentes no genoma humano em torno de
aproximadamente 10 milhdes, separadas em categorias de polimorfismos frequentes
(frequéncia de alelos acima de 1% em populagdes) ou variantes raras. Por definigao,
variantes raras sao definidas como aquelas abaixo de 1% (FRAZER et al,, 2009). No entanto,
de maneira menos estrita, essas definicdes de percentual podem variar em frequencia
populacional entre 0,1% e 3% dependendo do tipo de polimorfismo e a relagdo genética
com outras variantes, podendo chegar até 5% caso ndo apresentem desequilibrio de ligacdo
(FRAZER et al., 2009). Abaixo desse limiar podem ser caracterizadas como variantes novas
(FRAZER et al., 2009). Os polimorfismos do genoma humano foram descritos a partir dos
resultados de dois grandes projetos derivados do genoma humano: The International
HapMap Project (GIBBS et al.,, 2003) e seu seguimento, o One Thousand Genome Project

(KAISER, 2008).

A medida que foram surgindo novas ferramentas de analise, grandes duplicacdes e
delecdes foram identificadas também como fonte de variacdo genética sem estarem
aparentemente relacionadas com nenhuma doenc¢a (BARBER et al., 1998; IAFRATE et al,,
2004; SEBAT et al, 2004). O termo mais abrangente para essas variagles, variacao
estrutural de segmentos gendmicos, inclui em seu escopo o polimorfismos que envolvem
ganho ou perda de porg¢des a partir de 1000 pares de bases (ou 1 kilobase, kb) de extensao,
ou maior (FEUK et al., 2006; SCHERER et al., 2007). Além disso, rearranjos de posi¢do, como
as translocagdes, ou de orientagdo, como as inversdes, e outros mais complexos também
complementam o conjunto de variacdes definidas pelo termo. As duplicagcdes segmentares,

também chamadas de copia de baixa repeticdo (LCR, do inglés Low Copy Repeat) ou
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Duplicons, sdo definidas como segmentos de DNA que ocorrem em duas ou mais cdpias por
genoma hapléide, com as diferentes copias partilhando a partir de 90% de identidade de

sequéncia (BAILEY et al., 2001).

Dentro desse escopo, as variagdes no numero de cdpias (CNV - do inglés Copy
Number Variation) sao definidas como alteragdes gendmicas com pelo menos 1 kb de
extensdo, envolvendo somente ganhos ou perdas em comparagdo com um genoma de
referéncia (IAFRATE et al., 2004; LEVY et al, 2007; SCHERER et al., 2007; SEBAT et al,,
2004). Devido a limitagdes técnicas, tais rearranjos no genoma humano eram assumidos
como limitados em escala. No entanto, desde 2004, o desenvolvimento de tecnologias de
microarranjos e a disponibilidade da sequéncia completa do genoma humano tornaram
possiveis e eficazes a obtengdo de mapas individuais de genoma completo com os locais,
precisdo de copias e frequéncias de CNV, revelando-as como uma das maiores fontes de
variacdo genética humana (IAFRATE et al.,, 2004; REDON et al.,, 2006; SEBAT et al., 2004;

TUZUN et al,, 2005).

E inegavel que os SNP tenham aparecido como a maior fonte de variacio genética
em termos de numero (LANDER, 2011). No entanto, o nivel sem precedéncia de diversidade
genética conferida por CNV abriu um novo toépico no entendimento da variagdo fenotipica,
evolucdo humana e susceptibilidade a doengas. As variagdes no nimero de copias cobrem
individualmente aproximadamente 12% do genoma humano (REDON et al., 2006), com
uma média de 12 variantes por individuo (FEUK et al., 2006; ITSARA et al., 2009; ITSARA et
al.,, 2010), podendo chegar entre 20 até 30 CNV, sendo esses nimeros dependentes dos

limites de deteccdo definidos pela densidade dos arrays por genoma haploide e densidade
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das sondas no mapa gendmico, ou seja, regides com alta ou baixa densidade de sondas

(JAKOBSSON et al., 2008; LEVY et al., 2007).

Muito embora essas variacdes sejam pouco numerosas quando comparado aos SNP,
elas podem se estender por abrangéncia desde 1 kb por evento, podendo atingir regioes
que codificam proteinas (SEBAT et al.,, 2004) ou regides regulatérias da expressdo génica
(STRANGER et al.,, 2007), resultando em uma fragdo significativa do genoma, tanto em
extensdo quanto em funcdo (WOODWARK; BATEMAN, 2011). Em termos de numero, a
estimativa de variacdo individual pode chegar a mais de 350 milhdes de pares de base
(REDON et al., 2006), o que coloca definitivamente as CNV como uma importante fonte da

varia¢do genética.

As mutagdes somaticas estdo presentes em diversos tipos celulares e em tecidos
aparentemente sem alteracdo morfologica ou funcional, sendo crucial para o entendimento
do desenvolvimento embriondario e do processo de envelhecimento (DE, 2011). Durante o
ciclo de vida de um individuo, desde a fecundagdao de um 6vulo até o envelhecimento, as
células somaticas podem acumular diversas alteracdes genéticas, de maneira que a mesma
linhagem vinda de um unico évulo fertilizado pode dar origem a células com diferengas
genéticas relevantes entre tecidos distintos, ou mesmo dentro do mesmo tecido
(YOUSSOUFIAN; PYERITZ, 2002). A existéncia de células com gendtipos distintos em um
mesmo organismo é denominada de mosaicismo somatico (DE, 2011; YOUSSOUFIAN;

PYERITZ, 2002).

O mosaicismo comumente surge como resultado de diferentes alteracdoes genéticas

como SNP, CNV, rearranjos estruturais, ganhos e perdas de cromossomos, por diversos
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mecanismos, tanto induzidos, como por exemplo, exposi¢do a radiagao ultravioleta e o uso
de drogas licitas e/ou ilicitas; quanto espontaneos, por exemplo, elementos transponiveis,
erros na replicacdo de DNA ou mecanismos defeituosos de reparo do DNA (DE, 2011;
YOUSSOUFIAN; PYERITZ, 2002). Assim, as CNV aparecem potencialmente como candidatas
ao mosaicismo, podendo ocorrer em células germinativas, em células somaticas que geram
agregados teciduais dispersos ou mesmo diferentes mosaicos e eventos unicos em células

individuais (MCCONNELL et al., 2013).

A sua extensdo e localizacdo de pontos de quebra permite que diversos tipos de
interferéncia gendmica possam ocorrer. Assim, Woodwark e Bateman (2011) propuseram
uma nomenclatura para diferentes tipos de genes afetados pelas CNV (Figura 01). Os genes
que variam em numero de cépia e que estdo posicionados inteiramente dentro de CNV
representam a primeira classe, ou tipo 1. A segunda classe, ou tipo 2, sdo genes em que pelo
menos um dos pontos de quebra da CNV localiza-se dentro dos seus limites de extensdo
levando a fusdo ou truncamentos. A terceira classe de genes afetados por CNV, ou tipo 3,
sdo aqueles cuja CNV se encontra inteiramente dentro dele, geralmente esses genes podem
ser interrompidos dependendo se o limite da CNV se localize em porg¢des que atinjam os

exons (WOODWARK; BATEMAN, 2011).
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Figura 1: Tipos de Genes encontrados em regides de variacdo do numero de cdpias classificados de acordo
com o ponto de quebra da CNV. Caixas coloridas representam regides génicas de exons e linhas introns. Fonte:

adaptado de Woodwark e Bateman (2011).

Por representarem estruturas gendmicas que podem estar associadas a fenétipos
diversos, e que variam de ocorréncia e frequéncia entre individuos e entre populagdes, as
CNV podem ser consideradas como modelos alélicos de variagdo gendmica, atribuindo a
referéncia de alelo ao numero de cépias presentes (KATO et al., 2009). Em populagdes
diversas, CNV com frequéncias populacionais acima de 1% sdo caracterizadas como
polimorfismos no nimero de cépias (CNP, do inglés Copy Number Polymorphism). Uma
variante de menor frequéncia é definida por aquela menos comum em uma determinada
populacdo, no entanto o uso deste termo se complica quando uma regido é multialélica, pois
a frequéncia de um alelo, ou o niimero de cépia neste caso, pode variar de acordo com a
populagdo estudada e com a técnica utilizada para identificar as cépias (SCHERER et al,,
2007). Portanto, o termo frequéncia do nimero de cépia representaria melhor a realidade

desse tipo de polimorfismo (LOCKE et al., 2006).

As CNV abriram precedentes também para estudos evolutivos e populacionais.

Diferencas significativas na frequéncia entre CNV foram descritas entre diferentes grupos
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étnicos populacionais (CONRAD, D. F.; HURLES, 2007; JAKOBSSON et al., 2008; LI et al,,
2009; MCELROY et al., 2009; REDON et al., 2006; WINEINGER et al.,, 2011; XU et al,, 2011;
ZHANG, Y. B. et al., 2012), inclusive com relatos de CNV observadas exclusivamente em
determinadas populacdes (ARMENGOL et al., 2009; PRONOLD et al., 2012; XU et al,, 2011).
I[sso sugere um papel importante das CNV nos modelos de estratificagdo de populagdes
mundiais, implicando em uma semelhanc¢a na histéria evolutiva de marcadores genéticos

entre CNV em comparag¢do com outros tipos de polimorfismos (JAKOBSSON et al., 2008).

Diversos exemplos de polimorfismos de nimero de cépias em diferentes populagdes
sdo relatados na literatura, com familias de genes que podem atingir até centenas copias
(CAMPBELL et al.,, 2011; SUDMANT et al., 2010). O gene da Sulfotransferase Citosdlica
Humana (SULT1A1) possui distribuicdo do nimero de cépias que varia entre 1 e 5, e sua
frequéncia para ganho (3 copias ou mais) é relatada em torno de 26% em populagdes de
origem Europeia e 63% para populacdes de origem Africana, constituindo um exemplo de
CNV polimorfica em populagdes humanas (HEBBRING et al., 2007). Outro exemplo é o gene
da amilase salivar, AMY1, cujo polimorfismo varia entre 2 a 15 cépias, e é relatado em
diversas populagdes com histérico contrastante em relacdo ao padrdo de consumo dietético

de amido (PERRY et al., 2007).

Um importante papel das CNV na evolugdo pode ser inferido a partir da analise das
categorias funcionais dos genes que mais frequentemente se apresentam nesta classe de
variante estrutural. Uma das caracteristicas mais importantes para os estudos funcionais de
CNV é sua localizacdo predominantemente fora de sequéncias codificantes e elementos

reguladores ultraconservados (REDON et al., 2006). Estes elementos sdo sequéncias de,
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pelo menos, 200 pares de bases altamente conservadas entre varias espécies, incluindo
humanos, ratos e camundongos (BEJERANO et al., 2004). As categorias funcionais com
maior enriquecimento para CNV foram para genes envolvidos na adesdo celular, na
percepc¢do sensorial olfativa e de respostas a estimulos quimicos (NGUYEN et al.,, 2006;
REDON et al., 2006). Além disso, as categorias que foram sub-representadas incluiu genes
envolvidos na sinalizacdo e proliferacdo celular, bem como os genes envolvidos na

regulacao de fosforilacdo de proteinas (NGUYEN et al.,, 2006; REDON et al., 2006).

Entretanto, as variantes estruturais também podem influenciar os genes em cis ou
em trans ao longo de grandes distancias gendmicas ou mesmo em cromossomos distintos,
respectivamente. Assim, as CNV podem afetar a expressdao génica em centenas de
quilobases de distdncia do local do rearranjo, atuando em elementos regulatorios de
transcri¢do e tradugao, e também por meio do controle de RNA mensageiro (mRNA) e taxas
de degradacdo de proteinas (WEISCHENFELDT et al, 2013). Uma classe de moléculas
envolvidas principalmente na regulagdo pés-transcricional da expressao génica sdo o RNA

nao codificantes, entre eles os microRNA.

MicroRNA

O entendimento do controle da expressao génica foi constantemente modificado nas
duas ultimas décadas pela descricdo extensiva de RNA nado codificadores (ncRNA). A
maioria desempenha funcgdes especificas, tais como o RNA ribossomal (rRNA) e o RNA

transportador (tRNA), envolvidos na tradugcdo do mRNA. No entanto, foi identificada nos
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genomas de diversos organismos, uma classe abundante de pequenos RNA com provaveis
fungdes de regulacdo pods-transcricional de determinados processos bioldgicos, tais como
desenvolvimento, crescimento, diferenciacdo e metabolismo celular (AMBROS et al., 2003;
LAU et al,, 2001; REINHART et al., 2002). Entre os ncRNA, os pequenos RNA nucleares
(snRNA) e os pequenos RNAs nucleolares (snoRNA) participam, respectivamente, do
processamento de mRNA (ou em inglés, splicing) e na modificagdo do rRNA. Além deles, os
microRNA notoriamente ganharam espaco no meio cientifico devido a sua funcdo de
regular a expressdo génica por meio da clivagem ou inibi¢do da traducao de mRNA alvo

(AMBROS et al.,, 2003; LAU et al,, 2001; REINHART et al,, 2002).

Os microRNA sdo curtas moléculas de RNA de cadeia simples que sao
complementares a um ou mais RNA mensageiros e variam entre 21 a 30 nucleotideos de
tamanho, de acordo com mecanismos distintos de biogénese (FARAZI et al., 2008; MELO;
MELO, 2014). A biogénese dos miRNA (Figura 02) é iniciada primeiramente pela
transcricdo da sua unidade transcricional, genes codificantes de RNA, por meio da enzima
RNA polimerase II, gerando um transcrito longo de RNA chamado de miRNA primario (pri-
miRNA), contendo um ou varios transcritos (MELO; MELO, 2014). O transcrito primario é
modificado da mesma maneira que os transcritos de mRNA, ou seja, recebe a marcagao da
7-metilguanosina na extremidade 5’ (5’cap) e a cauda de poli-adenosina (poli-A) na
extremidade 3’ (AMBROS et al.,, 2003). Entao sdo processados no interior do nucleo em
miRNA em forma precursora de grampo em fita dupla (pre-miRNA, de aproximadamente
70 pb) pela enzima RNase III Drosha (RNAse Il endonuclease) juntamente com o cofator
DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCR8), (DAVIS-DUSENBERY; HATA, 2010; LEE, Y. et

al., 2003). Uma vez processado, o microRNA é exportado do nucleo para o citosol pela
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Exportina-5 (LUND et al., 2004). O complexo enzimatico Dicer, um membro da superfamilia
RNase III, juntamente com a proteina de ligacdo TAR (TRBP), medeia o processamento
citoplasmatico do pre-miRNA em miRNA maduros, gerando um miRNA de fita dupla de 19 a
24 pb (LUND et al., 2004). Uma destas fitas, chamada de fita passageira, é degradada por
RNAses, enquanto a fita guia, ou fita madura, seletivamente se associa ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC - do inglés RNA-induced silencing complex) e
interage com os mRNA alvos por complementaridade na regido 3'UTR, para degrada-los ou

reprimir sua tradugdo (SCHWARZ et al., 2003).

O reconhecimento acontece com um grau de complementaridade imperfeito, com
falta de complementaridade principalmente na parte central do miRNA. A
complementaridade perfeita promove a clivagem do mRNA catalisada pela associagao da
proteina ARGONAUTA ao complexo miRISC (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; INUI et al,,
2010). A tUnica proteina Argonauta com atividade de clivagem do mRNA em humanos é a
Ago2. No entanto, todas as demais quatro proteinas Ago se associam com miRNA e atuam
no silenciamento génico (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; INUI et al., 2010). A repressao da
tradug¢do do mRNA ocorre quando a complementaridade é imperfeita e, por mecanismos
ainda nao elucidados, sugere-se que a repressdo aconteca durante a elongacdo e o miRNA
promova a dissociacao entre os ribossomos e 0o mRNA (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009;

INUI etal., 2010).
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Figura 2: Esquema da via de biogénese e fun¢ido dos microRNA. Fonte: adaptado de Melo e Melo (2014)

As transcri¢gdes primdarias dos microRNA, em seres humanos, sdo processadas no ntcleo e clivadas pelo
complexo Drosha-DGCR8 que reconhece a estrutura de RNA de cadeia dupla do pri-miRNA e libera um
precursor (pre-miRNA) de 60 a 70 nucleotideos. Este pré-miRNA é exportado para o citoplasma via exportina-
5, onde é novamente processado em miRNA/miRNA* pelo complexo DICER-TRBP, e em seguida associada a
proteina Argonauta (Ago2 em humanos), formando o complexo de silenciamento (RISC). A fita simples miRNA

serve como guia para o reconhecimento do alvo, enquanto a fita passageira miRNA* é clivada pela Ago2.
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As sequéncias de DNA que codificam para miRNA, os genes de microRNA, podem ser
encontradas em diversas regides gendmicas, como as intergénicas e intronicas (INUI et al,,
2010). Estima-se que existam milhares de miRNA identificados em varias espécies de
organismos, dos quais 1.872 precursores e 2.578 maduros estdo descritos em seres
humanos (dados de mirbase.org em Janeiro de 2014). Evidéncias sugerem que os miRNA
estdo diretamente envolvidos na biogénese de diversas caracteristicas fenotipicas, como
por exemplo, a regulacdo de secrecdo de insulina (POY et al,, 2004), uma vez que cerca de
um terco dos genes humanos pode ser controlado por miRNA (BEREZIKOV et al., 2005).
Comparado com genes ndo regulados por miRNA, no entanto, os genes regulados por
miRNA em geral tém uma variagdo maior na sua expressao entre diferentes grupos étnicos
ou populacionais (LU; CLARK, 2012), além da expressao diferenciada dos proprios miRNA

entre grupos distintos (HUANG et al., 2011).

Implicagdes funcionais do naimero de copias

A variacdo no numero de cdpias de regides gendmicas possui algumas
caracteristicas evolutivas que podem ser funcionais ou meramente estruturais, incluindo
sequéncias intronicas ou exonicas, regides promotoras com sitios de ligacdo para fator de
transcricdo ou regides intergénicas (KONRAD et al,, 2011). Cépias multiplas de um gene
podem servir de alternativa de seguranca para genes essenciais. Por exemplo, para um gene
que perde sua funcdo em decorréncia de uma mutacgdo, sua copia pode assumir o papel
funcional, evitando possiveis efeitos deletérios (KONRAD et al., 2011). Esse modelo foi

proposto como o mecanismo primdario para a preservacao de copias de genes duplicados
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onde a duplicagdo é um evento neutro a pressao seletiva. Em contraste, o modelo de
divergéncia assume que uma duplicacdo pode ser positivamente selecionada porque doses
mais elevadas de proteina fornecem uma vantagem seletiva imediata, em casos de genes

sensiveis ao efeito de dosagem (SOSKINE; TAWFIK, 2010).

O efeito de dosagem génica corresponde a quantidade de produto do gene (mRNA
ou proteina expressos) que ira aumentar de acordo com cada cépia adicional do gene, até
um limite superior ser atingido, assumindo que ndo existam redes de retrorregulacdo que
irdo suprimir a expressao de genes (INNAN; KONDRASHOV, 2009). Fendtipos comuns tém
sido relacionados positivamente com nivel de expressdo de proteinas, em uma maneira na
qual o conceito de equilibrio genético sensivel a dosagem pode ser totalmente aplicavel. O
caso mais notavel envolvendo variagdo fenotipica comum é o gene da amilase salivar
(AMY1), detectados em uma frequéncia diferenciada populacionalmente entre ganhos e
perdas cromossdmicas (IAFRATE et al., 2004). Especificamente, a enzima amilase salivar foi
identificada com niveis de expressdao aumentados em fun¢do do aumento no ndimero de
copias da regido gendmica que é transcrita, tendo sido ainda positivamente correlacionada
com populacdes que possuem tradicionalmente dietas ricas em amido. Ou seja, em média,
quanto maior o consumo de amido, mais copias do gene AMY1 e maior concentracao da
enzima amilase salivar estardo presentes na populacao (PERRY et al., 2007). As implicagdes
funcionais dessas alteragdes sdo, portanto, evidentes no impacto que a expressao génica
pode exercer sobre o fendtipo, de forma abrangente. Por exemplo, a delecdo de um gene
pode gerar a deplecdo de seu(s) produto(s), especialmente quando a regido abriga genes
onde a expressdo de uma unica coépia nao é capaz de expressar o fendtipo associado, como

no caso dos genes haploinsuficientes (CONRAD, B.; ANTONARAKIS, 2007; DANG et al,
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2008), ou ainda, copias extras de genes podem causar a superexpressao de seus produtos

(CONRAD, B.; ANTONARAKIS, 2007; PERRY et al., 2007).

Apesar de ser uma interacdo complexa e repleta de exce¢des (GOUT et al., 2010),
existem propostas de modelos alternativamente simples para explicar o comportamento de
dosagem génica com relacdo aos fenotipos (CONRAD, B.; ANTONARAKIS, 2007). Entre elas
podem-se destacar quatro (Figura 3): (a) Relagdo linear: diretamente proporcional entre a
concentracdo de produto e o genétipo, sendo normalmente encontrada em proteinas
estruturais e regulatorias; (b) Retorno decrescente: a concentracdo de produto mostra
pouca variagdo ao longo de grandes intervalos de dose a partir de uma dosagem funcional
mais adaptada, envolve caso de enzimas que funcionam em concentragdes limitadas; (c)
Efeito estequiométrico: essa alternativa corresponde a diminui¢do do fendtipo (ou fitness
genético) tanto para incremento quanto para supressdo de dosagem génica. Certas
categorias de genes funcionais enriquecidos para os reguladores de transcrigdo e moléculas
sinalizadoras fazem parte dessa categoria. Geralmente envolvem complexos proteicos com
subunidades em que, se uma das unidades monoméricas estiver presente em uma
quantidade muito abaixo ou muito acima da concentracao de formag¢do dos intermediarios,
o complexo nao se forma na quantidade preconizada (VEITIA et al., 2008); (d) Proteinas
com caracteristica de agregacdo: nesse modelo proteinas tendem a se agregar caso o limiar
de expressao diploide tenha sido ultrapassado, como € o caso da proteina precursora da [3-
amildéide, uma das responsaveis, em parte, pela etiologia da doenca de Alzheimer. Conrad e
Antonarakis (2007) propuseram esses modelos baseados em diversos dados publicados em
relacdo ao fitness genético e modelos de gendtipos de haploinsuficiencia até duplicacdo do

alelo selvagem (indicados na figura 3 pelos simbolos “a” e “A”).
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Figura 3: Representacdo esquemadtica da resposta de dosagem génica ao fendtipo. (a) Relacdo linear; (b)

Retorno decrescente; (c) Efeito estequiométrico; (d) Proteinas com caracteristica de agregacdo Fonte:

Adaptado de Conrad e Antonarakis (2007).

No entanto, algumas destas variantes existem também nos genomas de individuos
fenotipicamente normais, logo, elas podem ndo ser uma causa direta somente de doengas
genéticas, mas a sua presenca pode levar a rearranjos cromossOmicos que podem
influenciar a expressdo de genes especificos dando origem variagdes fenotipicas comuns
(GIGLIO et al., 2001; HOLLOX et al., 2003; IAFRATE et al.,, 2004; OSBORNE et al., 2001;

SHAW; LUPSKI, 2004). Dentre essas possibilidades, se enquadram as CNV de regides nao
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codificantes e as que regulam a expressao de genes proximos ou distantes pela alteracdo

dos seus potenciadores, ou do inglés, enhancers (KLOPOCKI; MUNDLOS, 2011).

Os genes de microRNA, por estarem representados em regides pequenas do genoma,
estdo mais propensos a se enquadrarem em genes com CNV do tipo 1 e, assim, estariam
afetados diretamente no quantitativo de seu produto (MARCINKOWSKA et al., 2011). Pelo
fato das CNV participarem de 18% das variacdes na expressdo de genes, existe uma
possivel correlacdo em que a expressao dos miRNA pode ser modificada pelo nimero de

copias gendmicas (MARCINKOWSKA et al., 2011).

Em casos de polissomia, como a trissomia do cromossomo 21, em cinco dos miRNA
derivados do cromossomo 21 humano, trés foram superexpressos em um dos
experimentos, o miR-99a, let-7c e miR-155 (KUHN et al., 2008), e um deles, o miR-155, foi
diferencialmente expresso em fibroblastos isolados a partir do individuo com Sindrome de
Down quando comparado com o irmao gémeo ndo-afetado (SETHUPATHY et al., 2007). Foi
verificado que a superexpressao de microRNA do cromossomo 21 resultou na diminuicao
especifica da expressdao de proteinas alvo que contribuem, em parte, para o fenétipo da
Sindrome de Down (ELTON et al., 2010). Esses experimentos demonstraram que, de certa
maneira, a expressao de microRNA pode ser modulada de acordo com o ndmero de copias
no genoma, interferindo assim no processo traducional e consequentemente na variagao
fenotipica (ELTON et al., 2010). A expressao diferenciada de microRNA tem sido observada
também em regides recorrentes de alteracdo do nimero de cdpias, tanto perda como

ganho, em casos de cancer, como os de leucemia linfoblastica aguda (NINOMIYA et al,,
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2012), leucemia linfocitica cronica (CALIN et al., 2002) e adenoma hipofisario (BOTTONI et

al,, 2005).

Esse fendmeno abre perspectivas para estudos de fenétipos comuns e patologicos
envolvendo a variagdo do numero de cdpias em genomas humanos e sua expressdo
diferenciada. Estudos recentes de bioinformatica identificaram genes para os pré-
microRNA em sitios génicos que estdo inseridos em regides de variagdes estruturais
recorrentes e polimorficas (DUAN, S. et al., 2009; FELEKKIS et al., 2011; MARCINKOWSKA
et al., 2011). Sugere-se que a variacdo do nimero de cdpias, tanto de regioes de microRNA
quanto a de seus alvos na qual eles agem, podem ter modulado os microRNA a atuar como
equilibradores da expressdo génica durante a evolugdo, numa tentativa de regular a
expressdo génica e aumentar a tolerancia a plasticidade do genoma (FELEKKIS et al., 2011).
Porém, o estudo da variabilidade comum e patoldgica entre variacdo do numero de copias e
expressdo dos respectivos microRNA ainda necessita de investiga¢des a fim de elucidar se

sua resposta pode ser classificada como sensivel a dosagem.
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HIPOTESES

As regides gendmicas de microRNA descritas como polimorficas por estudos de
bioinformatica, apresentam variacdo no nimero de cdépias em uma amostra da populacao

brasileira.

A expressio de microRNA é afetada pelo numero de copias genoOmicas das

respectivas regioes.
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OBJETIVOS

Objetivo Principal

Analisar a expressao de microRNA com rela¢do as variacdes estruturais do ndmero

de copias dos respectivos genes em humanos.

Objetivos Especificos

Identificar regides polimérficas no nimero de cépias contendo genes de microRNA;

. Caracterizar as regioes de CNV como polimoérficas em uma amostra da populagdo
Brasileira;

. Quantificar o nimero de copias das CNV em individuos sem altera¢des patoldgicas;

. Quantificar a expressao de microRNA em individuos sem alteragdes patoldgicas;

. Correlacionar o nimero de cépias das CNV com a expressdao de microRNA

. Estabelecer modelos de interacdo entre o nimero de cépias e expressdao de

microRNA.
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MATERIAL E METODOS

Amostras biolégicas

A amostragem utilizada para triagem molecular de CNV foi constituida por 103
individuos nao relacionados da populagao Brasileira (Masculino n= 52 e Feminino n= 51),
distribuidos entre as cinco regides geopoliticas na seguinte configuragdo: Centro-Oeste
n=21; Nordeste n=20; Norte n= 22; Sudeste n=22; Sul n=18. Essa amostragem aborda a
caracteriza¢do de variabilidade genética em termos populacionais, portanto os individuos
que compuseram a amostragem ndo passaram por critérios de selecdo para inclusao e
exclusdo de acordo com caracteristicas fenotipicas. Para fins de calculos probabilisticos,
essa amostragem apresenta um poder de 90% para uma frequéncia alélica minima de 0,01

(B-RAO, 2001)

Para a avaliacdo da relacdo entre o nimero de cdpias e a expressdao de microRNA
foram coletados, a0 mesmo momento, o sangue periférico (origem embriondria
mesodérmica mesenquimal) e células epiteliais da mucosa oral (origem embriondria
ectodérmica) de 30 individuos, que tiveram o DNA e o RNA extraidos desses dois tecidos,
além de RNA total extraido do plasma, fluido corporal com quantidades significativas de
microRNA circulante (WEBER et al., 2010). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Catdlica de Brasilia, via Plataforma Brasil

CAAE: 13575813.1.0000.0029 - numero do parecer: 218.781. Todos os voluntarios
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assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido autorizando o uso de seu

material biologico para esta pesquisa (Anexo I, pagina 96).

A extracdo do DNA de sangue periférico foi realizada por coleta venosa em tubo
Vacutainer® (BD Diagnostics, EUA) contendo EDTA como anticoagulante, e estocado em
4°C de temperatura para posterior extracdo pelo método de alta concentragao salina (do
inglés “Salting out”). Para a extracdo de DNA de células do epitélio da mucosa oral foi
coletado um esfregaco bucal com escova cervical durante um minuto e inserido em um tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL, que prosseguiu para extracdo com o kit comercial GFX

Genomic DNA Purification Kit (GE Healthcare, EUA).

A extracdo de RNA das células bucais foi realizada com modificagdes do protocolo
descrito por Spira et al. (2004). Um esfregaco das células bucais foi realizado com uma
escova cervical por um minuto e, em seguida, foi inserido em um tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL contendo 0,75 mL de solugdo RNAlater™ (Qiagen, EUA) e incubado em baixa
temperatura para conservagao (4°C por até 72h ou -20°C por até 15 dias). Apoés o
armazenamento os tubos foram centrifugados a 8000 g para formar pellet de células.
Descartou-se totalmente o RNAlater™, e, se necessario, com auxilio de micropipeta retirou-
se o restante de modo a nao deixar solugcdo no tubo. Em seguida, as fragdes de RNA total

foram extraidas segundo o protocolo de extracao pelo reagente miRNeasy (Qiagen, EUA).

Para o isolamento de células mononucleadas do sangue (PBMC - do inglés peripheral
blood mononuclear cells) foi coletado aproximadamente 4,0 mL de sangue periférico em
tubo Vacutainer® (BD Diagnostics, EUA) contendo EDTA como anticoagulante, estocados

em temperatura ambiente e processados em até 2 horas. A separagdo das fragdes do sangue
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total foi realizada pelo método de gradiente em Ficoll-hypaque densidade 1.077 g/L,
(Pharmacia Biotech, Brasil). O método consiste na adicdo vagarosa de 3,0 mL de sangue
recém coletado, com ajuda de uma micropipeta de 1000 uL. em um tubo de centrifuga de 8,0
mL contendo 2,0 mL de Ficoll-hypaque em temperatura ambiente. Em seguida foi
centrifugado durante 20 minutos a 1500-1800 RFC (aproximadamente 5000 rpm em rotor
de 10 cm de raio) e frenagem ajustada para o nivel minimo (se possivel sem frenagem).
Apébs a centrifugacdo, as células mononucleares e plaquetas constituiram uma camada
esbranquicada entre a camada de Ficoll-hypaque (acima da camada de hemacias) e a de
plasma. Foi aspirada a maior quantidade possivel de plasma sem perturbar a camada de
células, que em seguida foi imediatamente coletada com ajuda de uma micropipeta de 200
uL e foi transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL contendo 0,75 mL de
solucao RNAlater™ (Qiagen, EUA). Posteriormente, as fragdes de RNA total foram extraidas
das células mononucleadas isoladas e do plasma sanguineo segundo o protocolo do

reagente miRNeasy (Qiagen, EUA).

O protocolo de extracdo de RNA total pelo kit miRNeasy (Qiagen, EUA), consistiu em
primeiramente isolar as células ou fluido de interesse lisadas com 500 pL de Trizol®
(Invitrogen Life Technologies, EUA) ou Qiazoll® (Qiagen, EUA) sobre vortex constante por
1 minuto. Deixou-se descansar em temperatura ambiente por 5 minutos e adicionou-se 140
uL de cloroférmio, fechando o tubo e agitando vigorosamente sobre vortex constante por
15 segundos. Deixou-se descansar em temperatura ambiente por 2 a 3 minutos.
Centrifugou-se a 12.000 rpm a 4°C por 15 minutos e transferiu-se o sobrenadante (fase
aquosa) para novo microtubo (do kit). Adicionou-se etanol 100% em 1,5 vezes o volume do

transferido e misturou-se vagarosamente. Sem parar, pipetou-se 700 pL da amostra
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(incluindo qualquer precipitado que tenha sido formado) em uma coluna do Kit miRNeasy.
Centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 segundos em temperatura ambiente. Descartou-se a
fase aquosa repetindo o passo anterior caso tenha algum restante da amostra. Adicionou-se
700 pL do Buffer RWT na coluna e centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 segundos em
temperatura ambiente. Descartou-se a fase aquosa. Em seguida, pipetou-se 500 pL de
Buffer RPE na coluna e centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 segundos em temperatura
ambiente. Descartou-se a fase aquosa e repetiu-se esse passo (500 uL de Buffer RPE) com
centrifugacdo por 2 minutos. Descartou-se a fase aquosa e repetiu-se a centrifugacdo por
mais 1 minuto. Colocou-se a coluna em um novo microtubo de 1.5 pL e pipetou-se 25 pL de
agua RNAse free diretamente na membrana da coluna. Por fim, centrifugou-se a 10.000 rpm
por 1 minuto em temperatura ambiente e repetiu-se a adicao de 25 pL de dgua RNAse free e
centrifugacdo. Essa ultima fracdo de 50 pL representa o RNA total extraido da amostra, que

foi devidamente estocado em freezer a -80°C.

As amostras de RNA e DNA foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1%),
utilizando como agente intercalante fluorescente o brometo de etidio (10ug/mL) e padroes
de DNA de fago A com concentragdes conhecidas. A visualizacdo das bandas foi realizada no
transiluminador de ultra-violeta DyNA Light (Labnet, EUA) com registro em foto-
documentador (Lab Trade, Brasil). Caso obtido sucesso de extragdo, as amostras foram
quantificadas utilizando fluorimetro Qubit® 1.0 (Qiagen, EUA) conforme as recomendagdes
do fabricante. A partir das concentragdes originais, as amostras de DNA foram diluidas para
a concentracao de trabalho de 10 ng/pL. Devido a baixa quantidade de miRNA circulantes
no plasma, nao foi possivel quantificar o RNA extraido em todas as fragdes e constituintes

bioldgicos. Para normalizar a quantidade de RNA na reacdo de transcricao reversa, foi
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utilizado o volume fixo constante (5uL) em reagdes conjugadas em multiplex para todas as

amostras (MIZUNO et al., 2011).

Regides Alvo

As regides alvo de CNV-miRNA foram exploradas na literatura com énfase no
trabalho de Marcinkowska e colaboradores (2011) que classificaram por andlise de
bioinformatica regides de alta probabilidade de polimorfismo. Deste trabalho foram
selecionados 05 locos com possivel variagdo no niumero de copias que possuissem ensaios
com sondas para PCR quantitativa TagMan® (Applied Biosystems, EUA), disponiveis para
avaliacao do numero de copias e quantificacdo de microRNA. Além disso, outras 08 regioes
foram escolhidas com base em estudos de microRNA em cancer (SLATTERY et al,, 2011) e
averiguacao das regidoes de CNV pelo banco de dados do Database of Genomic Variants (DGV

- www.projects.tcag.ca/variation), estabelecendo o mesmo critério anterior para aquisicao

de sondas. Como controle diploide foi escolhida uma regido sem variagdes registradas no

DGV e que fosse igualmente utilizada como controle positivo das reagdes de microRNA.

PCR quantitativa- Quantificacao de CNV

As CNV de interesse foram quantificadas utilizando ensaios customizados TagMan®
(Applied Biosystems, EUA) para as regides especificas. O gene Ribonuclease P RNA

component H1 (RPPH1) localizado no cromossomo 14 citobanda 14ql1.2, descrito
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comumente como RNAseP, conhecido por apresentar sempre duas cépias em um genoma
diploide, foi empregado como controle interno positivo para calcular o numero de cépias do

alvo de interesse e para confirmar que a reacao foi amplificada com éxito.

As reagdes de gqPCR foram realizadas seguindo o protocolo descrito por Mayo e
colaboradores (MAYO et al,, 2010) contendo 20ng de DNA, 5 pL. TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, EUA), 0,5 pL de sondas e iniciadores das regido especificas
e de controle (20x working stock), e, por fim, d4gua ultrapura livre de Nuclease, completando
o volume final total para 10 uL. A amplificacdo foi realizada num sistema de PCR em tempo
real StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) com um sistema de
ciclagem realizado com temperatura inicial de 95°C durante 10 minutos, seguido por 40

ciclos de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto.

Os valores de Ct (do inglés Cycle threshold) foram gerados a partir de um limiar pré-
estabelecido e ACt (delta-Ct) foram calculados a partir da diferenga dos valores de Ct do
gene controle do numero de copia e da regido alvo utilizando o software CopyCaller™
(Applied BioSystems, EUA), utilizando o método 2-24Ca (WEAVER et al,, 2010). O namero de
copias calculado (CCN) de uma amostra foi obtido mediante da multiplicagdo da quantidade
relativa (RQ = 2-24Cq) estabelecida na reagdo e o nimero de copias de um calibrador, ou seja,
uma amostra com ndmero de cépias conhecido. Uma vez obtido o nimero de coépias
calculado foi estabelecido o nimero de cépias predito, que seria o numero inteiro
aproximado a partir do valor calculado, levando em conta a RQ e os desvios padroes de
cada corrida. Em cada placa foi utilizado um controle negativo de amplificagdo (dgua

ultrapura no lugar do DNA) e também uma amostra calibrador doada de um voluntario,
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como controle positivo. Essa amostra foi submetida a testes de dupla analise
(prova/contraprova) em qPCR usando um DNA de referéncia controle diploide, Affymetrix
GeneChip® reference Genomic DNA, para determinacdo do nimero exato de cdpias da
amostra calibrador definitiva (CalD). Todas as reagdes em todas as placas foram feitas em

triplicata.

Reacao de transcricao reversa de RNA total

A reacdo de transcricao reversa (RTR) foi realizada a partir do RNA total extraido
para obter o DNA complementar (cDNA) de cada amostra. Foi realizada com o Kit Tag-Man
miRNA Reverse Transcription (Applied BioSystems, EUA), juntamente com os primers
especificos para os miRNA. Para tal, foi utilizado um protocolo de reacdo em multiplex
sugerido pelo fabricante (user bulletin, Publication Part Number 4465407), com
modificacdes (pagina 92). Primeiramente foram preparados dois conjuntos multiplex
(MPX), contendo 5 iniciadores RTR cada. Os conjuntos de iniciadores foram avaliados para
verificar as possiveis formacdes de dimeros de iniciadores para PCR multiplex, usando
como parametro de estimativa a energia livre de Gibbs a -10 kcal/mol, no programa online
PriDimerCheking release 0.1.0 (SHEN et al, 2010). Para os conjuntos multiplex foram
misturados os seguintes iniciadores de RTR em quantidades equimolares - MPX1: hsa-mir-
570, hsa-mir-126, hsa-mir-338, hsa-mir-650; RNU6B; MPX2: hsa-mir-449, hsa-mir-1275,
hsa-mir-150, hsa-mir-16, RPL21. Para preparar a mistura de reacao foi misturada para cada
tubo: 10 mM dNTPs (1,0 pL), enzima Multiscribe Reverse Transcriptase (1,2 uL), Reverse-

Transcription Buffer (1,5 pL), Inibidor de RNase (0,2 puL), RTR multiplex (2,5 pL total - 0,5



37

uL de cada iniciador), agua livre de RNases (3,6 puL) e RNA total da amostra (5 pL), somando
um total de 15 pL. A reagao foi realizada em tubos de poliproplileno livre de Nucleases 0,2
mL, e em seguida foi levada para o termociclador Veriti™ (Applied BioSystems, EUA) nas

seguintes condig¢des: 16°C por 30 min, 42°C por 30 min, 85°C por 5 min.

PCR quantitativa - Quantificacao de microRNA

As reagdes de RTR PCR foram diluidas na proporg¢ao de 1:5 (60 pL agua livre de
RNases para 15 pL de reacdo) e as reagdes de PCR em tempo real foram feitas em triplicata
com volume total diminuido para 10 puL (MITCHELL et al., 2008), com master mix contendo
agua livre de nucleases (1,5 pL), 2X TagMan® Universal PCR Master Mix (4,0 puL)e 20X
TagMan® miRNA Assay (0,5uL). Foram distribuidos 6,0 uL. de master mix em uma placa de
96 pogos (MicroAmp Fast 96-well Reaction plate, Applied Biosystems, EUA) e, entao,
acrescentados 4,0 uL de produto de RTR, obtido previamente. Em seguida, a PCR em tempo
real foi feita no StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied BioSystems, EUA) nas

condigdes: 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min.

Os resultados obtidos foram analisados primeiramente com o auxilio do software
SDS versao 2.2 (Applied BioSystems, EUA). A normalizacdo dos dados foi feita pela média
dos valores de Ct dos genes constitutivos endégenos (RNU6B e RPL21) utilizados como
controles. Em seguida, obteve-se os valores de ACt subtraindo-se dos valores de Ct de cada
microRNA os valores da média dos Ct dos normalizadores (ACt = Ct alvo - Ct constitutivo),

para cada amostra (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). O passo seguinte foi utilizar o calculo de
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expressao relativa para os microRNA levando em consideracao somente os normalizadores,
sendo definida como a taxa de expressdo relativa aos genes constitutivos, e expressa
matematicamente por 2-ACt , sendo que a aplicagdo do logaritmo na base 2 gera a expressao

relativa entre genes (ER = log, 2(-AC)),

Em seguida, fez-se a comparacdo entre grupos de referéncia e grupos de interesse
pelo calculo de AACt (AACt = ACt amostra - ACt referéncia). Porém, como o modelo
experimental ndo envolve tratamentos ou momentos diferentes em uma mesma amostra,
os grupos foram tomados a partir do nimero de copias predito para as regides gendmicas,
sendo que uma ou nenhuma cépia representou o grupo “Perda”, duas cépias representou o
grupo “diploide” e trés ou mais cdpias o grupo “Ganho”. Desta forma, o grupo “diploide” foi
assumido como grupo de referéncia e os demais como grupos de comparag¢do. Como as
amostras, nesse caso, ndo sdo pareadas, a média dos grupos foi utilizada como
determinacdo de variacdo entre as propor¢des. Expressao matematica que representa a
taxa de mudanca (FC do inglés Fold Change) foi dada por 2-2ACt e a aplica¢do do logaritmo na
base 2 do FC gerou a expressao relativa entre grupos (ER = log, 2(-AAC1), No mesmo sentido,
Os célculos de normalizacao e de ACt foram realizados no software DataAssist™ (Applied
BioSystems, EUA) que forneceu uma planilha para exportacdo no Excel, no qual foram

concluidos os calculos.

A eficiéncia de todos os iniciadores TagMan® (CNV e microRNA) foi confirmada
usando uma diluicao seriada de quatro a seis pontos, para se obter uma curva padrado
utilizando as mesmas especificacdes de corrida estabelecidas no StepOnePlus™ Real-Time

PCR System (Applied BioSystems, EUA). Com o valor da sua inclinagdo, foi calculada a



39

eficiéncia, cujos valores aceitos deveriam estar entre 90 e 110% e os valores de regressao

(R?) aceitos como significativos a partir de 0,995.

Analise estatistica

Para verificar a significancia estatistica dos dados gerados, o programa SPSS
statistics v.13 foi utilizado como ferramenta para a andlise. Para testar a dependéncia de
variaveis categoOricas e continuas com o numero de coOpias foram utilizados,
respectivamente, os testes de Qui-quardrado, teste-t e One-way ANOVA. A expressao
diferencial dos microRNA foi analisada para significancia de distribuicdo normal através do
teste de Kolmogorov-Smirnov e comparada por teste-t entre os diferentes constituintes
bioldgicos, epitélio bucal, células mononucleadas e plasma sanguineo. Foi elaborado um
mapa de expressdo relativa para determinar de maneira geral quais microRNA estavam
acima (up-regulated) ou abaixo da expressao dos controles endégenos (down-regulated),
baseado em distancias de correlagdo de Pearson e agrupadas pelo método de ligacao

completa utilizando o software DataAssist™ (Applied BioSystems, EUA).

Para determinar os microRNA que parecem ter diferentes distribuicdes entre os
diferentes subgrupos de CNV, foi usado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
comparar mais de duas populagdes (k>3) em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, classificando as CNV de acordo com o nimero de cdpias, ou também como
grupos de perda (CN < 1), diploide (CN =2) ou ganho (CN = 3). Para avaliar os microRNA do

plasma, a analise foi relativa ao nimero de cdpias das células mononucleadas do sangue,
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visto que existe forte correlacao entre eles (PRITCHARD et al,, 2011). A partir dos dados
obtidos da expressao relativa aos genes constitutivos (logz 2-2Ct) foi gerada uma simulagado
usando o modelo Monte-Carlo para predicdo de comportamento das variaveis aleatdrias
assumindo a distribui¢do normal em uma populag¢do gerada de 1.000 a 10.000 individuos. A
simulacdo Monte Carlo gera numeros estocasticos das variaveis continuas (no caso a
expressao relativa dos microRNA) com base nos dados reais da distribuicdo de expressao
(média e desvio padrao) e designa esses valores para a popula¢do gerada para cada nimero
de cépias baseada na frequéncia de ocorréncia da variagdo do nimero de cépias medida na
populagdo brasileira (GINSBERG et al., 2002). O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparar a diferenca das médias entre os grupos. Também foram estabelecidos modelos
preditivos de expressdo para nimero de cépias ndo existentes na populagdo, baseados em
dois tipos de equacgdo: (a) equagdo polinomial de primeira ordem (y = ax + b) e (b) equacao
logaritmica (y = a + b Inx). O ajuste da curva foi feito por regressio (R%). Os modelos foram
plotados e calculados no programa GraphMathica for Windows versao 2.2e. Para todos os
testes estatisticos, o grau de significancia valido foi de p < 0,05, ou seja, 95% de

confiabilidade.

Para fins de compreensdo, nesta Tese as regides gendmicas de maneira geral,
independente de polimorfismo, foram denominadas como CNV-miRNA ou CNV-miR
precedendo o numero do microRNA. Por exemplo: CNV-miR-1 para representar a regidao
genomica que contém o gene do microRNA hsa-miR-1. Desta forma espera-se evitar a

confusdo entre os termos de regiao gendmica e do seu transcrito, o proprio microRNA.
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RESULTADOS

A busca por regides de CNV contendo genes de microRNA na literatura rendeu um
total de 209 CNV-miRNA, alguns dos quais com dois ou mais genes localizados mutuamente
em uma mesma regido de CNV (MARCINKOWSKA et al., 2011). Destes, foram selecionados
11 (Tabela 01) que apresentaram estudos prévios de CNV com entradas depositadas no
banco de dados DGV em constantes atualizagdes (ABECASIS et al., 2012; AHN et al., 2009;
BENTLEY et al.,, 2008; CAMPBELL et al,, 2011; CONRAD, D. F. et al., 2006; COOPER et al.,
2008; DE SMITH et al., 2007; GUSEV et al,, 2009; IAFRATE et al,, 2004; ITSARA et al., 2009;
JAKOBSSON et al., 2008; JU et al., 2010; KIDD et al., 2008; KIDD et al,, 2010; KIM, J. L. et al,,
2009; KORBEL et al,, 2007; LEVY et al,, 2007; LOCKE et al., 2006; MCCARROLL et al., 2006;
MCCARROLL et al., 2008; MCKERNAN et al,, 2009; MILLS et al,, 2006; PANG et al., 2010;
PARK et al.,, 2010; PERRY et al,, 2008; PINTO et al.,, 2007; REDON et al., 2006; SEBAT et al,,
2004; SHAIKH et al., 2009; SHARP et al.,, 2005; SIMON-SANCHEZ et al., 2007; TEAGUE et al,,
2010; TUZUN et al.,, 2005; WANG et al,, 2007; WHEELER et al., 2008; WONG, K. K. et al,,
2007; WONG, L. P. et al,, 2012; XU et al,, 2011; ZOGOPOULOS et al., 2007). Para os locos
selecionados foi anotado o total de observag¢des de perda e ganho de sequéncia na amostra

geral, permitindo assim o calculo médio das frequéncias de ocorréncia de CNV (Tabela 01).

Além dos selecionados, foram escolhidos no DGV outros dois locos como controle
invariavel, ou seja, potencialmente com duas copias (hsa-miR-16-1 e RNU-6B). A tabela 02
sumariza todas as regioes com a descricdao de localizagdo cromossémica dos locos e dos
ensaios TagMan® para microRNA e CNV e os codigos utilizados para identificacdo dos

ensaios no Laboratoério, no caso de CNV os trés ultimos nimeros do fornecedor.
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Tabela 1: Descricdo de 11 microRNA selecionados para o estudo com CNV putativa, a partir do estudo de

Marcinkowska et al. (2011). Orientagdo em relacdo ao DNA referéncia; Numero de entradas no banco de

dados DGV e estudos que depositaram essas entradas, com observa¢des (nimero de individuos) totais da

variacdo com relacdo a amostra total dos estudos e respectiva frequéncia relativa. Fonte: o autor.

miRNA

Orien-
tacao

DGV

Numero
de totais
estudos

Observagoes

(Ganho/Perda)

Amostra
total

Fre-
quéncia
(%)

Referéncias

CNV-miR-650

CNV-miR-570

CNV-miR-126

CNV-miR-338

CNV-miR-150
CNV-miR-183

CNV-miR-1-1

CNV-let-7g
CNV-miR-1275
CNV-miR-499
CNV-miR-31

+

+

44

44

27

19

12

20 624

17 176

8 108

6 127

13704

8542

7514

9579

6659
2008

8985

9128

8135
6637
6804

4,55%

2,06%

1,44%

1,33%

0,78%
0,75%

0,52%

0,16%
0,10%
0,08%
0,04%

Cooper et al. (2008); de Smith et
al. (2007); Itsara et al. (2009);
Kim et al. (2009); Locke et al.
(2006); McCarroll et al. (2006);
Sebat et al. (2004); Shaikh et al.
(2009); Sharp etal. (2005); Tuzun
et al. (2005); Wang et al. (2007);
Wong et al. (2007); Xu et al
(2011); Abecasis et al. (2012);
Park et al. (2010); Wong et al.
(2012); Ju et al. (2010); Kidd et al.
(2010); Pang et al. (2010);
Campbell et al. (2011).

Xu et al. (2011); Abecasis et al.
(2012); Redon et al. (2006);
Locke et al. (2006); Wong et al.
(2012); Conradet al. (2006); de
Smith et al. (2007); Sharp et al.
(2005); Perry et al. (2008); Park
et al. (2010); Kim et al. (2009);
McKernan et al. (2009); Bentley et
al. (2008); Ju etal. (2010).

Xu et al. (2011); Itsara et al
(2009); Jakobsson et al. (2008);
Redon et al. (2006); Simon-
Sanchez et al. (2007); de Smith et
al. (2007); Perry et al. (2008);
Teague etal. (2010).

Wong et al. (2007); Jakobsson et
al. (2008); Park et al (2010);
Conrad et al. (2009); Xu et al.
(2011); Shaikh et al. (2009).

Perry et al. (2008); Wong et al.
(2007) ; Xu etal. (2011).

Conrad et al. (2009); Itsara et al.
(2009); Shaikh et al. (2009).
Simon-Sanchez et al. (2007);
Jakobsson et al. (2008); Redon et
al. (2006); Itsara et al. (2009); Xu
etal. (2011).

Park et al. (2010); Jakobsson et al.
(2008); Shaikh et al. (2009);
Wong etal. (2007).

Abecasis et al. (2012); Conrad et
al. (2009); Xu et al. (2011).

Wong et al. (2007); Kidd et al.
(2008); Xu etal. (2011).

Redon et al. (2006); Xu et al
(2011).
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Tabela 2: Descricdo dos ensaios de microRNA e CNV pelo Genoma de referéncia NCBI build 37. *

Loco escolhido como controle diploide. TLoco escolhido como controle diploide e como controle

endégeno de reacdo de microRNA. Fonte: o autor.

microRNA EnsaiomiR Chr miR-Inicio miR-Fim  Ensaio CNV :;’z:f:o da
hsa-miR-570 2347 3 195426272 195426368 Hs03487806.cn 195425793
hsa-let-7g 2282 3 52302294 52302377 Hs03459881 cn 52302140
hsa-miR-1275 2840 6 33967749 33967828  Hs06754732_cn 33968165
hsa-miR-183 2269 7 129414745 129414854 Hs04967643.cn 129413527
hsa-miR-126 2228 9 139565054 139565138 Hs02940913.cn 139565397
hsa-miR-31 2279 9 21512114 21512184 Hs03281785.cn 21512259
hsa-miR-338-3p 2252 17 79099683 79099749  Hs03984183 cn 79100616
hsa-miR-150 473 19 50004042 50004125 Hs04012189 cn 50003831
hsa-miR-499b-3p 464911 mat 20 33578203 33578275 Hs01950141.cn 33578082
hsa-miR-1-1 2222 20 61151513 61151583  Hs00892069 cn 61150760
hsa-miR-650 1603 22 23165270 23165365  Hs03322330.cn 23166219
*hsa-miR-16-1 000391 13 50623109 50623197 Hs03846573.cn 50622625
tRNU-6B 001093 10 13259331 13259375  Hs05225739 cn 13259207

Triagem molecular das regidoes gendmicas

Para a triagem molecular das regides selecionadas foi realizada primeiramente a
validacdo dos iniciadores, determinada pela curva padrdo de eficiéncia e respectivos
valores de regressdo (R?). Uma amostra de DNA reunido de 10 individuos com uma
concentracdo inicial de 500ng/uL foi utilizada em dilui¢des seriadas de 1:4. Os valores de

eficiéncia variaram de 97,19% a 109,75% e R? entre 0,993 a 0,996.

O ajuste da amostra calibrador definitiva foi realizado com a andlise dos dados de
RQ, juntamente com o controle endégeno de reacdo RNAseP, usando a amostra de
referéncia “Affymetrix GeneChip® reference Genomic DNA”, com duas copias dos genes
controle e alvos. A andlise validou o calibrador como duas copias para todas as regides

investigadas (Figura 04).
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Figura 4: Validacdo da amostra calibrador com cépia diploide para 9 ensaios de CNV, usando uma amostra

aleatoria (COSP27) e o DNA de referéncia em dupla anélise (DNAT e TDNA). Fonte: O autor.

A triagem molecular das 13 regides CNV-miRNA foi realizada com sondas de qPCR
em 103 individuos da populagdo brasileira. Sete das regides CNV-miRNA, incluindo as
putativas regides monomorficas CNV-miR-16-1 e CNV-RNU-6B, ndo apresentaram variantes
polimoérficas, isto é, 100% da amostra com duas cdpias (Tabela 3 para frequéncia absoluta e
Tabela 04 para frequéncia relativa). Enquanto as outras seis regides apresentaram
polimorfismo com a frequéncia de polimorfismo entre 1,95% (CNV-miR-1275) e maximo de
37,9% (CNV-miR-570) em 103 individuos da populacao Brasileira. As regides de CNV-miR-
570 e CNV-miR-499b-3p foram as mais polimorficas, variando de 1 a 4 cdpias, e zero a 6

copias, respectivamente (Tabela 3 e Tabela 4).
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Tabela 3: Distribuicdo da frequéncia absoluta dos ensaios de miR-CNV de acordo com o ntimero de

copias gendmica em 103 individuos da populagdo brasileira. Fonte: O autor.

Numero de copias

CNV-miRNA

0 1 2 3 4 5 6
CNV-miR-570 0 12 64 25 2 0 0
CNV-miR-499 2 6 81 3 5 4 2
CNV-miR-126 0 2 98 3 0 0 0
CNV-miR-150 0 2 99 2 0 0 0
CNV-miR-338 0 1 99 2 1 0 0
CNV-miR-1275 0 1 101 1 0 0 0
CNV-miR-650 0 0 103 0 0 0 0
CNV-miR-183 0 0 103 0 0 0 0
CNV-let-7g 0 0 103 0 0 0 0
CNV-miR-31 0 0 103 0 0 0 0
CNV-miR-1 0 0 103 0 0 0 0
CNV-miR-16 0 0 103 0 0 0 0
CNV-RNU-6B 0 0 103 0 0 0 0

Tabela 4: Distribuicdo da frequéncia relativa dos ensaios de miR-CNV de acordo com o nimero de

cOpias genomica em 103 individuos da populagdo brasileira. Fonte: o autor.

Numero de copias

CNV-miRNA
0 1 2 3 4 5 6

CNV-miR-570 0,0 0117 0621 0243 0019 0,00 0,00
CNV-miR-499 0019 0058 0786 0029 0049 0039 0,019
CNV-miR-126 0,0 0019 0951 0,029 0,0 0,0 0,0
CNV-miR-150 0,0 0019 0961 0,019 0,0 0,0 0,0
CNV-miR-338 0,0 0010 0961 0019 0010 0,0 0,0
CNV-miR-1275 0,0 0010 0980 0,010 0,0 0,0 0,0
CNV-miR-650 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0
CNV-miR-183 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0
CNV-let-7g 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0
CNV-miR-31 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0
CNV-miR-1 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0
CNV-miR-16 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0

CNV-RNU-6B 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0 0,0 0,0
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Foram avaliados os dados disponiveis para essa amostragem com fim de detectar
alguma interacdo com o numero de copias. As variaveis disponiveis eram: Género, regidao
geografica e estimativa de ancestralidade genética. Foi identificada uma diferenga
significativa com relacdo ao género, em que uma maior propor¢ao de mulheres possuiu
perda do nimero de copias para a CNV-miR-570 (p = 0,014) e uma maior proporg¢ao de
homens possuiram ganho para a CNV-miR-499 (p = 0,033) (Tabela 5). Para as regides
geograficas, nao foram encontradas diferengas para a CNV-miR-570 (p = 0,352). No entanto,
para a CNV-miR-499 foi encontrada uma diferenca entre as regides (p = 0,01),
notoriamente identificado pela regido sudeste (Tabela 6). Com dados do perfil de
ancestralidade genética da amostra foi correlacionado com nimero de copia. Apesar de
apresentar pequena dissimilaridade nas estimativas de ancestralidade entre os grupos, ndao
houve diferenca estatisticamente significativa (Tabela 7), mesmo quando avaliado com
ANOVA multifatorial (Tabela 8) (p = 0,113 para EUR; p = 0,081 para AFR e p = 0,088 para

NAM).

Um detalhamento comparativo com as amostras de banco de dados DGV foi
realizado para cada uma das regides gendmicas em questdo (Tabela 9), mostrando as
diferencas entre a frequéncia total de polimorfismo em todos os estudos (n =15.156) e as
frequéncias de polimorfismo maximo e minimo, considerando cada estudo

individualmente.
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Tabela 5: Nimero absoluto de individuos por variagdo do numero cépia das regidoes CNV-miR-570
e CNV-miR-499 classificados por sexo. Nivel de significincia em a = 0.05 para o teste Chi-

quadrado: * p =0.001; T p = 0.004. Fonte: o autor.

CNV-miR-570 * CNV-miR-499 t

Numero de copia

Feminino Masculino Feminino Masculino
Perda 11 1 4 4
Diploide 29 35 45 36
Ganho 11 16 2 12

Tabela 6: Numero absoluto de individuos por variagdo do nuimero cépia classificados por das
regidoes CNV-miR-570 e CNV-miR-499 Regido geografica. Nivel. Nivel de significincia em a = 0.05
para o teste Chi-quadrado: * p = 0,352; 1+ p = 0,001. Fonte: o autor.

‘x CNV-miR-570 * CNV-miR-499+
Regiao

Perda Diploide Ganho Perda Diploide Ganho

Centro-Oeste (n=21) 0 15 6 1 20 0

Nordeste (n=20) 4 9 7 2 18 0
Norte (n=22) 4 15 3 2 19 1
Sudeste (n=22) 3 14 5 0 12 10

Sul (n=18) 1 11 6 3 12 3

Tabela 7: Estimativas de proporcio de ancestralidade na amostra da populacdo brasileira (média +
desvio padrao) diferenciadas por variacdo do nimero de copia das regides CNV-miR-570 e CNV-
miR-499. Propor¢des para ancestralidade Europeia (EUR), Africana (AFR) e Nativo-Americana

(NAM). Teste ANOVA com significancia a 5%. Fonte: o autor.

Regido EUR AFR NAM
CNV-miR-570 p=0,226 p=0,439 p=0,263
Perda (n=12) 0.677 +0.256 0.225 +0.172 0.099 + 0.129
Dipléide (n=64) 0.735 £ 0.200 0.172 +0.151 0.093 £0.116
Ganho (n=27) 0.646 + 0.284 0.207 +0.179 0.147 +0.200
CNV-miR-499 p=0,428 p=0,122 p=0,560
Perda (n=8) 0.702 £ 0.297 0.137 +0.147 0.161 +0.271
Dipléide (n=81) 0.718 £ 0.225 0.179 +0.162 0.103 +0.129
Ganho (n=14) 0.630 £ 0.236 0.264 + 0.145 0.106 + 0.137
Total (n=103) 0.705 + 0.232 0.187 +0.161 0.108 + 0.144
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Tabela 8: Comparacdo das frequéncias absolutas do CNV-miR-499 entre regidoes geograficas da
populacdo brasileira de acordo com a média da ancestralidade. Teste de ANOVA multifatorial com

significancia de 5%, p = 0,113 para EUR; p = 0,081 para AFR e p = 0,088 para NAM. Fonte: o autor.

Regido CNV-miR-499 n EUR AFR AMR

Perda 1 0,363 0,419 0,218

Centro-Oeste Diploide 20 0,617 0,226 0,157
Ganho 0 . . .

Perda 2 0,967 0,016 0,017

Nordeste Diploide 18 0,719 0,179 0,102
Ganho 0 . . .

Perda 2 0,727 0,193 0,080

Norte Diploide 19 0,666 0,217 0,118

Ganho 1 0,499 0,273 0,228
Perda 0 . . .

Sudeste Diploide 12 0,803 0,142 0,055

Ganho 10 0,596 0,283 0,121

Perda 3 0,622 0,086 0,292

Sul Diploide 12 0,886 0,076 0,037

Ganho 3 0,788 0,198 0,014
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Tabela 9: Comparacio das frequéncias relativas populacionais das CNV-miRNA entre as amostras
do banco de dados DGV (n total = 15.156, maximo e minimo referente as populacdes de cada

estudo) e a amostra da populagao brasileira. Fonte: o autor.

DGV

-mi Anci BRA
CNV-miRNA Freg:xtzll)aa Maximo Referéncia Minimo Referéncia

de Smith et al.

CNV-miR-570 1,16% 60,78% 0,23% Xuetal (2011) 37,86%

(2007)
CNV-miR-499  0,03%  11,11% Kiddetal. (2008)  0,02% Xuetal (2011) 21,36%
. Jakobsson et al. Itsara et al.

- - 0, 1) 0, 0,
CNV-miR-126  0,71% 5,64%  (2008) 032%  5000) 4,85%
CNV-miR-150  0,34%  64,52% Perryetal. (2008) 0,06% Xuetal (2011)  3,88%
CNV-miR-338  0,84%  5806% Parketal (2010) 0,05% ?;‘ggg; etal 3,88%

CNV-miR- Conrad et al.

0,05% 0,67% 0,03% Xuetal. (2011) 1,94%

1275 (2009)
. Jakobsson et al. Itsara et al.

- -1- 0, 0, 1) 0,
CNV-miR-1-1 031%  451% (5008 013% 5009 0,00%
CNV-let-7g 0,10% 4,21% Wongetal. (2007) 0,05% Xuetal. (2011) 0,00%
CNV-miR-183  0,10% 0,59% Itsaraetal. (2009) 0,06% ?;‘83;13 etal 0,00%
CNV-miR-31 0,02% 0,37% ?Zeggg)et al. 0,03% Xuetal (2011)  0,00%

Campbell et al.

k. 0, 0, 9
CNV-miR-650 4,12% 100% Parketal. (2010)  0,03% (2011)

0,00%
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Dados de outras 30 amostras com DNA extraido de células do epitélio bucal e de

células mononucleadas do sangue (PBMC) foram gerados para 9 das 13 CNV-miRNA

investigadas em primeiro momento, devido a parte delas terem apresentado carater

monomorfico na triagem inicial. Ainda assim optou-se por usar os controles invariaveis

CNV-miR-16 e CNV-RNU6B. Foi observado que houve discrepancia entre o nimero de

copias de diferentes tecidos celulares (Tabela 10) em um mesmo individuo, com eventos

que foram de 20% de ocorréncia (CNV-miRNA-499 e CNV-miRNA-338 com 6 casos),

seguidos por 16,6% (CNV-miRNA-126 com 5 casos), 13,3% (CNV-miRNA-150 com 4 casos)

e 10% (CNV-miRNA-570 com 3 casos) (Tabela 11).

Tabela 10: Comparagdo das frequéncias absolutas na amostra de trabalho em 9 regides de CNV-

miR e entre os tecidos do epitélio bucal e PBMC.

CNV-miR Tipo Numero de cépias Alteragoes Total de

- celular 0 1 2 3 4 Perda Ganho alteracoes
. Bucal 0 1 26 3 0 1 3 4
CNV-miR-126  ppMc 0 3 27 0 0 3 0 3
. Bucal 0 4 19 4 3 4 7 11
CNV-miR-338 PBMC 0 5 21 4 0 5 4 9
. Bucal 0 3 17 9 1 3 10 13
CNV-miR-570  ppmc 0 1 17 11 1 1 12 13
. Bucal 0 4 25 1 0 4 1 5
CNV-miR-499  ppMmc 0 3 27 0 0 3 0 3
. Bucal 0 2 28 0 0 2 0 2
CNV-miR-1275  ppMmc 0 2 28 0 0 2 0 2
. Bucal 0 2 28 0 0 2 0 2
CNV-miR-150  ppMc 0 2 28 0 0 2 0 2
. Bucal 0 0 30 0 0 0 0 0
CNV-miR-650  ppMc 0 0 30 0 0 0 0 0
. Bucal 0 0 30 0 0 0 0 0
CNV-miR-16  ppM(c 0 0 30 0 0 0 0 0
Bucal 0 0 30 0 0 0 0 0
CNV-RNU6B PBMC 0 0 30 0 0 0 0 0
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Tabela 11: Comparacdo do genoétipo individual por nimero de copias em cada amostra. Relacdo

somente das regides identificadas com diferencas no ndmero de cépias entre células bucais e PBMC.

AMOSTRA

CNV-miR-126
PBMC Bucal

Bucal

CNV-miR-338 CNV-miR-570 CNV-miR-499 CNV-miR-150

PBMC Bucal

PBMC Bucal

PBMC Bucal

PBMC

CM1
CM2
CM3
CM4
CM5
CM6
cmM7
CM8
CM9
CM10
CM11
CM12
CM13
CM14
CM15
CM16
CM17
CM18
CM19
CM20
CM21
CM22
CM23
CM24
CM25
CM26
CM27
CM28
CM29
CM30

2

DD DN DN DN DN DN DN DNDNDNDNDNDDNDNRE W WDN WDNDDNDDNDNDNDDNDDNDDDNDDNDDN

NN NN DNDNDDNDNDNDNDNDNDNDNDNREDNDDNDNDNDNDDNREM@ERDNDDNDDNDDNDDNDIDN

2

N R N R DN RFRP DNDNDNNRPFPDNDNDDNDNDDND®BS & W WWDNDDNDND S NDNDNDNDDNDW

DN = NN R NN DN R DNDNDDNDDNDNDN WN W WDND DN DN R DD WD DNDDNDND

N NN W W W BN DNDN WDN WNDNDNDDNWDNWWNDN WDN R = NDN

NN DN W W W EFE B NDNDDNWDNWDNDNDNDDNWDNWWDNDDNWNDWDNDDNDW

NN DN DNDNDNDNDNDNDNRDNDDNDNDNDNDNDDNWDNDNDDNDNDNDDNDN MR = N -

DO DN DN N DN DN DN DNDNDNDNDNDDNDNDNDNDDNDDNDNDNDNDDN M =M NDNDNDNDNDNDREe

2

DN NN DN = DNDDNDNDNRBRDNDNDDNDNDNDNDNDDNDNDNDNDDNDNDNDDNDDNDDNDDNDDN

N DN DN DNDNDNDDNDDNDDNDNDNDDDNDDNDNDNDDDNDNDNDNDDNEM = NDNDDNDDNDNDDN
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Expressdao dos microRNA

A expressdo dos microRNA foi avaliada em trés constituintes biolégicos diferentes:
células do epitélio bucal, células mononucleadas do sangue e por fim, do plasma sanguineo.
Para as trés amostragens foram realizadas o calculo de expressao diferencial a partir dos
dados brutos (Figura 5). Inicialmente o hsa-miR-499 foi considerado como potencial
candidato para avaliar a expressdo diferencial, no entanto sua amplificacdo ndo foi
observada, inviabilizando sua utilizacdo nos tratamentos estatisticos. A diferenca de
expressdo para cada microRNA entre os trés constituintes biolégicos foi significativa para a
maioria das comparagdes, exceto para bucal x PBMC nos miR-338 (p=0,879), miR-570
(p=0,826), miR-650 (p=0,481). Apesar da diferenca identificada nos dados de Ct brutos
entre as amostras biolégicas, a avaliacao dos controles endégenos para a normalizacao foi
aceita dentro dos parametros de andlise do software, uma vez que os normalizadores sdo
calculados pelo desvio-padrdao dos valores de ACt entre os controles contra a média dos

demais microRNA para gerar uma pontuacdo de estabilidade.

A verificagdo de expressao diferencial foi evidenciada no mapa gerado pelos calculos
de agrupamento a partir do ACt de cada amostra em cada microRNA. Observa-se no mapa
um dendrograma gerado pela interacdo entre as amostras e a expressao relativa dos
microRNA, demonstrando variabilidade entre as amostras (Figura 6). Foi observada
diferenca entre o epitélio bucal em relacdo ao plasma e PBMC. Esses dois ultimos formaram
um Unico grupo mais homogéneo, porém com uma tendéncia das amostras biologicas
estarem agrupadas com seus pares. O mapa também evidenciou diferenca entre os
microRNA expressos, em média, acima (miR-338, miR-570 e miR-650) ou abaixo dos

controles endégenos (miR-16, miR-1275, miR-126 e miR-150).
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Figura 5: Boxplot dos niveis de cada microRNA por constituinte biolégico (PBMC, Plasma e Células
do epitélio bucal) e do total agrupado. Linha em negrito da caixa = mediana dos Ct; parte inferior da
caixa = primeiro quartil (Q1); parte superior da caixa = terceiro quartil (Q3); barras = limites

inferior e superior. Fonte: o autor.
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Figura 6: Mapa de expressao relativa dos microRNA. Fonte: O autor

Cada amostra esta representada por uma linha horizontal, sendo o
grupo bioldgico identificado pelas cores vermelho (epitélio bucal),
verde (plasma) e azul (PBMC), e cada coluna representando um
microRNA diferente. A variagcdo de cores do azul para o vermelho
representa a variacdo de Ct com relagdo aos controles endbégenos

indo do positivo (azul) para o negativo (vermelho).
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Correlacao microRNA com CNV

Antes de realizar qualquer teste de associa¢do, os dados foram verificados para o
tipo de distribuicdo de acordo com o teste de probabilidade de distribuicdo normal de
Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados continuos, como os valores de ACt, apresentaram
distribuicdo normal (p>0,05), enquanto os discretos, como o numero de cépias e a
respectivas classes, nao assumiram a distribuicio normal (p<0,05). Assim,
subsequentemente foram aplicados testes ndo paramétricos para verificar as associagdes

entre CNV e microRNA.

As quantificacdes relativas tiveram diferentes respostas com relacdo ao nimero de
copias e também com ao constituinte biolégico (Tabela 12). A situagdo hipotética de
resposta por dosagem foi observada para as células mononucleadas do sangue em todos os
microRNA onde houve varia¢do de ganho e perda de regiao cromossomal (miR-338 e miR-
570). Somente para o miR-570 essa situacdo se repetiu para a fracao plasmatica do sangue
(Figura 07). Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, no entanto, ndo detectou nenhuma
diferenca significativa entre a comparacao de médias da taxa de mudancga (FC) desses

microRNA nesses constituintes bioldgicos (Tabela 13).

Os microRNA que apresentaram somente variacdo de perda, os miR-150 e miR-
1275, tiveram avaliados como mudancga de expressao relativa apenas a relagdo FC entre
perda e diploide, sendo considerado uma taxa com incremento de expressao aquela em que
o valor de AACt assume valor positivo maior que zero. Este fato ocorreu apenas para a

fracdo plasmatica dos dois microRNA (Tabela 12).
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Tabela 12: Valores da quantificacdo relativa dos microRNA entre o epitélio bucal, plasma e PBMC,

de acordo com a variagdo em nimero de cdpias. Fonte: o autor.

ACt AACt 2-0aCt (FC) logz(2-24ct)

microRNA

Perda Diploide Ganho Perda Ganho Perda Ganho Perda Ganho
miR-126 bucal -0,923 -1,713 -0,833 0,790 0,881 0,578 0,543 -0,790 -0,881
miR-126 plasma -6,779 -7,185 0,406 0,755 -0,406
miR-126 pbmc -10,122  -8,647 -1,475 2,779 1,475
miR-570 bucal 0,874 2,688 2,933 -1,814 0,245 3,516 0,844 1,814 -0,245
miR-570 plasma 2,030 0,007 -0,592 2,023 -0,599 0,246 1,515 -2,023 0,599
miR-570 pbmc 5401 4,519 3,374 0,882 -1,145 0,543 2,212 -0,882 1,145
miR-338 bucal 2,709 4,037 5,105 -1,328 1,069 2,510 0,477 1,328 -1,069
miR-338 plasma -0,332 2,507 3,877 -2,839 1,369 7,155 0,387 2,839 -1,369
miR-338 pbmc 5,666 4,877 4,172 0,789 -0,705 0,579 1,630 -0,789 0,705
miR-150 bucal -2,423 -2,118 - -0,305 - 1,235 - 0,305 -
miR-150 plasma -7,967 -9,008 - 1,041 - 0,486 - -1,041 -
miR-150 pbmc -12,050  -9,745 - -2,305 - 4,942 - 2,305 -
miR-1275 bucal -0,947 -0,063 - -0,884 - 1,845 - 0,884 -
miR-1275 plasma  -0,262 -2,139 - 1,877 - 0,272 - -1,877 -

miR-1275 pbmc -4,351 -1,765 - -2,586 - 6,003 - 2,586 -
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Figura 7: Expressdo relativa entre
perda e ganho, com relagdo ao
diploide, dos microRNA: (A) miR-126,
(B) miR-570 e (C) miR-338, de acordo
o constituinte biolégico. Em (A)
apenas a comparacdo de perda e

ganho entre células do epitélio bucal,

pois PBMC nio houve Fonte: O autor.
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Tabela 13: Teste de Kruskal-Wallis (com Qui-quadrado representando o paramtro H-statistic), para
compara¢do de médias da taxa de mudanca (FC) dos microRNA de acordo com a variacdo em

numero de copias do epitélio bucal e PBMC. Significancia estatistica a 5%.

microRNA Bucal_CN PBMC_CN
Qui-quadrado p-valor Qui-quadrado p-valor
miR-570 bucal 3,947 0,139 1,819 0,403
miR-570 plasma 0,366 0,833 2,585 0,275
miR-570 PBMC 1,598 0,450 1,897 0,387
miR-126 bucal 1,819 0,403 0,747 0,388
miR-126 plasma 2,585 0,275 0,345 0,557
miR-126 PBMC 1,897 0,387 1,301 0,254
miR-338 bucal 3,875 0,144 0,028 0,868
miR-338 plasma 4,414 0,110 0,062 0,803
miR-338 PBMC 1,124 0,570 3,657 0,056

Para entender melhor o comportamento da expressdao de acordo com o niimero de
copias, foi tracado um grafico com a taxa de mudancga em relacdo aos genes constituintes, o
equivalente ao logz 2(AC) (Figura 08). Sugere-se que a inclinagdo da curva seja condizente

com a taxa de mudanga de expressao.
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Figura 8: Padrdo de expressdo relativa entre as diferentes classes de niimero de cépia dos microRNA: (A)

miR-570 e (B) miR-338, de acordo o constituinte bioldgico. Fonte: O autor.

Simulacao Monte Carlo

O modelo de simulagdo estocastica de Monte Carlo foi estabelecido com base nos
dados reais de expressao relativa entre as diferentes classes de nimero de cépia dos
microRNA miR-570 e miR-338. Os dados gerados para 1.000 e 10.000 mostraram nao ter
diferenca significativa entre eles (p > 0,05), portanto os dados foram gerados e analisados

com o menor valor possivel até atingir significancia estatistica.

Os valores atribuidos na simulagao foram distribuidos discretamente assumindo
uma fungdao normal (Figura 09), com medidas de distribuicdo da expressao relativa dos
microRNA gerados para 1.000 individuos (Tabela 13). Para interagdo com n =1.000 foram
encontradas diferencas significativas no microRNA miR-570 (plasma e PBMC). Enquanto
para o miR-338, que precisou de sucessivas avaliagdes com niimero maior de interagoes,
porém todas nao significativas: n = 10.000 (p = 0,572), n = 100.000 (p = 0,561) e n =

1.000.000 (p = 0,563).
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Os dados plotados em grafico permitiram estimar uma equagao geral da reta em
funcdo da distribuicdo dos pontos (Figura 10). Os ajustes da curva por regressdo (R*) nio
permitiram uma aproximacdo matemadtica homogénea entre os microRNA e os respectivos
constituintes bioldgicos para determinar o comportamento geral de expressdo de acordo
com o numero de copias. Esse fato ocorreu devido a algumas curvas apresentarem melhor
ajuste para o modelo linear (miR-338 PBMC(), outra para o logaritmico (miR-570 Plasma),
enquanto uma (miR-570 PBMC) nao teve ajuste suficientemente adequado para os modelos

propostos, com R? menor que 0,95 (Tabela 14).
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Figura 9: Distribuicdo da expressdo

diferencial (logz(2-2Ct))

gerada por
simula¢do Monte Carlo (n = 1.000) entre
as diferentes classes de nimero de cépia
dos microRNA miR-570 (Plasma e
PBMC) e miR-338 (PBMC). Fonte: O
autor.

Cada ponto representa valores da
simulacdo de expressdo diferencial de
microRNA de um individuo para o
numero de atribuido

copia nas

respectivas caixas.
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Tabela 14: Dados da simulacio Monte Carlo para os microRNA de acordo com a frequéncia

populacional da variagcdo do niimero de copias estimada nos 103 individuos da populag¢io brasileira

e expressao diferencial (logz(2-4¢t)) no plasma e PBMC. Teste de Kruskal-Wallis com significancia a

5%. *p-valor para PBMC; tp-valor para Plasma.

Numero

Frequéncia

n

logZ(Z-ACt)

logz (Z—ACt)

CNV-miR de cdpia populacional (total =1000) PBMC Plasma p-valor
1 0,1165 117 -2,142 £ 2,573 -5,718 + 2,655
<0,0001*
0,6214 621 -0,191 + 3,188 -4,592 + 3,092
CNV-miR-570
3 0,2427 243 1,277 + 2,010 -3,793 £ 2,275
<0,0001%
4 0,0194 19 1,912 + 2,292 0,577 £ 3,033
1 0,0097 10 -5,140+ 1,373 -
2 0,9612 961 -4,833 + 3,059 -
CNV-miR-338 0,556
3 0,0194 19 -4,470 + 1,952 -
4 0,0097 10 -3,850 + 2,531 -
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Figura 10: Modelo simulado para
expressdo  relativa  entre  as
diferentes classes de ndmero de
copia dos microRNA: (A) miR-570
plasma, (B) miR-570 PBMC e (C)

miR-126 PBMC. Fonte: O autor.
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Tabela 15: Equacdes previstas para expressdo relativa de microRNA (y) em fun¢do do ntimero de

copias (x) para os modelos de simulacdo em cada situa¢do, com respectivo valor de ajuste (R?) em

regressao.

microRNA Equacao linear Ajuste (R*) Equagcio logaritmica Ajuste (R?)
miR-570 Plasma y=1,363x-3,1935 0,9548 y=29894In(x) - 2,161 0,9959
miR-570 PBMC y =1,9684x - 8,3024 0,8510 y=3,8706In(x) - 6,4566 0,7135

miR-338 PBMC y=0,4233x-5,6313 09711 y=0,8631In(x) - 5,2589 0,8757
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DISCUSSAO

A investigacdo de microRNA na modulacdo de fendmenos bioldgicos tem adquirido
grandes interesses da pesquisas de fendmenos patoldgicos e ndo patolégicos. A regulacao
da sua biogénese e atividade, no entanto, ainda nao enfoca totalmente na analise molecular
da organizacao cromossomal ou varia¢cdes estruturais, mas tém concentrado seus esforcos
em mutagoes especificas, tais como SNP localizado nas regides gendmicas de pri-miRNA
(DUAN, R. et al,, 2007; DUAN, S. et al,, 2009), e dentro das regioes ndo regulatdrias de genes
alvo, como a 3'UTR, alterando a atividade dos microRNA no reconhecimento dos seus sitios
de ligacdao (SANDBERG et al., 2008). Esta Tese centrou-se nas varia¢des estruturais do DNA
em locos de microRNA que variam em nimero de cépias. Os resultados aqui apresentados
validaram algumas CNV-miRNA tomadas a priori como polimérficas, além de confirmar
copias inalteradas de regides monomorficas putativas na populacdo brasileira e também

avaliou o comportamento da expressao de acordo com os polimorfismos observados.

A partir de 11 regides putativas, 6 foram confirmadas como polimérfica, das quais 2
mostraram relativa variabilidade. Uma analise prévia de bioinformatica de regioes de CNV-
miRNA, utilizando o banco de dados DGV (MARCINKOWSKA et al., 2011) demonstrou que a
fracdo de locos polimérficos foi duas vezes menor do que o esperado, sugerindo que pelo
menos as CNV altamente polimorficas podem estar sobre selecao negativa, e que uma parte
significativa das que estdo depositadas no DGV sdo raras, ou podem representar falsos
positivos (ITSARA et al., 2009; MARCINKOWSKA et al.,, 2011). O fato de algumas regioes

terem sido identificadas como monomorficas na amostra estudada da populagdo brasileira
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ndo indica necessariamente que estas sejam regioes invariaveis, uma vez que a frequéncia
de ocorréncia pode chegar a 1 em 5000 ou mais, como foi o caso de algumas CNV descritas
nos bancos de dados (Tabela 9). Desta maneira, é importante que estudos possam validar
essas regioes utilizado diferentes populagdes a fim de averiguar a sua utilidade em estudos

genéticos.

Por ocasido da elaboragdo do projeto referente a este estudo, inicialmente existiam
somente 14 estudos depositados no DGV (MARCINKOWSKA et al, 2011).
Subsequentemente, com o aumento da casuistica, novas variantes foram identificadas e
descritas, alterando a frequéncia das CNV previamente relatadas. Este cenario tem se
mostrado promissor para os estudos de genética a fim de esclarecer o papel das variacoes
gendmicas na composicdo de fenétipos e na regulacio dos fendmenos biolégicos. E
importante mencionar, que muitas das CNV-miRNA identificadas como altamente
polimoérficas por andlise bioinformatica (MARCINKOWSKA et al., 2011), ndo possuiam
ensaios TagMan® disponiveis para analise de CNV. Portanto, ainda existe um contingente

significativo de CNV que constituem potenciais locos polimérficos para serem investigados.

Diferencas na frequéncia do numero de copias das regides polimorficas do genoma
sdo importantes para estudos evolutivos envolvendo modelos de selecao genética entre
diferentes populacdes (CAMPBELL et al., 2011; ITSARA et al., 2009; SEBAT et al., 2004;
SUDMANT et al, 2010), com respectiva procura de possiveis candidatos com impacto
funcional na expressdo génica (CONRAD, D. F. et al., 2010; MANDEL et al,, 2010; PERRY et
al., 2007; STRANGER et al., 2007). No entanto, até o momento pouco se sabe sobre os

efeitos da CNV na expressao dos miRNA. Além disso, a variagcdo das CNV entre populagdes
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de diferentes origens geograficas, especialmente aquelas com processo de miscigenagdo
ainda é pouco explorada. Até o momento, somente um CNV-miRNA foi descrito, o miR-720
(PRONOLD et al., 2012) localizado em 3926.1 com variagdes depositadas no DVG (XU et al.,
2011). As medidas quantitativas de ancestralidade ndo sugeriram nenhuma correlagdo com

o ndmero de cépias a partir da analise de dados em CNV-miRNA na amostra brasileira.

Por outro lado, uma diferenca estatistica foi observada para o género, quando
considerada como variavel independente. Recentemente, foi identificado um viés sexual na
variacdo do nimero de copias relacionado a ancestralidade africana em amostras europeias
(SHADRAVAN, 2013), sugerindo um papel evolutivo funcional para o nimero de copias de
genes da familia de receptores olfativos. No caso da populacao brasileira, os testes
estatisticos ndo mostraram evidéncias consistentes de diferenca por estratificacdo pela
ancestralidade. No entanto, foram observadas diferengas com relagdo ao género e também
a regido geografica. Dado que a populacdo brasileira possui uma intensa histéria de
miscigenacdo cultural e de populagdes (LINS et al,, 2010), e que esse fendmeno nao foi
observado na reproducdo com as demais 30 amostras, seria necessario investigar em
futuros estudos se essas regides sdo propensas a efeitos de selecdo positiva ou se os

resultados observados sdo simplesmente efeitos de amostragem.

Outra observacao que chama ateng¢do para diferentes resultados foi o fato da CNV-
miR-650 ter sido identificada como altamente polimérfica em diversos estudos e nao ter
sido identificado polimorfismo em 133 individuos da popula¢do brasileira. Uma possivel
explicacdo estd na posi¢cdo da sonda TagMan® utilizada na analise, que, distante cerca de

850 pb do gene, poderia se localizar fora do ponto de quebra da CNV, nao detectando as
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variacdes. No entanto, a diversidade de variantes descritas no banco de dados com relagao
as suas extensoes (entre 100 e 800 kb para o miR-650) sugere que a situacao pode ser
outra, como a taxa de concordancia entre genomas, o uso indiscriminado de padrdes de

referéncia e diferentes métodos de bioinformatica usados nas andlises.

Por definicdo, CNV é considerada uma variagdo estrutural em um individuo em
comparac¢do a um genoma de referéncia (IAFRATE et al., 2004; LEVY et al., 2007; SCHERER
et al,, 2007; SEBAT et al,, 2004). A sequéncia padrdao de DNA de referéncia do genoma
humano passa por constantes e sucessivas atualizagdes em curadoria de um consorcio
proprio. Porém, é derivada, na sua maior parte, de um unico doador, com o resto da
sequéncia proveniente de um mosaico de outras fontes. Esse modelo original de um unico
individuo nao é suficiente para representar a complexidade de regides com diversidade
alélica e estrutural, incluindo as lacunas de complexas dele¢des, duplicagdes e repeticoes
em tandem (SCHERER et al, 2007). A definicdo de grupos controles pelo fenétipo é
essencial para evitar possiveis vieses, necessitando cada vez mais métodos criteriosos de

fenotipagem.

Desta maneira, ter uma taxa de concordancia entre dois genomas pode ser confuso
como, por exemplo, na distin¢ao entre a perda em uma amostra de teste de um ganho em
uma amostra de referéncia (SCHERER et al, 2007). Além disso, ndo existe uma
padronizacao para uso de uma Unica amostra de referéncia devido principalmente as
limitacdes técnicas de cada tipo de caracterizacdo de CNV, pois em alguns estudos foram
usados conjuntos de varias amostras (IAFRATE et al., 2004; SEBAT et al., 2004), ja outros

utilizaram apenas uma (LOCKE et al., 2006; REDON et al., 2006; SHARP et al., 2005; WONG,
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K. K. et al, 2007), enquanto o mais apropriado seria usar a sequéncia de referéncia do
genoma humano (HINDS et al., 2006). Essas limitagdes técnicas também sdo de suma
importancia para identificar variantes em uma mesma amostra. Usando diferentes
plataformas experimentais e algoritmos de analise pesquisadores chegaram a valores de
até 80% de concordancia para uma mesma amostra repetida no mesmo equipamento
(KOIKE et al., 2011). Portanto, é necessario confirmar através de outras técnicas, e em

outras amostras, a particularidade da falta de polimorfismo nessa regiao da CNV-miR-650.

Nesse mesmo sentido, na tentativa de estimar a taxa de falsos-positivos entre CNV,
tem sido notada a variacdo em diversas situagdes como em irmaos monozigdticos (BRUDER
et al.,, 2008) e também em diferentes tecidos de um mesmo individuo (PIOTROWSKI et al.,
2008). O polimorfismo intraindividual, ou mosaicismo somatico, pode levar a graves
consequéncias em um individuo, caso a célula ou grupo de células, nao sofra apoptose e
propague a mutacdo implicando em vdarias mudangas na fisiologia celular. Em casos
especificos, o mosaicismo mitético de regides gendmicas de grandes extensdes podem
modificar processos de controle de transcricdo génica ou da sinalizagdo celular,
acarretando um espectro de fenodtipos implicados na fisiologia, desde alteracdes no
neurodesenvolvimento normal e patolégico, até o processo de envelhecimento

(PIOTROWSKI et al., 2008; PODURI et al.,, 2013).

As alteracdes entre células mononucleadas do sangue e do epitélio bucal neste
estudo foram aceitas como verdadeiras, mas serdo reanalisadas utilizando outras
tecnologias, como os arranjos baseados em SNP, como parte de projetos em andamento.

Ainda que a diferenca tenha sido pequena, o epitélio bucal apresentou um maior nimero de



70

alteragdes com relagdo as células mononucleadas (Tabelas 10 e 11), e a comparagao de CNV
com a expressdao de microRNA foi realizada pelo respectivo tecido. Muito embora o
mosaicismo somatico seja frequentemente associado a doenc¢as (BIESECKER; SPINNER,
2013; BRUDER et al., 2008; PODURI et al., 2013), é cada vez mais comum o relato em
células somaticas de individuos sem processos patoldgicos (DE, 2011). Essa constata¢do, no
entanto possui um fator que pode ser crucial para a andlise de CNV. Em geral, estima-se que
aproximadamente 30% das células de fibroblastos possuem variagdes somaticas nos seus
genomas (ABYZOV et al., 2012). Além disso, o mosaicismo pode surgir como um evento em
um aglomerado de células em regides especificas de um tecido ou mesmo em eventos

unicos em células individuais (MCCONNELL et al., 2013).

Sendo a qPCR um método analitico sensivel as concentragdes iniciais de material
biolégico, a presenca nao homogénea de mosaicismo somatico pode gerar ruidos
quantitativos, indicando resultados falsos positivos e/ou negativos (WEAVER et al,, 2010).
Esse fato tem uma extrema implicagdo em estudos que utilizam DNA de um tecido
(preferencialmente sangue e epitélio bucal, cuja extracdo é simples e eficiente), mas
avaliam caracteristicas fenotipicas ou de expressdo génica de outro, pratica essa que
extremamente comum na pesquisa cientifica devido ao dificil acesso aos tecidos de
interesse e dificuldades (éticas, legais e técnicas) de realizar biopsias. Como a expressao de
microRNA é diferenciada entre tecidos (LIANG et al., 2007) esse impacto deve ser levado
em considerac¢do, podendo refletir incongruéncia nos resultados de estudos de associagdao

genética a fendmenos patoldgicos.
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Uma caracteristica observada na presente casuistica foi o fato de uma regidao
polimoérfica, a CNV-miR-499, nao ter apresentado expressio do seu microRNA nos
materiais biolégicos pesquisados. O perfil da expressdao de microRNA em diferentes tecidos
e constituintes biolégicos, como os fluidos corporais, ja foi descrito em diversos organismos
(KIM, V. N.; NAM, 2006), inclusive em humanos (LIANG et al., 2007; WEBER et al., 2010),
sendo alguns expressos exclusivamente em determinados tecidos (LIANG et al., 2007). O
hsa-mir-499 tem expressao exclusiva no tecido muscular cardiaco, e ndo pode ser
detectado como microRNA circulante em plasma, exceto em individuos com infarto do
miocardio. Em estudos prévios, demonstrou-se que a expressao do hsa-miR-499 era
elevada em infarto agudo do miocardio, miocardite viral e insuficiéncia cardiaca aguda
(CHENG et al., 2014; CORSTEN et al,, 2010). Assim como o hsa-miR-499 pode ser utilizado
como biomarcador sob tais condi¢des patoldgicas, é necessdario investigar individuos com
historico pessoal e familiar de infarto e doencas coronarianas a fim de elucidar o papel do
polimorfismo de nimero de cdpias e a possivel correlagdo com a expressao do hsa-miR-
499, colocando a CNV como potencial biomarcador genético. Ainda, a associa¢do detectada
entre género e a frequéncia do niumero de cépias da CNV-miR-499 na triagem amostral da
populacdo brasileira é também sugestiva de futuras pesquisas, uma vez que mulheres sdo
mais propensas de apresentar episédios de infarto do miocardio sem dor no peito e com

maior mortalidade do que os homens {Canto, 2012 #598}.

A consequéncia fenotipica da duplicagdo de grandes regides ou mesmo
cromossomos inteiros é, pelo menos em parte, determinada pela extensdo de desequilibrio
regulatério podendo oscilar a dosagem de vias de transducgao de sinal, fluxo metabélico, ou

processos de comunicagdo celular (VEITIA et al.,, 2008). Na teoria classica de balango de
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dosagem, é esperado que um gene duplicado (que apresente trés cdpias por genoma
diploide) resulte em um aumento de 1,5 vezes da expressdo de mRNA. No entanto,
experimentalmente observa-se que existem diversos mecanismos que contradizem a
hipétese classica, seja pelo efeito estequiométrico de concentracdo de produto, seja por
haploinsuficiéncia ou por outros mecanismos compensatdrios de regulacdo (CONRAD, B.;
ANTONARAKIS, 2007; VEITIA et al., 2008). Portanto, o efeito do desequilibrio de dosagem
génica é influenciado pela taxa de sintese e degrada¢do dos produtos envolvidos, sejam
proteinas ou mRNA, em mecanismos complexos diversos que nao atendem a um unico
modelo (CONRAD, B.; ANTONARAKIS, 2007; GOUT et al.,, 2010; KONDRASHOV; KOONIN,

2004).

De maneira geral, especificamente em genes que estdo localizados dentro de CNV, foi
observado previamente que a expressdo média em dele¢cdes era menor em comparagao
com duplicagdes, com pequenas diferencas em ordem de magnitude (SCHUSTER-BOCKLER
et al,, 2010). Além disso, existiram casos em que as dele¢des aparentemente resultaram no
aumento da expressdo e vice-versa (SCHUSTER-BOCKLER et al, 2010). Nesse sentido,
corroborando as observacdes de Schuster-Bockler e colaboradores, (2010), a expressao de
microRNA ndo seguiu uma regularidade entre os diferentes casos, mas utilizando
algoritmos de simulagdo Monte Carlo, a taxa de produto entre as diferentes classes de
numero de cdpia ficou entre 0,42 e 2,54 para o modelo linear e entre 0,86 e 4,74 para o

logaritmico.

A compensacdo de dosagem possui diversos mecanismos, incluindo a regulacdo da

expressao génica pela organizacdo da estrutura tridimensional da cromatina (GIRTON;
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JOHANSEN, 2008). Os microRNA possuem semelhangas com genes codificadores de
proteinas na sua regulacdo da transcricao. Evidéncias de estudos bioldgicos demonstram
desde a transcricdo pela RNA Polimerase II (LEE, Y. et al., 2004), além de um conjunto de
fatores de transcricdo associados a RNAPII regulando a expressao de miRNA (CARTHEW;
SONTHEIMER, 2009). Além disso, a regulacao da transcricdo de miRNA também envolve
promotores e rede de interagcdes espaciais, cobrindo quase um terco de todo miRNAoma. Os
ncRNA longos e curtos estdo correlacionados com o complexo de recrutamento de
cromatina para determinados locos do genoma para alterar a sua estrutura e promover a
expressdo génica (CHEN et al, 2013; ZHANG, R. et al,, 2011). Ainda se sabe pouco sobre
esse efeito nos microRNA e se as CNV contendo microRNA interferem de alguma maneira
nessas interagdes espaciais da cromatina e nas redes de regulacdo por microRNA (CHEN et

al, 2013).

O Unico estudo que mediu de forma pratica a quantidade de microRNA com relagao
ao ndmero de copias gendmicas envolveu o estudo de individuos com trissomia do
cromossomo 21 (KUHN et al., 2008), no qual as taxas de expressao relativa foram entre 0,5
a 2 vezes maiores entre portadores da sindrome e controle em amostras de hipocampo e do
coragao. Ndo existem na literatura outros estudos que descrevem amostras nao patologicas
com o mesmo perfil de avaliagio entre CNV e microRNA. Como exemplo, estudos de
individuos com deficiéncia intelectual (QIAO et al., 2013) e com autismo (VAISHNAVI et al,,
2013) apenas se limitaram a regidoes de CNV, aprofundando os resultados em
bioinformatica para possiveis microRNA que estariam presentes nessas regides, mas sem
apurar a quantificacdo dos mesmos. Entretanto, em cancer, estudos apontam para os

mesmos indicativos, no qual duplicagdes de regides contendo genes de microRNA também



74

expressam respectivamente maiores quantidades de seu produto (AN et al., 2013; CALIN et
al., 2002; FANCIULLI et al, 2010; NINOMIYA et al, 2012; SLATTERY et al, 2011). A
expressdao de microRNA com CNV também foi relacionada em pacientes portadores de
doencga cardiaca congénita, no qual os microRNA hsa-miR-570 e hsa-miR-650, ambos
avaliados nesta Tese, se mostraram candidatos promissores na rede de regulacao pos-

transcricional de proteinas associadas a doenca (XING et al., 2013).

Pela complexidade da temdtica abordada nesta Tese, diversos aspectos devem ser
levados em consideracdo para a interpretacao desses dados. Tépicos como flutuagoes de
expressdo intraindividual e entre diferentes tecidos, a funcionalidade de microRNA na
regulacdo da expressao génica e respectivo efeito no controle de ciclos celulares sdao apenas
alguns fatores que destacam a importancia e necessidade deste trabalho precursor. As
evidéncias levantadas nesta Tese sugerem que o nimero de cépias de uma regido contendo
genes miRNA influencia positivamente na sua respectiva expressdo, conforme a hipdtese
inicial. Entretanto, por se tratar de um fenémeno biol6gico pesquisado in vivo, os modelos
utilizados tiveram respostas variadas. Portanto, serdo necessarios futuros estudos para
corroborar esses achados com numeros mais expressivos de microRNA e regides
polimorficas, assim como no nimero amostral e outros tecidos e fluidos corporais. Ainda,
experimentos controlados, usando células-tronco em cultivo celular, por exemplo, com a
finalidade de aumentar as evidencias e consolidar essa afirmacao, abrindo uma perspectiva
de novas pesquisas envolvendo o controle da expressdo génica sobre a variabilidade

fenotipica comum e patologica.
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CONCLUSOES

Até a presente data, este é o primeiro estudo a investigar a relacdo direta entre a
expressdo de microRNA em regides gendmicas de variagdo no numero de copias em
humanos sem caracteristicas patologicas.

Essas regioes foram previamente assinaladas por bioinformatica e por estudos de
microarranjos de SNP e CGH, mas somente em alguns casos foram validadas como
polimodrficas na populagdo brasileira. Para as demais regides consideradas monomorficas,
pode ser necessario uma maior amostragem para confirmar se as CNV detectadas podem
ser raras ou mesmo representar falsos positivos de outros estudos.

Segundo os dados relatados aqui, existem indicios da diferenga na expressao de
microRNA em regidoes que variam em niimero de cdpias. Essa expressao nao parece ocorrer
da mesma maneira, nem com a mesma magnitude, em diferentes tecidos ou constituintes
bioldgicos. Porém, os dados devem ser olhados com cautela, uma vez que a amostragem de
casos foi pequena e, portanto, requer uma investigacdo de maior porte, tanto com uma
amostragem mais significativa em relagdo ao niumero de copias, quanto como utilizando
tecnologias de sequenciamento em alta escala de genoma completo e também de
sequenciamento global de microRNA.

Ainda sao necessarios estudos funcionais para identificacdo da interacdo desses
microRNA com a regulacdo da expressdo dos seus genes alvos e assim constituir uma rede

integrativa entre genoma, transcriptoma e proteoma.
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de aula e distribuicdo de e-mail pelas listas da Universidade. O critério de inclus&o e exclusdo sera individuo
maior de 18 anos e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.

A pesquisa sera realizada no Laboratério de Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia no Programa de Pos
Graduacdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia. A coleta do
material biclégico sera no Campus | e |l da Universidade Catolica de Brasilia.

O inicio esta previsto para 02 de Abril de 2012 e o término: 02 de Abril de 2014.

Projeto aprovado pelo CNPq.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo de investigar a variabilidade em nimero de copias de regibes génicas com potencial impacto na
expressdo e agdo de miRNAs em pares de tecido de origem no ectoderma (epitélio bucal) e no mesoderma

(células da linhagem leucocitaria).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos atribuiveis aos participantes neste projeto de pesquisa estao relacionados a coleta de material
biolégico, os quais s8o despreziveis, ja que s8o poucos invasivos e serdo realizados por profissional
qualificado. Riscos individuais associados a geracao dos resultados n8o existem, ja que os dados genéticos
utilizados neste estudo nao sao preditivos de nenhum critério clinico ou médico. No que diz respeito aos
riscos envolvidos com a coleta de material genético, serdo evitados utilizando profissional capacitado com
treinamento para tal e sempre utilizando materiais descartaveis e correta assepsia antes e depois da coleta.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta adequada aos principios cientificos que a justifiguem. O pesquisador descreve o projeto de
forma detalhada e ordenada. O desenho esta adequado ao estudo e a populagdo estudada se adequa ao
objetivo do estudo. Todo o métedo foi descrito & necessario apenas descrever o local que sera realizada a
coleta do sangue dos voluntarios (Sugere-se especial atengdo dos pesquisadores a este item, para que se
adeque as normas de segurancga)

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

O TCLE, carta de encaminhamento, folha de rosto, orgamento e cronograma estdo adequados.

Recomendagdes:

Sugere-se especial atengdo dos pesquisadores ao item local de coleta de dados, para que se adeque as
normas de seguranca.

Sugere-se que o pesquisador investigue também se os voluntarios ja possuem historico de doenga (cancér,
diabetes) acredita-se que esta informacgao sera ultil para o projeto.
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

O projeto atende as exigéncias da Resolugdo 196/96 e recomenda-se sua aprovacio pelo Comité de Etica
em Pesquisa.

Apos a realizagdo da pesquisa & compromisso dos/das proponentes a entrega de relatério final ou versao
final do trabalho.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragodes Finais a critério do CEP:

BRASILIA, 14 de Marco de 2013

Assinador por:

Yomara Lima Mota
(Coordenador)
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Termo de consentimento livre e esclarecido

Projeto de pesquisa: Andlise de variagdes no nimero de cOpias génicas e sua correlacdo com
expressdo de microRNA.

Este projeto tem como justificativa estudar as variagdes de nimero de copias de regides
do genoma que podem alterar a quantidade da expressdo génica em uma populacdo saudavel. O
objetivo é correlacionar o nimero de cépias dessas regides com a quantidade do produto de
sua expressao.

Vocé estd sendo convidado a participar deste estudo na qualidade de voluntario. Como
critério de inclusao, devera ser maior de 18 anos, ler e compreender (de forma esclarecida) o
presente termo de consentimento livre e esclarecido. Vocé tem toda a liberdade em decidir se
deseja ou nao participar do mesmo. Nao ha nenhuma consequéncia negativa caso vocé decida
ndo participar. Caso vocé decida participar o procedimento sera o seguinte:

Um profissional qualificado fara a coleta de amostras bioldgicas de sangue e células da
mucosa oral (interior da bochecha) seguindo normas de seguran¢a para que ndo ocorram
desconfortos e possiveis riscos. Os materiais serdo utilizados para extracio de DNA e RNA,
utilizados para o estudo do niimero de copias no genoma e expressao de microRNA.

As amostras biolégicas nado serdo disponibilizadas para outros estudos em qualquer
hipdtese. Os dados e registros relacionados a este projeto serdo mantidos no Programa de
Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia, com garantia do sigilo
que assegure a sua privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa. Em
qualquer momento e por qualquer circunstancia vocé tem toda liberdade de requerer
esclarecimentos sobre a metodologia e acompanhamento de resultados durante o curso da
pesquisa.

Vocé tem a total liberdade de se recusar a participar, ou retirar seu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado. Nao existem
beneficios esperados, uma vez que a pesquisa é de carater experimental e ndo esta associada a
testes clinicos. Ao assinar esse termo vocé autoriza a coleta de amostras bioldgicas de acordo
com os termos descrito acima.

0 pesquisador abaixo assinado se responsabiliza com a privacidade das informacgdes
realizadas no ambito da pesquisa.

Assinatura do responsavel pela pesquisa Assinatura do voluntario
Prof. Dr. Rinaldo Wellerson Pereira Nome Completo:

RG: 4208151 SSP-MG
CPF: 844342796-53
Telefone: (61) 3448 7129
Email: rinaldo.pereira@catolica.edu.br CPF:
Universidade Catélica de Brasilia

RG:

Data de Nascimento: / /

Data da Coleta: y / Sexo: [ Masculino 0 Feminino




