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RESUMO

A inativacdo do cromossomo X é um evento de silenciamento epigenético que ocorre em todas
as células somaticas de fémeas de mamiferos, e tem como consequéncia a compensacao de dose
génica. Uma vez que em humanos esta inativagdo é aleatdria, desvios na proporcao esperada de
50:50 podem aparecer por diversas razdes, incluindo alteragdes cromossomicas e mutagoes
pontuais. Desta forma, a analise de desvio de inativacdo poderia ser uma ferramenta na triagem
de pacientes candidatos a anélises moleculares mais complexas, auxiliando assim o processo
de diagndstico e aconselhamento genético. O objetivo geral deste trabalho foi investigar se esse
desvio no padrdo de inativacdo do cromossomo X pode ser um marcador molecular a ser
utilizado em diagndstico e aconselhamento genético de pacientes considerando dois exemplos,
em dois capitulos: i) grupo caso de deficiéncia intelectual com heredograma sugestivo de
heranca ligada ao X (XLID); ii) grupo caso de cancer, dividido em duas abordagens — mulheres
com historico de cancer familiar e mulheres com diagndstico de cancer de mama. Para
estabelecer o padrdo de inativacdo do cromossomo X, um STR no gene de Receptor de
Andrégeno (AR) foi genotipado utilizando o ensaio AR. Além disso, foram buscadas CNVs
(CytoScan™ 750k Array, Thermo Fisher Scientific®) para pacientes de XLID cujas mées
apresentaram desvio. Na primeira abordagem, o grupo de mées de pacientes ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparado ao grupo controle (dados da literatura). Porém, a analise
dos filhos afetados por CMA, assim como outros testes moleculares, revelaram alteracGes
patogénicas em genes situados principalmente na regido Xg28, ressaltando o papel dessa regido
no desenvolvimento do sistema nervoso. Outras alteracdes foram vistas, porém de significado
incerto, ndo podendo assim elucidar o seu papel no quadro clinico e nos desvios observados.
Na segunda abordagem, foi observada diferenca estatistica entre o grupo controle e o de
mulheres com histérico de cancer familiar, porém nao houve distingdo de resultado entre os
tipos de cancer observados. Nao houve diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo de
mulheres com diagnostico de cancer de mama. Estes resultados demonstram que a analise de
inativacdo do cromossomo X ndo possui associagdo clara com XLID e cancer e que o seu papel
no diagnostico e aconselhamento genético é questionavel, ndo sendo ainda a melhor alternativa
para screening de familias com pacientes afetados por essas patologias, pois requer estudos
adicionais para utilizacdo com melhor eficiéncia.

Palavras-chave: Inativacdo do cromossomo X, desvio de inativacdo do cromossomo X,
deficiéncia intelectual ligada ao X, CNV, histdrico de cancer familiar, cancer de mama,
aconselhamento genético.



ABSTRACT

X chromosome inactivation is an epigenetic silencing event that occurs in all somatic cells of
mammalian females for gene dose compensation. Since this inactivation is random in humans,
the expected proportion would be 50:50. However, skewed inactivation may appear for a
variety of reasons, including chromosomal abnormalities and point mutations. Thus,
identification of skewed X inactivation could be used as a tool in screening of candidate patients
to undergo more complex molecular analyses, therefore assisting the process of diagnosis and
genetic counselling. The main aim of this study was to investigate whether the skewed
inactivation pattern may be considered a molecular marker to be used in diagnosis and genetic
counselling considering two examples, in two chapters: i) case group of females potentially
carriers of X-linked intellectual disability (XLID); ii) case group of cancer, divided into two
approaches — females with family history of cancer and females diagnosed with breast cancer.
To establish the inactivation pattern of the X chromosome, a STR on the Androgen Receptor
(AR) gene was genotyped using the AR assay. In addition, CNVs (CytoScan ™ 750k Array,
Thermo Fisher Scientific®) were assayed for XLID patients whose mothers presented skewed
inactivation patterns. Considering the XLID group, no statistical difference was observed when
compared to the control group (literature data). However, CNVs analyses, as well as other
molecular tests, revealed pathogenic alterations in genes located mainly in the Xg28 region,
emphasizing the role of this region in the nervous system development. Other variants were
seen, but those were of uncertain significance, and therefore could not elucidate their role in
clinical outcomes and skewed inactivation. In the cancer group, a statistical difference was
observed between females with a family history of cancer and the control group, but there was
no distinction when cancer types were analysed. There was no statistical difference between
females diagnosed with breast cancer and the control group. These results demonstrate that
skewed X inactivation has no clear association with XLID and cancer, and therefore its role in
diagnosis and genetic counselling is questionable and cannot be considered yet the best
alternative for screening of patients affected by those pathologies, since additional studies are
required to stablish its use with more efficiency.

Keywords: X chromosome inactivation, Skewed X inactivation, X-linked intellectual
disability, CNVs, family history of cancer, breast cancer, genetic counselling.
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INTRODUCAO GERAL

A evolucdo da determinagdo sexual por meio de cromossomos em mamiferos da
subclasse Theria esta ligada tanto a aquisicdo de um gene determinante, SRY, quanto a
repressdo da recombinacao e isolamento reprodutivo (revisto por Graves, 2015). A presenca
de um cromossomo Y com o gene SRY funcional inicia o processo de diferenciagdo sexual
masculino. Na auséncia de alteracdes cromossdmicas e génicas, um mamifero tério com dois
cromossomos X se desenvolvera em fémea e um com um X e Y em macho. Em eutérios, o
cromossomo X sofre ao menos duas formas de regulacéo. Na primeira, a compensacéo de dose
é obtida em fémeas pelo silenciamento de um dos cromossomos X (Lyon, 1961), e na segunda,
0 cromossomo ativo remanescente sofre upregulation para balanceamento de expressdo com
0S cromossomos autossémicos (Ohno, 1967; Nguyen & Disteche, 2006; Moreira de Mello et
al., 2017).

Os processos moleculares envolvidos no silenciamento sdo regulados primordialmente
pelo Centro de Inativagdo do X, o XIC (do inglés X-inactivation center) (Brown et al., 1991a).
Este locus contém os genes e componentes responsaveis pela contagem, iniciacéo e regulacao
da inativacdo do cromossomo X, sendo Xist 0 seu principal atuante e Unico gene necessario
para iniciar todos 0s eventos epigenéticos de repressao de transcricdao. Este gene produz um
RNA longo ndo codificante (IncRNA) retido no ndcleo revestindo em cis toda a cromatina do

cromossomo a ser inativado (Brown et al., 1991b).

A inativacdo do cromossomo X em camundongos estd bem elucidada no momento e
acontece em duas fases: apos a fertilizacdo, ainda no estagio da primeira clivagem, resultando
em dois blastbmeros, o genoma € reativado e a inativacdo imprintada do X paterno se inicia
com a ativacdo de Xist. Em seguida, o X inativo é reativado na massa celular interna do
blastocisto e inativado novamente de forma randémica no epiblasto (Okamoto et al., 2004). O
XIC de camundongos apresenta, paralelamente ao gene Xist, 0 gene Tsix, que produz outro
RNA longo ndo codificante que reveste o gene Xist completamente, regulando-o
negativamente no X ativo (Lee et al., 1999). Também proximo ao XIC estd o locus Xce (do
inglés X-controlling element), regulador do mecanismo de escolha do cromossomo a ser

inativado (Simmler et al., 1993; revisto por Peeters et al., 2016).

Ja em humanos, a inativacao é apenas randoémica, envolvendo o silenciamento de cerca
de 150 milhdes de pares de base (Mb) (Boyd, 2001; Brown et al., 1991b). Este processo

também ocorre em cis por meio da expressao de XIST localizado no XIC, que esta situado na



regido Xql3.2. Em comparacdo a camundongos, o XIC humano sofreu expansao, porém
apresenta menos reguladores, como auséncia de Xce (figura 1). Cerca de 2000 moléculas de
INcRNA XIST séo produzidas (Buzin et al., 1994), sofrem splicing e sdo poliadeniladas,
direcionando a condensacao da cromatina e revestindo o cromossomo (Clemson et al., 1996).
Entretanto, a presenca de TSIX em humanos é considerada vestigial, tendo em vista que ha
uma delecdo em uma de suas ilhas CpG e por isso a inativagdo néo ocorre de forma imprintada.
TSIX nédo cobre a regido promotora de XIST, ndo sendo capaz de regular negativamente a sua

expressao (Migeon et al., 2001). Desta forma, um outro gene tem o papel de regulacdo do XIST

em humanos.
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Figura 1. llustragdo comparando o XIC de humanos e camundongos, representados pelos dominios
topologicamente associados (TADs - circulos ovalados laranjas), onde é possivel observar que o locus humano
apresenta menos componentes que o de camundongos, porém encontra-se expandido. O retangulo tracejado
denota o locus Xce (X-controlling element) em camundongos, responsavel pelo mecanismo de escolha do X a ser
inativado. Setas abaixo de Xce indicam duplica¢6es (SD) e inversdes (I) que incluem o gene Dmrtcl. Genes
codificadores de proteina estdo ilustrados como setas brancas, indicando o sentido da transcricdo. Genes de RNA

ndo codificantes estdo representados por setas coloridas (Adaptado de Peeters et al, 2016).

Em embrides humanos pré-implantados, ha a acumulacéo de XIST nos cromossomos X
sem que haja a iniciacdo da inativacdo, diferindo de embribes de camundongos, onde a
presenca de Xist leva a inativacéo invariavelmente. O gene XACT, distante 40Mb de XIST,
ausente em camundongos e pouco conservado em mamiferos, tem um papel especifico em
humanos, regulando esse estado de pré-inativacdo Unico (Vallot et al., 2013). XIST e XACT
revestem simultaneamente ambos 0s cromossomos ativos, porém XIST apresenta uma
conformacéo dispersa, podendo explicar assim porque a inativacdo ndo € logo iniciada ao

comeco de sua expressdo. Ao longo do desenvolvimento do blastocisto, os produtos de ambos



0s genes ocupam dominios distintos dentro do nucleo e a expressao de XACT no cromossomo
a permanecer ativo entdo influencia a acumulacdo de XIST em cis no cromossomo a ser
inativado (Vallot et al., 2017). Evolutivamente, assim, XACT controla o timing de inativacéo
em humanos.

Ainda neste contexto, o embrido pré-inativado tem sido objeto de debate. Petropoulos et
al. (2016) haviam proposto um modelo de compensagdo de dose dos dois cromossomos X
ativos com cromossomos autossdomicos no dia 7 do blastocisto, o que foi denominado de X-
dampening, ou a diminui¢cdo da expressdo de ambos 0s cromossomos. Entretanto, no ano
seguinte foi demonstrado que o X-dampening € controverso (Moreira de Mello et al., 2017),
pois o decréscimo da expressdo bialélica foi concomitante ao aumento de expressao

monoalélica no dia 6 do blastocisto (figura 2), indicando o inicio da inativacao neste estagio.
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Figura 2. Modelo representativo das fases embrionarias associadas a inativacdo do
cromossomo X em humano. A fase de duas células apresenta 0s dois cromossomos X ativos
(XaXa). Posteriormente, a expressdo de XIST é induzida e iniciada no estagio de 8 células,
sendo que mais a frente este gene sofre upregulacdo e a inativagdo € iniciada (blastocisto
primario (XaXa/i)). A inativagao ja se apresenta finalizada na implantacéo e o X ativo sofre
upregulacdo para compensacdo de dose com cromossomos autossémicos (X2aXi)
(Adaptado de Moreira de Mello et al., 2017).



Assim, a inativacdo € iniciada e finalizada nas células tronco do embrido pouco antes da
fase de implantacdo. Isso resulta em modificacGes epigenéticas (figura 3), como perdas e
ganhos de histonas e seus modificadores, servindo de marcador para o acoplamento de
proteinas polycomb (Zhao et al., 2008), que sdo proteinas de remodelacdo da cromatina
associadas a silenciamento génico. O estudo de modificacBes de histonas relacionadas a
inativagdo leva em consideracdo principalmente a acetilagéo e metilagdo de caudas de histonas,
assim como a presenca de macroH2A, e como esses marcadores diferem entre os X ativo e
inativo. O X inativo é enriquecido em macroH2A, hnRNPU e SMCHD1 que atuam como

reguladores epigenéticos no silenciamento (revisto em Sado & Brockdorff, 2013).
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Figura 3. O processo de inativagdo do X € iniciado com a
expressdo do gene XIST, cujo produto € um RNA ndo-
codificante que reveste o cromossomo a ser silenciado. Tal
revestimento também recruta marcas histdnicas,
garantindo o carater estdvel da inativacdo (imagem
adaptada de Avner & Heard, 2001).

Quanto ao papel de XIST no silenciamento, a expressdo de XIST em sitios diferentes no
genoma foi testada para estabelecer um modelo de inativagdo e recrutamento epigenetico
(Kelsey et al., 2015). Como resultado, os recrutamentos de SMCHD1, macroH2A, H3K27me3



e H4K20mel ocorrem de forma independente um dos outros, mas sdo dependentes do local da
insercdo do gene XIST, assim como a eficiéncia do silenciamento e sua extensdo através do
cromossomo. Essa extensdo também esta relacionada com a habilidade de recrutar novos
marcadores epigenéticos, demonstrando que as sequéncias que cercam XIST no XIC também
sdo fundamentais no processo de inativacdo. Ja outro estudo em camundongos com delecbes
em Xist mostra desvio na proporcdo de inativacdo, no qual o X com mutacgdes ndo é capaz de
iniciar inativacdo e o X wild type é silenciado em todas as células. Assim, XIST é essencial

para iniciar inativacdo (Marahrens et al., 1997).

Entretanto, o silenciamento ndo ocorre em todos os genes do X inativo e determinadas
caracteristicas tém sido relacionadas aos genes que escapam a inativacdo. Esses genes
expressam pelo menos 10% de produto génico no X inativo quando comparado a expressdo do
X ativo (Carrel & Willard, 2005). Os genes sujeitos a inativacdo apresentam marcas
epigenéticas diferenciadas quando comparadas as dos genes que escapam, sendo essas tipicas
de heterocromatina inativa, como H3K9me3, H4K20me3 e H3K27me3, e auséncia de marcas
de cromatina ativa, como H3K4me3. Esta Gltima estd presente nos genes que escapam, assim
como H3K4me2, H3K9ac e H3K27ac, e ha auséncia das marcas citadas na heterocromatina

inativa (revisto em Balaton & Brown, 2016).

O padrdo de escape em humanos é de em média 15% dos genes de ambos 0s
cromossomos X sendo expressos (Carrel & Willard, 2005). Enquanto alguns genes sofrem
escape em todas as mulheres, como por exemplo os genes da regido pseudoautossdmica, outros
genes escapam ou estdo inativos em parte dessas mulheres. Essa variacdo de escape €
encontrada em 10% dos genes no cromossomo X e pode explicar a heterogeneidade clinica,
isto é, mulheres portadoras de mutacdo patogénica podem ou ndo manifestar o fenétipo. O
padrdo de escape também pode variar no mesmo individuo, sendo a idade um fator
influenciador, assim como no desvio da proporcdo de inativacdo (Hatakeyama et al., 2004;
Tonon et al., 1998). Essa variagdo também pode ser encontrada em tecidos diversos no mesmo

individuo, demonstrando heterogeneidade de expresséo entre os tecidos.

Outra influéncia no processo de silenciamento € o grau de metilagdo do DNA, que varia
de forma intergénica e intragénica - regifes de promotor e regido codificante. A maioria da
metilacdo ocorre em citosinas de ilhas CpG no genoma. No X inativo, as ilhas de CpG em
regidao promotora sdo hipermetiladas, o que ndo ocorre em genes que sofrem escape, que

possuem padrdes de metilacdo semelhantes ao X ativo (Wolf et al., 1984). A metilacdo do



DNA € um importante fator na manutencdo da inativacdo, sendo demonstrado através de
tratamento com inibidores de metiltransferase que alguns genes podem sofrer reativagao
(Venolia et al., 1982). E uma modificacio epigenética que ocorre tardiamente no processo de
inativacdo, sendo assim é considerado como o fator que mantém a estabilidade do
silenciamento (Beard et al., 1995). A metilacdo geralmente segue um padrdo. O gene
codificador para o receptor de andrdgeno (AR), segue tal padrdo de metilacdo, o qual esta
hipermetilado quando o X esta inativo em mulheres (Allen et al., 1992). Neste caso, a
metilacdo ndo somente é um marcador de expressdo, mas um sinalizador do status de

inatividade de genes no X.

Devido a auséncia de imprinting na inativacdo do cromossomo X em humanos, tal
processo é randdmico, e € esperada uma proporcdo de inativacao de 50:50 para o X materno e
X paterno em um grupo de células policlonais. Pequenas variaces na proporcao 50:50 séo
consideradas comuns e ndo sao consideradas desvios. Alguns estudos consideram o limiar de
>70:30 como desvio (Plenge et al., 2002; Sato et al., 2004), enquanto outros apenas valores
>80:20 (Drstavik, 2006), pois esses valores sdo ditos raros, e geralmente estdo relacionados a
doencas ligadas ao cromossomo X (com etiologia ligada a mutacbes ou aberracdes
cromossoémicas) (Amos-Landgraf et al., 2006). Assim, ha discussdo quanto ao limiar exato de
desvio a ser considerado, e muitos estudos adotam varios limiares para comparacdo (Minks et
al., 2008).

De acordo com a literatura, ha alguns mecanismos pelos quais os desvios de inativacao
podem ocorrer, dentre eles: 1) Desvios podem ser herdados, e é estimado que um terco da
variabilidade fenotipica de desvios em populacdo ndo afetada esta associada com questes
hereditérias, devido a relacdo de dominéancia de alelos participantes do processo de inativacdo
(Vickers et al., 2001; Kristiansen et al., 2005a). Porém, ha estudo que contradiz isso (Bolduc
et al., 2008); 2) Por meio do processo de selecdo celular por um dos cromossomos parentais
ativos se um deles apresentar vantagens no desenvolvimento e/ou proliferacdo celular
(Migeon, 2006). Isto foi sugerido apos a observacao de que desvios estdo associados com idade
e que isto poderia ser decorrente de selecdo durante o desenvolvimento de leucdcitos, e este
processo SO poderia ser verificado apds sucessivas selecbes ao decorrer do tempo. Este
mecanismo é sugerido como atuante nos desvios observados em portadoras de mutacdo que
afetam o desenvolvimento do sistema nervoso (Muers et al., 2007). 3) Mutagdes em genes que
regulam o processo de inativacdo, como aqueles localizado no XIC, levando assim a uma

deficiéncia na capacidade de iniciar a expressdo de XIST e/ou o recrutamento de marcas



silenciadoras no X mutado (Marahrens et al., 1997). 4) Fatores estocasticos, que também
poderiam contribuir para o aumento de frequéncia de desvio em mulheres acima de 50 anos,
devido a influéncia da diminuicdo no numero de células tronco hematopoiéticas, levando a

maior probabilidade do mesmo X ser inativado em diferentes células (Busque et al., 1996).

Os genes do cromossomo X possuem grande relevancia clinica e na manifestacdo do
fendtipo de doencas, sendo isto relacionado tanto a mutacfes diretamente nestes genes, ou
devido ao silenciamento deste cromossomo, que pode alterar os padrées de expresséo. Devido
a densidade de genes no X, um grande niumero de doencas pode conter a sua etiologia neste
cromossomo. A plataforma OMIM® (2018), um catalogo online que lista genes e fendtipos
patogénicos com etiologia genética, apresenta mais de 1200 entradas para 0 cromossomo X,
sendo que padrdes de inativacdo podem tanto amenizar quanto intensificar a patogenicidade

de um fendtipo associado a esse cromossomo.

O conhecimento dos mecanismos epigenéticos de inativacdo sdo fundamentais para
explicar sindromes de origem genética, tendo em vista que doencas relacionadas ao X estdo
entre as doencas congénitas mais comuns, como a Sindrome do X fragil, Rett, Hemofilia A e
Distrofia Muscular de Duchenne. Padres anormais ou desvios de inativacdo do X tém sido
relacionados com cancer e doencas cognitivas, indicando assim o papel fundamental do
cromossomo X no desenvolvimento (revisto em Lee & Bartolomei, 2013; Pageau et al., 2007;
Pienta et al., 1989).

Tendo em vista a vasta associa¢do deste cromossomo com tantos distUrbios genéticos,
este trabalho tem como hipotese que padrées de inativacdo tém papel em modulacao fenotipica
e que portadoras de mutacdes/aberracdes cromossomicas estruturais apresentam desvios de
inativacdo mais frequentemente do que uma populacédo controle, propondo assim o papel dessa

andlise no processo diagndstico e aconselhamento genético.



JUSTIFICATIVA

Diversas doencas apresentam sua etiologia no cromossomo X ou tém seus fenotipos
modulados por genes localizados neste cromossomo, como a deficiéncia intelectual ligada ao
X e determinados tipos de cancer. Sendo que muitas doencas ainda ndo apresentam causa
identificada, devido a sua heterogeneidade etiologica, a investigacdo de padrdes que
diferenciem os portadores de mutagdes de uma populagdo controle auxilia na investigacéo
etioldgica e dos processos envolvidos na progressdo de tais disturbios genéticos.

A realizagdo de exames moleculares mais complexos apresenta um alto custo,
principalmente em paises em desenvolvimento onde todo o equipamento € importado, portanto
uma ferramenta mais acessivel de triagem de pacientes pode contribuir com diagnosticos mais
assertivos. A inativacdo do cromossomo X € uma técnica que poderia ser empregada como
auxiliar durante o processo de diagndstico ou aconselhamento genético, pois é mais acessivel
tanto em manipulacdo laboratorial quanto economicamente quando comparada a outros
exames moleculares mais complexos, como 0 CMA. Assim, pode ser reproduzida em diversos
laboratdrios que tenham estrutura minima e ser uma possibilidade exequivel de screening

mesmo em locais com recursos mais limitados.

Caso se confirme a hip6tese de que uma populagdo portadora de mutacao possui maior
frequéncia de desvios de proporgéo de inativacdo do cromossomo X, este evento poderia ser
considerado um marcador molecular de alteracdes genéticas. Dessa forma, a identificacdo de
desvios poderia indicar os pacientes que requerem exames moleculares especificos, como
CMA, MLPA ou aqueles direcionados para alteragdes no cromossomo X, como um painel de

exoma.



OBJETIVOS
Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar se a ocorréncia de desvio no padrdo de
inativacdo do cromossomo X em amostra de sangue periférico de portadoras de mutacdo pode
ser utilizada como um marcador molecular no processo diagnostico e aconselhamento genético
de pacientes considerando dois casos: i. mdes de meninos com deficiéncia intelectual
(potenciais portadoras de mutacdo para deficiéncia intelectual ligada ao X) e ii. histérico
familiar e/ou paciente afetada por cancer. Desta forma, este trabalho fard a abordagem deste

objetivo geral por meio de dois capitulos, cujos objetivos especificos sdo:
Objetivos Especificos - Capitulo |

I.  Estimar a frequéncia de desvio de proporcdo de inativacdo do cromossomo X em

mulheres com ao menos um filho (sexo masculino) afetado por deficiéncia intelectual.

Il.  Comparar a frequéncia de desvio de inativacdo do cromossomo X com mulheres de
populagéo controle.

1. Buscar microarranjos (microdele¢des e microduplicagcdes) nos pacientes cujas mées

apresentam desvio de inativacdo do cromossomo X.
Objetivos Especificos - Capitulo 11

I.  Estimar a frequéncia de desvio de proporcdo de inativacdo do cromossomo X em
mulheres com histérico familiar de cancer e em mulheres com cancer.

Il.  Comparar as frequéncias com populacédo controle
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Capitulo I - Desvio de inativacdo do cromossomo X e

CNVs associados a deficiéncia intelectual ligada ao X
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1. INTRODUCAO

A deficiéncia intelectual (DI) € o transtorno do desenvolvimento mais comum, afetando
de 1 a 3% da populagdo mundial (Harris, 2006; Maulik et al., 2011) e tem como definicéo o
quociente de inteligéncia abaixo de 70, limitacdes em duas ou mais habilidades adaptativas e
0 estabelecimento destes antes dos 18 anos de idade (American Association of Intellectual and
Developmental Disabilities, 2018). A DI frequentemente ocorre associada a outros transtornos
neuroldgicos, como Transtornos do Espectro Autista (TEA), ou como parte do fenétipo de
alguma sindrome. Assim, a sua etiologia é heterogénea, tendo como causa fatores ambientais

e/ou genéticos envolvidos.

Os genes associados a deficiéncia intelectual ligada ao X, denominada XLID (X-linked
intellectual disability) e anteriormente XLMR (X-linked mental retardation), foram
identificados antes daqueles situados nos autossémicos. Isso foi consequéncia do padrédo de
heranca e da sua alta prevaléncia - estima-se que 10 a 15% dos casos de DI em homens
apresentam mutacdes no cromossomo X. Uma das primeiras mutacdes identificadas foi a
expansao de trinucleotideos no gene FMR1, sendo esta causadora da XLID mais comum, a
Sindrome do X Fragil (MIM 300624), contabilizando 2% dos casos de DI. Assim, a triagem
para essa sindrome deve ser sempre conduzida quando investigando a etiologia das XLIDs,

sendo essa uma tecnologia de baixo custo e de alta taxa diagnostica.

Entretanto, ha pelo menos 200 formas de XLID, sendo cerca de 150 destas na forma
sindrémica, e mutacdes em mais de 100 genes estdo relacionadas a 81 dessas sindromes (Lubs
et al., 2012). Nem todos os genes ja descritos foram validados, pois certas muta¢es foram
reportadas em poucos pacientes ou em familias especificas e necessitam replicacdes para serem
confirmados (figura 1.1). Ainda, um grande nimero de sindromes associadas a0 cromossomo
X necessita ter sua etiologia investigada. A identificacdo de genes relacionados a essas
sindromes é uma grande ferramenta na elucidacdo do papel do cromossomo X no sistema
nervoso e dos mecanismos neurobioldgicos associados. Ao menos 12% dos genes
codificadores do cromossomo X ja foram descritos como associados a fungdo neuroldgica,
sendo que a média para esse tipo de gene em outros cromossomos autossdomicos é de 4%
(revisto em Chiurazzi & Pirozzi, 2016). Dessa forma, observa-se que o cromossomo X é
enriquecido em genes com funcéo neuroldgica, e a expressao deste cromossomo no cérebro e

maior do que aquela notada em outros tecidos somaticos (Zechner et al., 2001).
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Figura 1.1. Representacdo de 106 genes do cromossomo X associados com XLID, os quais tiveram
as suas patogenicidades classificadas de acordo com o tipo e ndmero de mutagdes reportados no
OMIM em “confirmados, necessitam replicagdo e questionaveis”. Os classificados em “necessitam
replicagdo” possuem poucas mutagdes reportadas em poucos pacientes ou em familias especificas e
necessitam replicacBes para serem confirmados. Aqueles classificados em “questionaveis” sdo genes
cujas mutagdes apresentam relatos contraditdrios na literatura, e portanto tém o seu papel monogénico

na manifestacdo desses fendtipos como questionavel (Adaptado de Piton et al., 2013).
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Desvios de proporcdo de inativacdo do X podem refletir mutagcOes, visto que esses
desvios podem ser resultado de forte selecéo para o silenciamento de um cromossomo portador
de mutagdo (Minks et al., 2008). E observado também que desvio de proporgdo de inativacio
do X é uma caracteristica relativamente comum em mulheres portadoras de mutacdo para
XLID (Plenge et al., 2002) e rara na populagédo nao afetada (Amos-Landgraf et al, 2006). Um
estudo com o gene Atrx, um importante regulador na remodelagdo da cromatina, demonstrou
que em embrides de camundongos fémea heterozigotas para delecdo deste gene a inativacéo
ocorre aleatoriamente, ja que a mutacdo ndo afeta os mecanismos de inativacdo em si. Porém,
ao decorrer do desenvolvimento do embrido ocorre selecéo das celulas com o X wild type ativo
de uma maneira tecido-dependente, o que justifica a observacdo de desvios ao fim do
desenvolvimento (Muers et al., 2007). Estes achados esclarecem um dos mecanismos pelos

quais os desvios podem ser obtidos em portadoras de mutacdo para XLID.

A investigacdo de alteracfes genéticas pode ser efetuada utilizando os mais diversos
testes existentes no mercado biotecnoldgico atual. Entretanto, a técnica de CMA
(Chromosomal Microarray Analysis) é a Unica em consenso indicada como teste primordial
para pacientes com DI em ambas as formas sindrémicas e ndo sindrémicas, devido a sua alta
taxa diagnostica - 15%-20% (Miller et al., 2010). A técnica de CMA permite analisar
microdelegdes e microduplicagcbes simultaneamente em milhares de sequéncias alvo do
genoma que nao seriam visiveis em cariotipo devido a sua baixa resolucdo. Estas variagcdes no
numero de cépias (CNVs — Copy Number Variation), que séo sequéncias de DNA de ao menos
1kb de extensdo, possuem grande contribuicdo para variabilidade genébmica polimorfica: as
CNPs (Copy Number Polymorphism), com frequéncia de mais de 1% na populacdo néo
afetada, podem contribuir para até 9,5% para a variabilidade do genoma (Zarrei et al., 2015).
Por outro lado, determinadas CNVs podem ser a etiologia de fendtipos patogénicos, cujos
mecanismos podemos citar: a presenca de genes dose-dependente, breakpoints que
interrompem sequéncia codificante e localizacdo em regides regulatérias. Portanto, CNVs
podem influenciar diretamente no fendtipo, ocasionando patologias, ou podem indicar

suscetibilidade a doencas.

Investigar padrdes que distingam os portadores de mutagdes no cromossomo X daqueles
que ndo apresentam pode auxiliar na elucidacdo etiologica e dos processos envolvidos na
progressao de tais distdrbios genéticos. Desta forma, este capitulo tem como hipotese que
mulheres que possuem filhos afetados por deficiéncia intelectual ligada ao cromossomo X

apresentam desvio de proporcao de inativacdo do cromossomo X mais frequentemente de uma
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populacdo controle e que este sinalize a ocorréncia de alteragcdes genéticas. Assim, a avaliacéo
da inativacdo do cromossomo X poderia servir como ferramenta na proposta diagndstica de

pacientes afetados e no aconselhamento genético.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Desenho de estudo e casuistica

Dentre os casos de deficiéncia intelectual do Ambulatério de Genética do Hospital
Universitario de Brasilia (Distrito Federal, Brasil), foram indicadas pelos geneticistas 36
familias — pares de mdes bioldgicas ndo afetadas e filho paciente afetado por deficiéncia
intelectual com padréo sugestivo de heranca ligada ao X. Todas as participantes assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (CEP-FM 081/2009). Para incluséo na
amostra, além do padrdo de heranca sugestivo de XLID, o paciente deveria ter cari6tipo
convencional normal e auséncia de alteracdo genética caracteristica de sindrome do X fragil.
O tecido utilizado foi sangue periférico, cujo DNA foi extraido utilizando o protocolo Puregene

(Qiagen) adaptado (Anexo ).

A andlise de inativagdo do cromossomo X foi realizada para as mées bioldgicas. A média
de idade das mulheres participantes foi de 38,3+6,3 anos, com valor de mediana e moda de 38.
Considerando as informacdes sobre a naturalidade de 33 individuos da amostra, observou-se
que, 21,2% eram provenientes do Centro-Oeste, 36,4% do Sudeste, 33,3% do Nordeste, 6,1%
do Norte e 3% do Sul do Brasil (figura 1.2). Das declarantes de etnia (n=20), 45% se declararam
como brancas, 15% negras e 40% pardas. Duas mulheres relataram casamento consanguineo.
Estes valores demonstram miscigenacdo e sugerem representatividade da populacéo brasileira,

tendo em vista que as proporgoes se assemelham as médias nacionais.
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Figura 1.2. Representatividade aproximada das regides brasileiras na amostra
de mulheres com filhos afetados por deficiéncia intelectual ligada ao X do

Hospital Universitario de Brasilia (HUB).
2.2 Andlise do padrdo de inativacdo do cromossomo X

Para estimar a proporcao de cromossomo X materno e paterno que foi inativado em cada
mde, foi analisado um marcador genético do tipo microssatélite localizado no gene AR
(Androgen Receptor) cujo protocolo foi adaptado de Allen et al. (1994). A metilagdo no residuo
de desoxicitosina no dinucleotideo CpG presente no sitio de corte das enzimas de restricao
sensiveis a metilacdo Hpall e Hhal no primeiro éxon do gene AR esta correlacionado com a
inatividade do cromossomo X, ja que tal enzimas apenas digerem o DNA quando o residuo de
desoxicitosina ndo esta metilado (Allen et al., 1992). Tal sitio de corte é localizado préximo a
uma regido de trinucleotideos altamente polimérfica (cerca 20 alelos e 90% de heterozigose),
sendo possivel entdo distinguir os padrdes de metilacdo nos alelos paternos e maternos apds
PCR. Assim, o ensaio utiliza a amplificagcdo para analise do marcador genético antes e depois
da digestdo com a enzima (figura 1.3). A etapa sem digestdo permite determinar os alelos
presentes na mulher e apés a digestdo mostra se ha inativacdo preferencial de algum desses
alelos e, consequentemente, de um dos cromossomos X. As reagdes que seguem foram
adaptadas do estudo de Allen et al., 1992.
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Figura 1.3. Fluxograma representativo do protocolo de analise de
inativacdo do cromossomo X, ilustrando o sitio de corte da enzima
Hhal préximo ao STR (CAG)n do gene AR. O material digerido e
0 ndo digerido séo amplificados por PCR. Entéo, a eletroforese é
conduzida tanto em gel de agarose, para confirmar a eficiéncia da
digestdo, como em capilar, para deteccdo de fragmento (imagem

adaptada de Comertpay et al., 2014).
2.2.1. Digestdo do DNA
Foram preparadas duas reagdes simultaneamente:

I. 1 pg de DNA com 20U da enzima Hhal (New England Biolabs) e demais reagentes de
reacao (agua, tampdo e BSA);
ii. 1 pg de DNA sem enzima, apenas reagentes e tampao de reacao da enzima.

Todas as reacoes tiveram 20 pl em volume e foram encubadas por 16h a 37°C.
2.2.2. Amplificacéo do produto da digestao e eletroforese em gel de agarose

Apbs a digestdo, as amostras foram preparadas para que o marcador situado no gene AR
seja amplificado por PCR. A sequéncia amplificada possui aproximadamente 280pb e inclui as
regibes que cercam o sitio de corte da enzima Hhal e os trinucleotideos polimorficos, e s6
ocorrera se 0 sitio de restricdo estiver metilado. Se ndo houver metilagdo, a enzima iré efetuar

cortes entre os trinucleotideos e a amplificacdo ndo sera possivel. Desta forma, um controle
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positivo com DNA de um individuo do sexo masculino foi utilizado para verificar a eficiéncia

da digestdo com a auséncia de amplificag&o.

A reagdo de PCR s&o adicionados 4yl de produto da reagdo de digestdo, Taq Polimerase
5UNl, MgCl. 50mM, dNTP 2,5mM, DMSO 100%. Os primers (5uM) utilizados possuem as

seguintes sequéncias (Tilley et al., 1989):
1.5-GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3;
2. (fluoroforo 5' 6-FAM) 5-TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC-3'.

A amplificacdo foi efetuada utilizando o equipamento Applied Biosystems Veriti 96-Well
Thermal Cyclers e essa foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,5X (figura 1.4) para

deteccdo de bandas e avaliacdo da digestédo, em corrente de 100V e 120A por 60 minutos.

Figura 1.4. Fotografia de gel de agarose de amostras de DNA digeridas e ndo digeridas em ensaio do

gene AR para determinacdo de inativacdo do cromossomo X. O primeiro poco indica uma amostra de
DNA digerida de um individuo do sexo masculino, onde nenhuma banda de amplificacéo foi verificada,
0 que garantiu a eficiéncia da digestdo. O pogo seguinte (2) indica a mesma amostra de DNA sem
digestdo, na qual é esperada e verificada a presenca de banda de amplificagcdo. Os demais pogos (3 a
12) s&o correspondentes a amostras de DNA de mulheres digeridas e ndo digeridas, onde é esperada a
visualizagdo de banda mesmo ap06s a digestdo, devido a presenga de um cromossomo inativo que sofre

amplificagéo.
2.2.3. Eletroforese Capilar

O material amplificado foi genotipado por eletroforese capilar em sequenciador
automatico ABI-3130xl - Life Technologies em parceria com o Laboratério de Ciéncias
Gendmicas e Biotecnologia Molecular da Universidade Catolica de Brasilia - Campus Asa
Norte. A preparacdo das amostras para esta técnica utilizou 1l da diluicdo de 1pl do produto
de PCR em 10pl de agua nuclease free, 0,1ul de marcador de peso molecular GS500 LIZ
(Applied Biosystems) e 9uL de Hi-Di Formamida.
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Este tipo de eletroforese apresenta alta eficiéncia na separacdo de fragmentos, devido ao
uso do capilar, que por razbes geomeétricas e resisténcia elétrica permite que mesmo pequenas
amostras de DNA sejam perceptiveis e analisaveis (Spudeit et al., 2012). Os dados gerados pelo
sequenciador foram analisados no software Coffalyser. NET™ (Coffa & Berg, van den, 2011),
que permite a visualizacdo dos fragmentos por eletroferograma. A Figura 1.5 ilustra exemplos
de eletroferogramas mostrando as duas etapas da analise. Nesse caso, trata-se de uma mulher
com desvio de inativagdo do cromossomo X (83:17, cujo calculo de razdo sera tratado a seguir),

o0 que fica evidente pela diferenca entre o primeiro e o segundo eletroferograma.
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Figura 1.5. Eletroferograma com picos de Relative Fluorescence Units (RFU)
referentes aos fragmentos obtidos por eletroforese capilar antes e ap6s digestéo e
amplificagdo do STR do gene AR. A) Eletroferograma referentes a amostra de
DNA néo digerida, com fragmentos correspondentes aos alelos (setas). B) Mesma
amostra de DNA apds digestdo, onde um dos fragmentos sofreu maior redugéo de
RFU, e consequentemente, 0 cromossomo correspondente estava ativo com maior
frequéncia. A proporcao de inativacdo nesta amostra é de 83:17. Imagens geradas
utilizando o software Coffalyser. NET™,
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2.2.4. Razéo de Inativagao

Cada alelo do gene AR apresenta um pico de fluorescéncia, sendo que a altura dos picos
foi analisada antes e depois da digestdo através da férmula de raz&o de inativacdo a seguir (Bittel

et al., 2008):
(@)

() + (i)

Onde:

aD: Alelo menor digerido;
aND: Alelo menor néo digerido
AD: Alelo maior digerido
AND: Alelo maior ndo digerido

Tal célculo resulta na porcentagem de inativacdo dos alelos, sendo entdo possivel
determinar a proporcao de inativagdo. Os limiares de desvio de proporcao de inativagao foram

classificados de acordo com a literatura (Sato et al., 2004; Plenge et al., 2002).
2.3. Andlise estatistica

Os dados de frequéncia de desvio de proporcdo de inativacdo em mulheres com filho
afetado por deficiéncia intelectual ligada ao X foram comparados com dados presentes em
Amos-Landgraf et al. (2006), nos quais os valores brutos foram estimados utilizando as
proporgdes publicadas. Para tanto, foram realizados os testes de y? e Regressdo Logistica, cujo
resultado é o valor de odds ratio, sendo o limiar utilizado o de >80:20. Foi considerado

significativo p<0,05.
2.4. Microarray

A Andlise Cromossdmica por Microarray (CMA) consiste em uma técnica de
hibridizacdo do DNA gendémico com sondas que abrangem multiplas regides do genoma.

Através da analise de intensidade de sinal gerada pode-se indicar microdele¢bes ou
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microduplicacdes, comparando esses resultados encontrados com as variantes descritas em

bancos de dados do genoma humano

Para esse trabalho, 0 CMA foi realizado em pacientes cujas maes apresentaram valores
de desvio de inativacdo do cromossomo X acima de 70:30. Foi utilizada a plataforma
CytoScan™ 750k Array da empresa Thermo Fisher Scientific®. A analise das alteracdes foi
feita utilizando o software Chromosome Analysis Suite (ChAS) da mesma empresa juntamente
com a plataforma UCSC Genome Browser Gateway, que tem disponivel dados das plataformas
DGV e Decipher, bases de dados que compilam variantes polimérficas e patogénicas
respectivamente. O genoma de referéncia utilizado foi o Genome Reference Consortium
Human Build 37 (GRCh37/hg19). Essa analise também foi conduzida em determinadas mées
de pacientes, proposta realizada para investigar a hereditariedade de alteracfes sugeridas de

estarem associadas aos quadros clinicos dos pacientes.
2.5. Demais exames moleculares

Determinados pacientes foram examinados sob outras analises moleculares, sendo essas
0 exame de MLPA (amplificacdo de sonda dependente da ligagdo multiplex) e exoma. Estas
analises ndo constituiram o escopo deste trabalho, porém eram informacgdes contidas em
prontuério, e portando ofereceram dados complementares para o estudo do quadro clinico
desses pacientes. O exame de MLPA consiste na amplificacdo simultanea de diversas regides
do genoma através de PCR para verificar possiveis delecfes ou duplicacBes. J& a analise de
exoma sequencia regides codificantes do genoma em busca de identificar possiveis mutacdes
patogénicas. Ambas as analises podem ser customizadas para investigar determinados genes e

direciona-las de forma mais eficiente a buscar variantes envolvidas em patologias.
3.  RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Anédlise de Inativacdo do Cromossomo X

A andlise conduzida em 36 mulheres mostrou que 8,3% (n=3) da amostra era homozigota
para 0 marcador no gene AR, levando a impossibilidade do estabelecimento do padrdo de
inativacdo para estas mulheres. Das amostras possiveis de estabelecer o padrédo (n=33), 30,3%
(n=10) das mulheres apresentaram-se acima dos valores de 70:30, sendo que 9,1% ao limiar de

80:20 e 6,1% ao limiar de 90:10 (figura 1.6 e tabela I.1). A média observada de inativacéo de
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um dos alelos foi de 64,2% (£13,7) e mediana de 60%. A tabela completa com resultados

referentes aos padrdes de inativagdo encontra-se no Apéndice I.

Em comparagdo com a literatura disponivel, observou-se dado similar quanto a frequéncia
de homozigose (~8%) (Amos-Landgraf et al., 2006). Entretanto, ndo se observou diferenca

estatistica entre os dois grupos para a ocorréncia de desvio (p>0,05), como observado pelo y2 e
odds ratio (tabela 1.1).
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Figura 1.6. Distribuicdo da frequéncia de mulheres (n=33) com filho afetado por deficiéncia

intelectual com heredograma sugestivo de heranga ligada ao X de acordo com seus relativos
padrdes de inativacdo divididos em bins de 5%.

Tabela I.1. Numero de mulheres observadas de acordo com proporg¢do de inativagdo do cromossomo X (%) na
amostra caso (mulheres com filho afetado por deficiéncia intelectual ligada ao X - presente estudo) e controle
(Amos-Landgraf et al., 2006) de maneira aleatdria e com desvio de inativagdo >80:20, assim como andlise
estatistica da comparacao caso-controle (%2 € odds ratio).

Proporgéo de inativagao Controle Caso p
Aleatorio 917 28
80:20 88 5
n 1005 33
2 1,6021 0,2056

OR (95% CI) 1,8608 (0,7009 a 4,9402) 0,2126
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A presenca de desvio de inativacdo em mulheres ndo afetadas fenotipicamente é
considerada um evento raro e que tem um aumento de frequéncia com a idade, sendo que em
neonatos € um evento mais incomum ainda (Amos-Landgraf et al., 2006). O estudo de Plenge
et al. (2002) mostrou que uma amostra de mulheres portadoras de mutacdo para XLID teria
uma frequéncia de desvio >80:20 aumentada, contabilizando 50% da amostra. Porém, este
estudo avaliou 94 mulheres pertencentes a 24 familias, tornando o viés da amostra
consideravelmente elevado tendo em vista o nimero elevado de mulheres portadoras das
mesmas mutacgdes, sendo assim uma amostra redundante.

A amostra aqui analisada foi composta por mulheres ndo aparentadas que potencialmente
apresentam diferentes CNVs e alelos. Dessa forma, com o nimero amostral de 36 mulheres,
observamos frequéncias similares ao controle descrito em literatura, que considera amostras
aleatorias ndo afetadas representativa de varios segmentos, desde de neonatos até mulheres
adultas (Amos-Landgraf et al., 2006). A amostra avaliada por Branddo (2015), na mesma
cidade de Brasilia, mostrou frequéncias de desvios mais elevadas em comparacdo a de Amos-
Landgraf et al. (2006). A diferenca observada pode ser justificada pela idade média mais
elevada das mulheres da amostra de Brand&do (2015), demonstrando que a andlise de desvio de

inativacdo deve ser efetuada com cautela quando realizado em mulher acima de 50 anos.
3.2.  Analise cromossémica por microarray

A CMA foi conduzida em sete pacientes cujas mées apresentaram desvio acima do limiar
de 70:30. Foi encontrado um total de 46 CNVs, sendo que 37 foram classificadas como
“provavelmente benigna” e duas como “benigna”. Quatro CNVs foram consideradas “variante
de significado incerto” (do inglés Variant Of Uncertain Significance - VOUS) e trés
“provavelmente patogénica” (tabela 1.2). Foram verificadas grandes perdas de heterozigose no
cromossomo X, sendo estas classificadas como provavelmente benignas. Perdas de
heterozigose quando localizadas em regides pericentroméricas deste cromossomo Sao
consideradas relativamente comuns devido a baixa taxa de recombinacdo desta regido na
meiose Il em mulheres. Desta forma, mesmo com o tamanho consideravel de algumas destas
variantes (>10Mb), ndo ha efeito fenotipico associado. Todas as CNVs provavelmente benignas

e benignas encontradas estdo apresentadas no Apéndice I1.
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Tabela 1.2. CNVs classificadas como VOUS e provavelmente patogénicas em filhos afetados por deficiéncia
intelectual, cujas mées apresentaram desvio de inativa¢do >70:30. Algumas maes também foram analisadas, como

a amostra XB1M.

Tamanho

Tipo Regido Genes Amostra
(kbp) i ;

Interpretacdo

NPIPB3, LOC100190986,
SMG1P3, MIR3680-2,
411 Delecéo 16p12.2 MIR3680-1, SLC7A5P2, XB7F
LOC101927814, METTLDY9,
IGSF6, OTOA, RRN3P1
Provavelmente PNCK, SLC6A8, BCAP31,

Provavelmente
Patogénica

Patogénica 75 Duplicacao Xq28 ABCDL1 XB7F
Provavelmente Delecio  1q22 GBAPL, GBA XB5F
Patogénica
AGAP4, PTPN20, FRMPD2B,
BMS1P5, FAM35BP,
LOC102724593, SYT15,
GPRINZ2, NPY4R, CH17-
« 360D5.1, LINC00842, XB6F e
VOUS 2,018 Delecéo 10g11.22 HNRNPALP33, ANXAS. XB10F
FAM25C, FAM25G, AGAP9,
BMS1P6, FAM35DP,
ANTXRLP1, ANTXRL,
FAM25BP, ANXA8L1, CTSLP2
VOUS 89 Delecéo 5035.3 BTNLS, BTNL3 XB6F
VOUS 86 Delecéo 1921.1 NBPF20, NBPF9, PDE4DIP XB7F
VOUS 32 Delecéo Xpl11.23 - XB1M

3.2.1 CNVs observadas e quadro clinico dos pacientes

Abaixo estdo apresentadas e discutidas as CNVs do tipo VOUS e provavelmente
patogénicas observadas nos sete pacientes, Cujas maes apresentaram valores >70:30.
Considerou-se aqui o potencial envolvimento dessas CNVs na etiologia de XLID e nos desvios

observados.
Familia XB1

A mée XB1M (31 anos) apresentou desvio total em sua proporcdo de inativagdo do
cromossomo X (100:0). O filho XB1F apresenta um quadro sindromico sugestivo de XLID,
cujo fenotipo inclui: atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM), incluindo a fala,
criptorquidia bilateral, dismorfias faciais, macrocefalia e convulsdes. Ha relatos na familia

materna de anencefalia e convulsbes. A CMA ndo revelou alteragbes provavelmente
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patogénicas para esse paciente, entretanto foi verificada a presenca de uma delecdo de 32 kpb
naregido Xpl11.23 na mée do paciente, sendo esta considerada VOUS. Mesmo que esta variante
seja de tamanho reduzido e ndo inclua genes, ha relato na literatura de desvio associado a esta

regido (Froyen et al., 2007).

Froyen et al. (2007) descreveram uma familia com trés irmdos afetados com delecao
sobrepondo esta regido e Bonnet et al. (2006) descreveram uma duplicagdo nesta regido em
paciente afetado por deficiéncia intelectual, baixa estatura e autismo. A regido descrita por
Froyen et al. (2007) inclui a delecdo de dois genes, SLC38A5 e FTSJ1, sendo o primeiro descrito
como nédo patogénico e o ultimo como patogénico. A mée dos pacientes apresenta desvio total
de inativacdo (100:0). Mesmo que a haploinsuficiéncia de FTSJ1 explique o quadro clinico dos
trés irmaos, é interessante notar a posicao distal do breakpoint da dele¢do, que coincide com a
de XB1M (figura 1.7). Na regido do breakpoint distal observa-se cluster de genes da familia
SSX. Foi proposto que a regido flanqueadora a esse cluster é instavel e propensa a formar
estrutura secundéria cruciforme devido a sua sequéncia palindrémica, e assim ser um hotspot
para recombinacOes, podendo ocorrer de forma balanceada ou causando dele¢fes ou
duplicacBes nesta regido. A porcdo distal do cluster apresenta sequéncias polimorficas,
entretanto a porcdo proximal estd envolvida em fenotipos clinicos. TranslocacGes
t(X;18)(p11.2;g11.2) envolvendo essa regido causando fusdo génica sdo caracteristicas de
sarcomas sinovais (Ladanyi, 2001), uma forma de cancer altamente invasivo, demonstrando o

potencial patogénico desta regido e o seu envolvimento com a suscetibilidade ao cancer.
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Figura 1.7. Representagdo da regido Xp11.23. Em amarelo o cluster génico da familia SSX e genes que o
circundam. Na sua porcdo distal, a regido com polimorfismos descritos. Na regido proximal, as variantes
patogénicas descritas na literatura e a encontrada em XB1. As posi¢des em Mb sdo referentes ao genoma
hg18 (imagem adaptada de Froyen et al, 2007).

Ademais, outros pacientes no Decipher que apresentam CNVs sobrepostas a esta também
apresentam macrocefalia, dismorfias faciais, convulsdes e atraso no DNPM. Pelo fato de a
delecdo de XB1M ser em uma regido intergénica, ha a possibilidade da presenca de enhancers
e promotores para 0s genes SLC38A5 e FTSJ1, ambos envolvidos no desenvolvimento do
sistema nervoso. O fendtipo associado as mutagbes em FTSJ1, que codifica uma proteina
metiltransferase de RNA transportador e esta associada a estabilidade ribossomal, é a
deficiéncia intelectual, sendo que dismorfias e convulsdes teriam que ser explicadas por
alteracbes em outras regides, como a do gene SLC38A5, que codifica uma proteina
transportadora de creatinina. Entretanto, o filho paciente ndo herdou esta mutacdo, ndo
explicando assim o seu quadro clinico. Mas pelo fato da mée ser portadora, isto pode estar
associado ao desvio total observado, pois possivelmente a sinergia da alteracdo de expressao
em ambos os genes teria um efeito no desenvolvimento celular, ocasionando em sele¢éo. Porém
tais conclusdes ndo poderiam ser tragadas como definitivas devido a natureza intergénica da

delecdo, sendo esta considerada VOUS.
Familia XB3

A mae XB3M (33 anos) apresentou desvio de 86:14, tendo o seu filho XB3F herdado o
cromossomo preferencialmente inativado. O paciente apresentou XLID ndo sindrémica com
disturbios de comportamento, como agressividade e inquietacdo, sendo que o exame de EEG

demonstrou uma disfuncéo cortico-subcortical temporal esquerdo. A CMA ndo apresentou
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variantes patogénicas. O MLPA, realizado apds o presente estudo, verificou uma microdelecédo

no gene GDI1, localizado na regido Xq28.

Este gene é um inibidor de desassociacdo de proteinas Rab, regulando as reac6es de troca
dos ligantes GDP-GTP. As proteinas Rab estdo envolvidas no reconhecimento, ancoramento e
fusdo de membranas no trafego vesicular. Quando ligadas a proteina GDI1, ttm a sua
propriedade hidrofilica aumentada, ficando livres no citosol e permanecendo na conformacéo
inativa associadas ao GDP, estando assim disponiveis para intermediar outros processos. Ja nas
Rabs que estdo associadas a membrana, GDI1 atua facilitando a desassociacdo do GDP, o
liberando assim para se associar posteriormente a outras Rabs (Béachner et al., 1995). A
expressdo deste gene se da principalmente em tecidos do sistema nervoso e é expresso em todas
as partes do cérebro adulto humano (D’Adamo et al., 1998). GDI1 é altamente conservado em
eucariotos, porém com significativa taxa de evolucdo em primatas, demonstrando assim o seu
papel essencial no desenvolvimento do sistema nervoso nesta Ordem e o seu possivel papel

evolutivo no aumento em tamanho e complexidade cerebral (Dorus et al., 2004).

Mutacdes neste gene estdo associadas a XLID ndo sindromica, sendo a deficiéncia
intelectual o Unico fenotipo a ser observado. Entretanto, algumas variacGes fenotipicas estdo
presentes em diferentes pacientes, como os distlrbios comportamentais observados neste.
Assim, a mutacdo encontrada justifica o quadro clinico de XB3F e é responsavel por 0.5-1%
dos casos de XLID ndo sindromica (Bienvenu et al., 1998).

Familia XB5

A amostra XB5M (48 anos) apresentou a proporcdo de inativacdo de 80:20 e seu filho
herdou o cromossomo preferencialmente inativado. O paciente XB5F apresenta convulsfes
desde 1 ano e 6 meses. Possui irméo apenas por parte de mae diagnosticado com autismo aos
16 e posteriormente com esquizofrenia. Teve desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM)
normal, porém com dificuldades de aprendizagem e comportamento agressivo. A CMA nao
apresentou alteragdes patogénicas que explicassem o quadro clinico do paciente. Foi observada
uma CNV de delecdo na banda 1922, sendo considerada possivelmente patogénica por deletar
parcialmente o gene GBA. Este gene codifica a enzima lisossdmica beta-glucocerebrosidase,
responsavel pela quebra do glicolipideo glicosilceramida em ceramida e glicose (Beutler,
1992). Quando em homozigose esta delecédo ocasiona a Doenga de Gaucher (revisto por

Jmoudiak & Futerman, 2005) Esta delecdo também estd relacionada a predisposicdo a
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Deméncia com Corpos de Lewy e Mal de Parkinson (Goker-Alpan et al., 2004, 2006), ambas
doencas neurodegenerativas de manifestacdo tardia, demonstrando mais uma vez o potencial
patogénico desta variante, porém sem afetar o fitness de seu portador heterozigoto em idade

reprodutiva.
Familias XB6 & XB10

A amostra XB6M (39 anos) apresentou um padrdo de inativagdo de 78:22. O filho
paciente XB6F apresenta deficiéncia intelectual, agitacdo e agressividade. A CMA ndo
encontrou alteragdes que explicassem o quadro clinico do paciente. Entretanto, foram
encontradas duas VOUS, sendo uma delecdo em 5g35.3, que apresenta genes da familia
Butirofilina-like (BTNL). Estes genes sdo preferencialmente expressos no colon, duodeno e
intestino delgado e controlam a resposta de linfécitos T, sendo associados a doencas

inflamatdrias e predisposicdo a cancer nestes tecidos (Lebrero-Fernandez et al., 2016).

A segunda VOUS encontrada foi uma delecdo de 2Mb em 10q11.22, sendo também
observada na CMA de XB10F. A mde XB10M (38 anos) deste segundo paciente apresentou
desvio de 72:28 e o filho herdou o cromossomo preferencialmente inativado na mée. O quadro
clinico observado inclui, além de DI, atraso na fala, ins6nia, agressividade na adolescéncia, alta
estatura, assimetria corpérea e manchas hipercrémicas no dimidio esquerdo. Apresenta relato

de irméo afetado e suicidio na familia.

Esta VOUS encontrada em ambos os pacientes abrange uma regido de 20 genes,
entretanto a literatura ndo é consensual quanto a patogenicidade de alguns deles. O gene
GPRIN2, notavelmente atua como indutor de crescimento de processos neuronais € a sua
expressdo tecidual € dita como pronunciada no cerebelo (Artuso et al., 2011; Chen et al., 1999;
Soueid et al., 2016), porém a plataforma do NCBI apresenta que a expressao é favorecida no
pulméo, pele e sistema digestorio considerando o trabalho de Fagerberg et al. (2014). Sudmant
et al. (2010) verificaram expans@es especificas em genes que atuam no desenvolvimento do
sistema nervoso em humanos, incluindo GPRIN2, constatando que esse gene apresenta
duplicacdes polimdrficas. Em contrapartida, Chen et al. (2016) verificaram associacdo de

duplicacdes deste gene com fator de risco de Transtorno Bipolar.

A plataforma UCSC Genome Browser Gateway apresenta bancos de dados que compilam
variantes associadas com fenOtipo patogénicos, Decipher, e variantes ditas polimorficas

presentes em populacdo fenotipicamente ndo afetada, DGV. No Decipher foi observado que
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esta regido participa de um cluster com relatos de patogenicidade, cujo o fendtipo
majoritariamente encontrado é a deficiéncia intelectual. Entretanto, outro cluster de alteracfes
polimérficas também é observado para esta variante no DGV. Cabe ressaltar que no DGV as
alteracdes relatadas sdo consideravelmente menores e predominantemente duplicacdes,
enquanto que no Decipher as alteracbes sdo maiores e predominantemente delecdes,
demonstrando assim o efeito fenotipico dos tipos de alteracfes nessa regido. Outros relatos de
fendtipos também verificados para essa regido sdo autismo, atraso na fala, malformacGes
dentarias, alteracfes mandibulares e fenda palatina (UCSC Genome Browser Gateway, 2018;
Toledo, 2016).

Duplicagdo desta regido foi observada em duas pacientes com Sindrome de Rett, o que
levou a proposicdo de que o gene GPRIN2 seria um modulador de fendtipo nesta sindrome
(Artuso et al. 2011). Como essa CNV foi observada tanto em individuos ndo afetados como em
pacientes com deficiéncia intelectual, foi proposto que a mesma possa ser patogénica com
penetrancia incompleta ou uma CNV moduladora de expressdo, ndo sendo assim a Unica

alteracdo causativa dos fen6tipos observados (Soueid et al., 2016).
Familia XB7

A amostra XB7M (41 anos) apresentou desvio de 78:22. O seu filho paciente XB7F
apresenta, além de DI, dificuldades na fala, agressividade, microcefalia, baixa estatura e
dismorfias. Possui um irm&o afetado e relatos familiares de distdrbios psiquiatricos. A CMA do

paciente revelou duas alteracdes provavelmente patogénicas e uma VOUS.

Dentre as provavelmente patogénicas, foi verificada uma delecdo na regido 16p12.2, onde
esta localizado o gene OTOA. Este gene codifica uma glicoproteina presente no tecido epitelial
sensorial da orelha interna que, quando deletado em homozigose, causa surdez ndo-sindromica
(Zwaenepoel et al., 2002). Assim, o paciente XB7 é portador de tal mutagdo, mas ndo manifesta

fendtipo.

Jé& a delecdo encontrada na regido 1g21.1 tem significado incerto, pois apresenta delecéo
parcial de genes da familia NBPF e do gene PDE4DIP, considerados ndo patogénicos pela
plataforma OMIM. Os genes da familia NBPF s&o enriquecidos em sequéncias codificantes
para 0 dominio DUF1220, expresso principalmente em neurdnios. O nimero de copias para
esse dominio encontra-se altamente expandido em humanos e reduzido em outros primatas,

sugerindo um papel evolutivo no desenvolvimento cerebral humano (Popesco et al., 2006).
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Mesmo que haja estudo associando o nimero de copias de DUF1220 com tamanho do cérebro
e desenvolvimento cortical (Zimmer & Montgomery, 2015), o seu papel e patogenicidade néo

sdo completamente claros.

Porém, ha estudos que associam numero de copias e dele¢bes deste dominio com autismo
e esquizofrenia (Davis et al., 2015; Mefford et al., 2008; Stefansson et al., 2008), entretanto as
delecOes relatadas sédo consideravelmente maiores que a observada em XB7. Ambas as
plataformas, Decipher e DGV, apresentam um grande nimero de entradas para a regido, porém
em ambas o predominio é de duplicagdes, porém com relatos de dele¢des, sugerindo assim uma
possivel penetréncia incompleta das alteragdes. Ambos os genes NBPF e PDE4DIP foram
vistos como associados também com neuroblastomas e neoplasias mieloproliferativas,
demonstrando também o possivel papel desta variante na suscetibilidade ao cancer (Andries et
al., 2015; Wilkinson et al., 2003)

A segunda variante considerada provavelmente patogénica encontrada neste paciente
mostra uma duplicagcdo em Xqg28 abrangendo os genes SLC6A8, BCAP31 e ABCD1. A
patogenicidade desses genes ocorre quando em haploinsuficiéncia, situacdo oposta a
encontrada. Porém, o breakpoint distal desta duplicacdo ocorre entre os éxons 5 e 6 do gene
ABCD1, que possui um total de 10 éxons. O gene ABCD1 codifica uma proteina transportadora
de membrana dependente de ATP do peroxissomo, que é responsavel por internalizar &cidos
graxos de cadeias longas para degradacdo por meio de beta-oxidacdo. Mutacdes neste gene
impedem tal internalizacdo levando ao acumulo desses acidos graxos em tecidos, afetando
principalmente a mielinizacdo de tecidos do sistema nervoso e o cértex adrenal, ocasionando
na doenca Adrenoleucodistrofia (Aubourg et al., 1993). Entretanto, este ndo é o fendtipo
observado neste paciente. E possivel que a perturbagio da estrutura deste gene ocasionou em
transcrito e proteina diferentes, mas ainda capaz de recapitular pelo menos parte do fenétipo
esperado e resultando em um quadro clinico mais brando. Ou ainda, esta perturbacao
ocasionaria na forma adulta da doenca, que é precedida por sintomas psiquiatricos, algo
recorrente na familia do paciente. Assim, sera sugerido aos médicos geneticistas responsaveis

a observacéo do paciente para identificar possiveis sintomas de progressdo desse fenotipo.
Familia XB8

A amostra XB8M (41 anos) apresentou proporcdo de inativagdo de 74:26, sendo que 0

filho XB8F ndo herdou o alelo preferencialmente inativado. O quadro clinico do paciente
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apresenta microcefalia, atrofia cerebral, dismorfias faciais e dermatite psoriasiforme
espongiotica com componente liquendide. Possui irmds sadias e um irmdo com tetraparesia
espéstica, microcefalia e paquigiria. Ndo foram encontradas alteracdes no exame de CMA,
entretanto neste paciente também foi conduzido o exame de exoma, onde foi verificado uma
variante possivelmente patogénica para o gene LLCAM (c.1897G>A (p.Val633Met)), também
situado na regido Xqg28. Este gene codifica uma glicoproteina pertencente a uma classe de
imunoglobulina de moléculas de adeséo celular (CAMs). LLCAM é encontrada principalmente
no sistema nervoso e € também considerada uma proteina de reconhecimento neural, assim
como orientacdo de crescimento, migracdo e sobrevivéncia neuronal no desenvolvimento,
sinaptogénese, mielinizacdo e LTP (Kenwrick et al., 2000). H4 uma variabilidade na expressao,
mesmo para a mesma mutacdo em L1CAM, causando fendtipos de sindrome MASA ou
hidrocefalia (Kaepernick et al., 1994), e quando o fendtipo é manifestado como uma associacdo
de ambos e com agenesia do corpo caloso, se caracteriza a sindrome CRASH (Yamasaki et al.,
1997).

A proporcdo de desvio observada na mde XB8M esta na classe <75:25 de desvio de
inativacdo do cromossomo X, uma classe muitas vezes considerada como limitrofe.
Considerando que L1CAM possui expressdo bialélica em mulheres (Carrel & Willard, 2005),
ndo seria esperado que o desvio observado fosse resultante de selecdo celular durante a
embriogénese, mas possivelmente de um processo estocastico. Assim, sugere-se que a alteracdo
em epigrafe ndo tenha relacdo com inativacdo do X, contrariando o proposto por Kaepernick et
al. (1994). Esses autores relataram desvios em portadoras de mutacdo, porém, essas mulheres
tinham idade avancada (mé&e e irmé de paciente de 60 anos), o que poderia sugerir que o desvio

néo estava relacionado com as alteragdes observadas e sim com idade.
3.3. Demais consideracoes

Das 36 familias analisadas, 10 sdo provenientes de Unai (MG) e proximidades, isso &,
cerca de 28% da amostra, sendo que dessas, quatro estdo presentes entre as amostras que
apresentaram desvio (40%). Estudo anterior sobre analise da sindrome do X fragil em pacientes
do HUB verificou uma frequéncia aumentada de pacientes provenientes de Unai, sugerindo que
essa cidade tenha uma prevaléncia de DI acima da média. Porém, naquele trabalho nédo foi
observada ancestralidade comum das familias com casos de DI (Fritsch, 2011). Da mesma
forma, o presente estudo néo verificou um padrdo de variantes entre os pacientes de Unai. Ainda

assim é curioso o fato de que essa cidade de ~84 mil habitantes (IBGE, 2017) apresenta a
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frequéncia elevada em estudos de deficiéncia intelectual ligada ao X em um hospital do Distrito
Federal, que possui ~3 milhdes de habitantes (IBGE, 2017). Isto pode ser decorrente somente
da proximidade de Unai com a cidade de Brasilia, aparentando uma representatividade de
familias afetadas aparentemente acima da média, como também um possivel efeito do fundador

nessa cidade, que foi formada a partir de poucas familias no século XIX.

Dentre as amostras com desvio, dois pacientes apresentaram alteragdes na pele: manchas
hipercromicas e dermatite psoriasiforme. Isto é decorrente do fato de que tecidos do sistema
nervoso e pele possuem origem no mesmo folheto embrionario, o ectoderma. Assim tais
alteracBes devem ser sempre levadas em consideracdo durante a realizacdo do diagnostico de

pacientes para melhor caracterizar a sindrome em quest&o.

Foram vistas trés alteracfes patogénicas na regido Xq28 em trés pacientes distintos neste
trabalho. Estas observagdes podem ser justificadas pela: i) densidade de genes responsaveis
pelo desenvolvimento do sistema nervoso nesta regido o que afeta a proliferacédo celular durante
a embriogénese. ii) instabilidade da cromatina nesta regido, ocasionando em maior nimero de
duplicacdes e delecGes. A porcdo distal de Xg28 apresenta varias sequéncias repetitivas
(Aradhya et al., 2002), uma caracteristica encontrada em regies com alta taxa de
recombinacdo. Além disso, durante a evolucdo esta regido teve um cluster génico duplicado
para a regido pericentromérica de 16p11.1, onde foram encontradas estruturas génicas de
SLCG6AS8 (Eichler et al., 1996), facilitando assim a recombinacdo homologa ndo-alélica. E
importante ressaltar que o paciente XB7F apresentou duplica¢fes simultaneas em ambas as
regides (como reportado no Apéndice Il), incluindo o gene SLC6A8, podendo explicar assim o

mecanismo que ocasionou tais duplicagdes.

Estes resultados apontam a importancia do uso de CMA como um teste primordial na
andlise de pacientes com DI, mas com uso associado de outras tecnologias disponiveis para
diagnostico, como MLPA, exoma ou NGS, gque nos Gltimos anos vém identificando com mais

eficiéncia genes responsaveis pelos fenétipos de XLID (Muthusamy et al., 2017).
4. CONCLUSOES

Neste trabalho foi analisado se o conhecimento do padrao de inativa¢do do cromossomo
X poderia sugerir a presenca de alteragdes estruturais e/ou mutacgdes. Para tanto, estimamos as
frequéncias de propor¢éo de inativacdo em uma amostra potencialmente portadora de mutagéo

e/ou alteracdo estrutural relacionada com deficiéncia intelectual ligada ao X. Foi constatado que
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ha a presenca de desvios no padrdo de inativacdo nesta amostra, porém sem diferenca estatistica
da populagéo controle. Dados da literatura apontam para que mutagdes no cromossomo X
estejam associadas a desvios de inativagdo. Aqui foi possivel elucidar essa proposta para certos
casos e para outros ndo. Como exemplo, ndo ficaram explicitos os papeis das VOUS na
manifestacdo do desvio, demonstrando a necessidade do uso de outras analises moleculares

para complementacdo.

E importante evidenciar que o critério de inclusio das amostras foi heredograma
sugestivo de padrdo de heranca ligada ao X, uma andlise indireta, e ndo é possivel afirmar com
exatidao se todas as mulheres possuem mutacdes patogénicas no cromossomo X. Assim, ha a
possibilidade de que portadoras de mutacdes patogénicas autossémicas integrem esta amostra
devido a essa limitag&o.

Desta forma, o papel do desvio de inativacdo no aconselhamento genético de deficiéncia
intelectual ligada ao X é passivel de discussdo. Mesmo sendo uma alternativa acessivel, nao foi
vista associacdo que poderia auxiliar na triagem de pacientes para exames moleculares que
avaliam o cromossomo X mais detalhadamente, ndo podendo assim ser considerada a melhor

alternativa para esse proposito.
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Capitulo Il - Inativacdo do cromossomo X e associacao

com portadoras de mutacdo para cancer
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1. INTRODUCAO

Desde que um estudo ha duas décadas observou que o produto do gene BRCAL apresenta
associacao fisica com o cromossomo X, que esta inativo, nos espermatécitos no paquiteno
(Scully et al., 1997), diversos outros estudos investigaram se ocorreria essa mesma associacao
com o cromossomo X inativo em mulheres. Determinados estudos tiveram sucesso na
confirmacéo dessa hipdtese (Diaz-Perez et al., 2006; Ganesan et al., 2002, 2004; Jazaeri et al.,
2004; Silver et al., 2007), enquanto outros a refutaram completamente (Xiao et al., 2007) e
parcialmente (Chadwick & Lane, 2005; Pageau et al., 2007).

De acordo com autores gque verificaram a associacdo do produto do gene BRCA1 com o
cromossomo X inativo, BRCAL esta colocalizado com marcadores de inatividade do X, como
a macroH2A, e se associa com XIST. Ainda, a auséncia de BRCAL ocasiona instabilidade na
heterocromatina, incluindo a falta de formacao de nuvem de XIST no X inativo. Por outro lado,
sua superexpressao leva a diminuicdo da expressao de genes do X, principalmente os situados
em Xpll, sugerindo o seu papel na manutengéo da inativacdo (Jazaeri et al., 2004). Entretanto,
a reprodutibilidade destes achados foi contestada principalmente por Xiao et al. (2007), que
ndo observaram nenhuma das associagdes, enquanto que Chadwick & Lane (2005) afirmam
que a interacdo de BRCAL com o X tem um aspecto transiente, sendo concomitante com a
forquilha de replicagcdo na fase S, assim como acontece com Cromossomos autossémicos.
Pageau et al. (2007) propuseram que a instabilidade na heterocromatina é um efeito indireto da
auséncia de BRCAL, causado pela expressdo anormal do genoma durante a tumorigénese.
Contudo, mais recentemente, Broering et al. (2014) evidenciaram que o estabelecimento da
heterocromatina pericéntrica de X é dependente de BRCAL durante a formacdo do dominio
nuclear de XY na meiose, colocando ainda mais em debate a associacdo de BRCAL com a

inatividade de X.

Apesar de toda essa discussdo, ha o consenso de que o desaparecimento do corplsculo de
Barr é uma caracteristica frequentemente observada em diversos tipos de tumores, resultando
na exibicdo de padrdes anormais de expressdo génica (Carone & Lawrence, 2013; Chaligné &
Heard, 2014; Kang et al., 2015; Pageau et al., 2007; Richardson et al., 2006; Sharma et al.,
2017). Por exemplo, os antigenos cancer-testiculo (CTAS) sdo proteinas que Sdo expressas
exclusivamente em células germinativas masculinas, sendo que muitos dos seus genes estao
localizados no cromossomo X (Scanlan et al., 2002), sendo epigeneticamente regulados (Kang
et al., 2015). A perda do status de inativagdo no cancer leva a expressdo anormal dessas

proteinas, servindo assim como um antigeno de localizagdo do tumor em imunoterapia. Foi
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visto que especialmente quatro genes CTAS sdo superexpressos com a hipometilacéo, e que isto
esta associado com um prognostico menos favoravel em adenocarcinoma ovariano seroso,

sugerindo que esses genes tém influéncia na agressividade do cancer (Kang et al., 2015).

Contudo, os mecanismos que levam a auséncia de heterocromatina do X ndo sdo muito
bem esclarecidos. Foi visto que a falta de inativacdo do X na oncogénese € independente de
BRCAL1 e XIST e é resultante da replicagdo do X ativo. Nao haveria assim no tumor a reativacéo
do X previamente inativo, e sim que este seria perdido durante as divis6es celulares (Sirchia et
al., 2005). Um estudo também testou a delecdo de Xist em linhagens sanguineas de
camundongos, resultando no aparecimento de uma forma invasiva de cancer hematologico em
fémeas, 0 que contribuiria para explicar a alta frequéncia deste cancer em mulheres (Yildirim
et al., 2013). Todavia, a reativagcdo do cromossomo X é tida como a causa mais provavel em
outros estudos, como analisado mais detalhadamente por Chaligné et al. (2015). Este grupo
verificou que ha uma erosdo das marcas epigenéticas do X inativo em células de cancer de
mama, ocorrendo perda de repressores de expressdo, como H3K27me3 e metilacdo de
promotores. Associado a isso, a conformacdo 3D da cromatina apresentou-se altamente
modificada. Cabe ressaltar que nenhum dos mecanismos de perda de inativacdo podem ser
desconsiderados devido a heterogeneidade que tumores apresentam, tanto dentro de um mesmo
tecido quanto em progressdo (Hysolli et al., 2012). O que é possivel concluir, no momento, é
que o desaparecimento do corpusculo de Barr pode ser considerado um biomarcador no cancer
(Chaligné et al., 2015).

Quanto a padrdes de desvio de inativacdo do cromossomo X em associacdo ao cancer, a
literatura também apresenta resultados contrastantes. Ha especial atencdo para o cancer de
mama e cancer de ovario, justamente pela proposta interacdo de BRCALl com XIST
previamente relatada. Buller et al. (1999) foram os primeiros a propor a ocorréncia de
associacdo do desvio com uma forma invasiva de cancer ovariano e com mutacdes em BRCAL.
Em seguida, foi observado que ha uma frequéncia elevada de desvio de inativagdo em pacientes
com cancer de mama nédo associado ao BRCA1 e auséncia de associagcdo em pacientes com
BRCA1/BRCA2 mutados (Kristiansen et al., 2002; Kristiansen et al., 2005b). Enquanto que
outro trabalho verificou que o desvio ocorre com maior frequéncia em portadoras de mutacéo
em BRCA1 ndo afetadas, particularmente associado a manifestacdo tardia do cancer, quando
em comparacao a individuos controle ou a pacientes afetadas por manifestacdo precoce de
cancer (Lose et al., 2008). Mais recentemente, Manoukian et al. (2013) ndo verificaram a

associacdo do desvio em nenhuma das situacoes, seja em portadoras de mutagcdo ou com a
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agressividade do cancer, sugerindo que a estimativa do padréo de inativacdo ndo é uma boa

proposta a ser utilizada durante o diagnostico de cancer.

Desta forma, havendo uma literatura tdo divergente em dados cabe a necessidade de
novos estudos nesta area. Para tanto, a proposta aqui apresentada foi identificar possiveis
associagdes do desvio de inativacdo do cromossomo X e cancer, representadas por probandas
ndo afetadas, porém com historico familiar, assim como em mulheres com cancer de mama

diagnosticados.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostra

Foram analisadas 241 amostras de DNA obtidas em coletas anteriores (Brandao, 2015;
Toledo, 2016) do Laboratorio de Genética Humana da Universidade de Brasilia e do
Laboratorio de Polimorfismos Genéticos da Universidade Federal de Santa Catarina por meio
de colaboracdo. Todas as amostras eram provenientes de individuos do sexo feminino. Com
isso, foram constituidas trés amostras para o presente estudo: amostra controle; amostra caso 1
— historico familiar de cancer; amostra caso 2 — pacientes com diagndstico de cancer de mama.
As amostras controle e caso de historico familiar de cancer (amostra caso 1) foram organizadas

a partir das informagdes dos questionarios coletados por Brandao (2015) e Toledo (2016).

2.1.1 Critérios de incluséo

Para a composi¢do das amostras colocou-se como critério basico que fossem individuos
do sexo biolégico feminino, com idade acima de 18 anos e sem fenétipo com relacdo a

sindromes. Além disso, foram estabelecidos como critérios de inclusdo:

Amostra controle

e Heredograma ndo sugestivo de historico familiar de cancer

Amostra caso 1

e Heredograma sugestivo de padrdo de heranga de cancer familiar

Amostra caso 2

e Diagndstico de cancer de mama
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2.2 Analise do padrao de inativacdo do cromossomo X

Foi utilizado o mesmo protocolo adaptado de Allen et al. (1994) previamente descrito no
capitulo I, pagina 15, para verificar o perfil de metilacdo do STR localizado no gene AR.

2.3 Analise estatistica

Os dados de proporgédo de inativagdo (<80:20 e >80:20) de grupos caso 1 e 2 foram
comparados aos de controle utilizando os testes de y? ¢ Regressdo Logistica, cujo resultado é o
valor de odds ratio. Nos testes onde o nimero de individuos era <5, foi utilizado o teste exato
de Fisher. P<0,05 foi considerado significativo para estes testes. As comparagdes estatisticas
também foram conduzidas em amostra estratificada em dois grupos obedecendo ao limiar de
50 anos, assim como para grupos de tipos de histérico de cancer. O limiar de 50 anos foi
adotado devido ao baixo nimero de mulheres acima de 60 anos nesta amostra, onde entdo ndo

seria possivel realizar testes estatisticos significantes.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na amostra total estudada (n=241), observou-se que 12,2% apresentaram o limiar de
70:30, sendo que os valores mais extremos de desvio apresentaram valores de 9,3% (80:20) e
5,3% (90:10). A figura I1.1 e tabela 11.1 mostram os dados relativos a avaliacdo de inativacao
do cromossomo X quando a populacdo total é dividida em trés grupos: controle, caso 1
(histérico familiar de cancer) e caso 2 (presenca de diagndstico de cancer de mama). Quando
se considera o limiar de 80:20, observou-se uma frequéncia de desvio de inativagdo na amostra
controle de ~11%, enquanto que na amostra caso 1 foi de ~26% e na amostra caso 2, ~12%. A
amostra caso 2 apresentou 12,7% de taxa de homozigose e ~3% néo obtiveram amplificacao
apos a digestdo, sendo que essas amostras ndo foram informativas e foram retiradas do n

amostral.

Houve diferenca estatistica entre a amostra caso 1 e a controle, o que nao foi observado
para a amostra caso 2. As frequéncias obtidas na populagdo controle foram similares aos
controles previamente descritos na literatura (Amos-Landgraf et al., 2006), nos quais desvios
acima de 80:20 correspondem a ~10% da populacdo néo afetada. Assim, conclui-se que esta

amostra foi representativa o suficiente da populacéo.
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Figura I1.1. Frequéncias de proporcao de inativacdo obtidas em amostras controle, caso

1 e caso 2. A) Frequéncias de propor¢do quando considerados trés limiares de desvio

(>70:30, >80:20 e >90:10). B) Frequéncias de propor¢do quando se considera o limiar

de 80:20.

Tabela 11.1. Teste de associagdo por 2 e odds ratio (OR) entre as amostras com limiares aleatorio (<80:20), e com

desvio >80:20 observadas em amostra controle, historico familiar de cancer (Caso 1) e diagnostico de cancer de

mama (Caso 2).

Proporgéo de

inativacao Controle Caso 1 Caso 2
Aleatdrio 96 54 53
80:20 12 19 7
n 108 73 60
v 6,828 (p=0,0089) 0,0119 (p=0,9132)

OR (95% CI)

2,8148 (1,2700 a 6,2389)
(p=0,0108)

1,0566 (0,3923 a 2,8455)
(p=0,9133)
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Quanto a taxa de homozigose observada neste trabalho na amostra caso 2 (12,7%), temos
que esse STR apresenta uma taxa de heterozigose alta nas populagGes ja analisadas. Amos-
Landgraf et al. (2006), por exemplo, estudando uma amostra de 1.005 mulheres de diversas
populacdes, e descrevendo sua amostra como sendo mista com relacdo a ancestralidade,
reportaram uma taxa de 8%. Entretanto, a diferenca de frequéncia aqui observada néo significou
diferenca estatistica, sendo que essa discreta diferenga pode representar diferengas na

constituicdo populacional entre as amostras.

Um outro dado observado na amostra caso 2 foi a falta de amplificacdo de ~3% das
amostras apés digestdo, mesmo estas tendo o material ndo digerido amplificado. Esta auséncia
de amplificacdo ndo foi observada em nenhum dos outros grupos, incluindo a amostra caso do
capitulo I. Isto pode ser tanto um artefato da técnica como pode refletir uma possivel perda do
X inativo nos leucdcitos dessas pacientes afetadas por cancer de mama. Dois estudos prévios
utilizando células de mucosa bucal verificaram que a frequéncia de corpusculos de Barr era
significativamente reduzida em pacientes com cancer, sendo que o primeiro (Kaur et al., 2006)
verificou tal associacdo em casos de cancer cervical e ndo observou 0 mesmo em pacientes com
cancer de mama. J& o segundo (Natekar & de Souza, 2008) notou o oposto, constatando a
reducdo do X inativo em pacientes com cancer de mama. Destaca-se que o n amostral do
primeiro estudo era de 25 pacientes de cancer de mama, enquanto que o segundo apresentou

dados de 100 pacientes, podendo considerar assim um resultado mais robusto.

Tendo em vista o viés idade, como previamente relatado na literatura (Busque et al., 1996;
Knudsen et al., 2007), determinados estudos indicam o limiar de 60 anos para desvios mais
extremos (Sandovici et al., 2004), enquanto outros o de 50 anos (Lose et al., 2008). Neste
presente estudo o limiar de 50 anos foi suficiente para observar o aumento da frequéncia de
desvios de inativacdo acima de 80:20 na populacéo controle (<50 anos: ~7%; >50 anos: 30%),
0 que também foi observado na amostra caso 1 (<50 anos: 18%; >50 anos: 37%). A comparac¢ao
entre controle e caso 1 <50 anos mostrou diferenca estatistica (tabela 11.2). Desvios de
inativacdo podem ser adquiridos com a idade devido & diminuicdo de células-tronco no tecido
hematopoiético em associacdo a eventos estocasticos e/ou seletivos (Sandovici et al., 2006).
Assim, um pool celular reduzido da origem a todos os leucdcitos circulantes, contribuindo para
a observacdo do desvio em mulheres acima de 50 anos. Em resumo, nesse trabalho foi vista
diferenca significativa quando se comparou o grupo com e sem histérico de cancer na faixa
etaria abaixo de 50 anos, enquanto que a faixa etaria acima de 50 anos mostrou similaridade

entre as duas amostras. Considerando que um dos critérios para diferenciar cancer hereditario
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de esporadico é o aparecimento do cancer precoce em comparagdo com a populacao geral, o
encontro de um ndmero maior de mulheres com desvio de inativagdo do cromossomo X no
grupo amostral de proposta de cancer familiar abaixo de 50 anos, poderia sugerir que tais
mulheres pudessem ter predisposicdo a cancer. Estudos adicionais sd0 necessarios para
confirmar se estas mulheres apresentam mutacdo em genes de predisposi¢cdo para cancer e
validar a proposta de que avaliagdo de inativacdo do cromossomo X em familiar com historico
de cancer poderia sinalizar para uma potencial presenga de mutagéo.

Tabela 11.2. Teste de associagdo por y*> ¢ odds ratio (OR) entre as amostras caso 1 e controle a partir da

estratificacdo de idade em anos (limiar de 50 anos).

Faixa etaria
<50 anos >50 anos

% de inativacdo do X Controle Caso 1 Controle Caso 1l

Aleatorio 66 37 12 8

80:20 6 10 6 7

n 83 52 20 19

' 4,0936 (p=0,0430) 0,6092 (p=0,4350)
2,9730 (1,0003 a 8,8358) 0,7778 (0,4271a 7,1712)

OR (95% CI) (p=0,0499) (p=0,4368)

Devido a diferenca estatistica observada entre os grupos caso 1 e controle, mesmo com a
amostra pareada por faixa etaria, foram também verificados os nimeros de mulheres abaixo de
50 anos de acordo com o tipo de cancer observado. Dentre os tipos de canceres relatados, foi
entdo visto que dois tipos principais de histérico familiar de cdncer compunham a amostra caso
1: céncer de mama e/ou ovario e cancer acometendo outros tecidos, como os do sistema
digestdrio, sendo aqui considerado como “ndo mama/ovario”. Assim, o grupo caso 1 pbéde ser
parcialmente dividido em dois subgrupos, cujos valores obtidos encontram-se na tabela 11.3.
Por essa analise, foi verificado que mulheres com historico de cancer de mama e/ou ovario nao
apresentaram diferenga estatistica quanto ao desvio de >80:20, assim como o grupo de cancer
ndo mama/ovario. Conclui-se assim que o tipo de cancer no grupo caso 1 ndo foi a variavel que

conduziu essa amostra a apresentar frequéncias divergentes as do controle.
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Tabela 11.3. Segmentacdo da amostra caso 1da faixa etaria de <50 anos em dois tipos de céncer e testes de

associacao por exato de Fisher e odds ratio (OR).

Proporgéo de

inativacao Controle Mama/Ovério N&o Mama/Ovério
Aleatorio 77 20 26
80:20 6 4 3
n 83 24 28
Exato de Fisher p=0,2265 p=0,6932
2,5667 (0,6605 a 9,9746)  1,4808 (0,3454 a 6,3474)
OR (95% CI) (p=0,1735) (p=0,5971)

As frequéncias de desvio de inativacdo similares as do grupo controle observadas no
grupo de histérico de cancer “ndo mama/ovario”, sendo este composto principalmente por tipos
de cancer no sistema digestorio, apontam para outros achados mais recentemente relatados.
Dunford et al. (2017) verificaram que alguns tipos de canceres, 0s que apresentam uma
proporcao maior de homens afetados, teriam a sua etiologia relacionada a genes supressores de
tumor localizados no cromossomo X e que escapam da inativagdo. Assim, homens possuem
expressdo monoalélica e mulheres expressao bialélica para esses genes, o que seria um fator de
protecdo para essas, tendo em vista que seriam necessarios dois alelos mutados para a
manifestacdo do cancer. Dentre os canceres citados, os de sistema digestorio estdo inclusos.
Neste caso, desvios de inativacdo ndo teriam papel na modulacéo de fenétipo e justificaria assim

as frequéncias de desvio em valores proximos aos de controle neste grupo da amostra caso 1.

Quanto ao grupo de histérico de cancer de mama e/ou ovario, a auséncia de associacdo
vista ndo corrobora os achados de Lose et al. (2008), que observaram que portadoras de mutagédo
de cancer de mama ndo afetadas apresentaram maior frequéncia de desvio de inativacdo, ao
contrario de pacientes afetadas. Esses autores também sugeriram que o desvio de inativacao
estaria associado com uma possivel manifestacdo tardia deste tipo de cancer, e ndo com
manifestacdo precoce, como visto em outros estudos (Buller et al., 1999; Kristiansen et al.,
2002; Kristiansen et al., 2005b), o que também ndo foi observado nesta analise. Porém, foi vista
associagdo previamente com a estratificacdo de idade. Pode-se apenas sugerir que a divergéncia
das frequéncias do grupo caso 1 com a controle seja devido ao fato de que em casos de cancer
familiar, a mutacdo estaria presente em todas as células somaticas, podendo assim ter efeito na
inativacdo. Estima-se que para a amostra caso 2, cerca de 3% dos casos sejam de cancer

hereditario (Cancer Research UK, 2018). Canceres com mutacdes de novo sdo mais comuns
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devido ao efeito ambiental, sendo que, nesses casos, as alteracdes estariam presentes apenas no
tumor, ndo afetando assim o grau de inativacdo nas células de sangue periférico. Ainda, o
presente trabalho tem como limitacdo o desconhecimento da etiologia genética do cancer de
mama nestas pacientes e nos relatos de histérico, ndo podendo assim fazer inferéncias quanto

ao papel de BRCAL nos casos de desvios observados.

A discrepancia entre os resultados de tantos trabalhos denota a limitagdo na
reprodutibilidade destes estudos devido a tantos vieses que amostras de pacientes com cancer
estdo submetidas, seja quanto ao tecido afetado, tipo de tumor, agressividade na progresséo do
mesmo, idade, ancestralidade, dentre outros. O desvio de inativacdo do cromossomo X nédo
indicou associacdo com a manifestacdo do cancer de mama, ndo podendo entdo ser proposto
como uma alternativa na utilizagdo de diagnéstico do mesmo. Houve associagao com historico
de céncer, porém os fatores que contribuiram para essa associacao ainda ndo estdo esclarecidos.
Portanto este achado requer estudos adicionais para propor a utilizacao da técnica de analise de
inativacdo do cromossomo X em potenciais portadores de mutagédo para cancer, tendo em vista
a natureza pleiotrépica de muitos genes localizados no cromossomo X e o seu possivel papel

na progressao dessas patologias.
4. CONCLUSOES

Este estudo visou buscar associacdo entre desvios de inativagdo do cromossomo X e
possiveis portadoras de mutacao para cancer ndo afetadas e mulheres com diagndstico de cancer
de mama. Foi observada associacdo em mulheres com histérico de cancer familiar ndo afetadas
quando considerou-se a faixa etaria abaixo de 50 anos e nenhuma associa¢édo foi observada em
mulheres afetadas por cancer de mama. Entretanto, a divisdo da amostra em tipos de histérico
de cancer ndo manteve a dita associacdo, ndo sendo assim a variavel presente neste grupo que
o fez divergir do controle em um primeiro momento. Tendo em vista a diversidade de outros
trabalhos na literatura que ndo obtiveram 0 mesmo resultado, ha espago assim para discusséo

sobre a reprodutibilidade desses achados.

A utilizacdo da analise de inativa¢do do cromossomo X ainda é questionavel para grupos
portadores de mutacdes para cancer, ja que a interacdo do cromossomo X com a etiologia
genetica destas doencas ainda ndo é bem esclarecida. Assim, sdo necessarios outros estudos
demonstrando os mecanismos pelos quais alteracbes em alguns genes autossdmicos, como o
BRCAL, podem afetar padrdes de inativagdo, e como genes do cromossomo X podem modular

fenotipos de cancer que ndo sejam causados por mutacgdes diretamente neste cromossomo. A
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partir desses resultados, entdo, seria possivel estimar a contribuicdo da anélise de inativacdo no

diagndstico e aconselhamento genético desses pacientes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os trabalhos apresentados nesta dissertacao sob forma de capitulos buscaram identificar
possiveis aplicacfes da andlise de inativacdo do cromossomo X no diagnostico e
aconselhamento de pacientes afetados por deficiéncia intelectual ligada ao X e cancer. Foi visto
que a utilizacdo dessa ferramenta ndo se mostrou eficaz, pois ha muitos vieses que acarretam
em desvio e muitos fatores ainda desconhecidos que estdo envolvidos no processo de

silenciamento.

Quando utilizada essa proposta, cabe ao pesquisador e/ou geneticista reconhecer as

diversas limitacGes que esta técnica envolve, dentre elas:

1) trata-se de uma analise indireta utilizando o status de metilacdo de um STR para estimar
0 padrdo de metilagdo do cromossomo inteiro. Ha alguns estudos que demonstram que nem

sempre essa associacao € verdadeira (Swierczek et al., 2012).

2) quando o DNA se encontra degradado, o alelo menor apresenta amplificagcéo
preferencial, o que pode comprometer resultados de estudos de clonalidade (Mutter & Boynton,
1995).

3) técnica passivel de muitos artefatos, tendo em vista o viés idade, possivel
hereditariedade dos padrfes de inativacdo e a presenca de desvios extremos mesmo em

populacdo ndo afetada.

4) ndo pode ser utilizada para estimar padrdes em mulheres homozigotas para esse locus,

descartando assim uma fragdo substancial da amostra.

5) ndo ha consenso na literatura sobre a partir de qual limiar o desvio em si deve ser
considerado. Desta forma, € aconselhavel analisar a amostra sob varios padrdes de cortes para
ndo inferir associagdes inapropriadas. E se caso um Unico limiar deva ser considerado, o corte
>B80:20 é geralmente o mais utilizado devido a baixa frequéncia que a popula¢do controle

apresenta.

6) Apenas um tecido (sangue periférico) é frequentemente utilizado para inferir o padrdo
de inativacéo total de um organismo, quando este, dependendo da mutagdo, pode ser tecido-
dependente (Muers et al., 2007).
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Com o os resultados apresentados, o conhecimento dessas limitacdes e de tantos vieses
que influenciam no desvio, 0 emprego dessa técnica como uma ferramenta de auxilio durante
0 processo de diagnodstico ou aconselhamento genético dos fendétipos relatados ndo é
recomendado e passivel de discussdo. Apesar de ser economicamente acessivel e de simples
manipulacéo laboratorial, pode indicar resultados falso-positivos, influenciando negativamente
no processo de diagnostico e aconselhamento genético e requer demais estudos para propor

uma utilizacdo com melhor eficiéncia.
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Tabela 1. Propor¢édo de inativacdo do cromossomo X em 36 individuos do sexo feminino com ao

menos um filho afetado por deficiéncia intelectual com sugestivo padrdo de heranca ligado ao X

selecionadas no Hospital Universitéario de Brasilia, Distrito Federal.

Amostra Proporcéao de Inativacdo do Cromossomo X
XB1 100/0
XB2 100/0
XB3 86/14
XB4 83/17
XB5 80/20
XB6 78122
XB7 78/22
XB8 74/26
XB9 72/28
XB10 72/28
XB11 67/33
XB12 64/36
XB13 64/36
XB14 64/36
XB15 61/39
XB16 61/39
XB17 60/40
XB18 58/42
XB19 57/43
XB20 55/45
XB21 54/46
XB22 52/48
XB23 51/49
XB24 51/49
XB25 51/49
XB26 50/50
XB27 49/51
XB28 48/52
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XB29
XB30
XB31
XB32
XB33
XB34
XB35
XB36

48/52
46/54
46/54
45/55
43/57
Homozigotica
Homozigotica

Homozigotica
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APENDICE II

Tabela 2. CNVs benignas e provavelmente benignas encontradas em maes e em pacientes do Hospital Universitario de Brasilia

com heredrograma sugestivo de deficiéncia intelectual ligada ao X.

Interpretagéo Tipo Regido Ta(rsg)ho Genes Amostra

Provavelmente Duplicacdo  1p36.32 420 PRDM16, ARHGEF16, MEGF6, MIR551A, XB1M
Benigna TPRGI1L, WRAP73, TP73

Provavelmente Duplicagdo  22g11.22 330 POM121L1P, GGTLC2, MIR650, MIR5571, IGLL5 XB1lMe
Benigna XB1F

Provavelmente Duplicacdo ~ 16p13.3 302 LMF1, SOX8, SSTR5-AS1, SSTR5, CIQTNFS, XB1M
Benigna CACNAL1H, TPSG1, TPSB2, TPSABL, TPSD1

Provavelmente Duplicagdo  12qg24.33 335 CHFR, LOC101928530, ZNF605, ZNF26, XB10F
Benigna LOC101928597, ZNF84, ZNF140, ZNF891, ZNF10,

ZNF268

Provavelmente Duplicagdo  20qg11.21 111 DEFB115, DEFB116 XB1M e
Benigna XB1F

Provavelmente Duplicacdo  11p15.5 81 MRPL23-AS1, LINC01219, HOTS, H19, MIR675  XBlMe
Benigna XB1F

Provavelmente Delecéo 19913.2 15 XB1M e
Benigna XB1F13

Provavelmente Delecéo 14q11.2 56 XB1M e
Benigna XB1F

Provavelmente Duplicagdo  Xp22.33 325 XB1F
Benigna

Provavelmente Duplicagéo 3p25.3 143 HRH1, ATG7 XB1F
Benigna

Provavelmente Delecéo 7pla.1l 101 TARP, TRG-AS1 XB1F
Benigna

Provavelmente Delecéo 1p33 92 AGBL4 XB1F
Benigna

Provavelmente Delecéo 9p23 46 PTPRD XB1F
Benigna

Provavelmente Delecéo 16923.2 45 XB1F
Benigna

Provavelmente Delecéo 22q12.3 36 RASD2 XB1F
Benigna

Provavelmente Delecéo 11p11.12 36 LOC440040 XB1F
Benigna

Provavelmente Duplicagdo Xq26.3 36 CT45A10, CT45A7 XB1F
Benigna

Provavelmente Delecdo 12p13.33 22 CACNALC XB1F
Benigna

Provavelmente Duplicacédo 11911 21 TRIM48 XB1F
Benigna

Provavelmente Delecéo 13g21.1 20 XB1F
Benigna

Provavelmente Delecéo Xp21.3 14 ILIRAPL1 XB1F
Benigna

Provavelmente Delecdo Xq23 13 XB1F

Benigna




61

Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna
Provavelmente
Benigna

Provavelmente
Benigna

Provavelmente
Benigna

Delecédo Xql2 7 AR
Delecédo Xq27.1 4
Duplicagdo  5p15.33 308
Duplicacdo  16p11.2 284 LINC01566, FRG2DP, TP53TG3HP
Delecéo 11p14.3 201
Delecéo 9p21.2 207
Delecéo 1q44 175 OR2G6, OR2T29, OR2T34, OR2T10, OR2T11,
OR2T35, OR2T27
Delecéo 9p21.2 195
Delecéo 19p12 123 ZNF826P
Duplicacédo 9932 201 KIAA1958, INIP, SNX30
Delecéo 6p25.3 69 DUSP22
Perda de Xpll.23 8578 CLCNS5, MIR532, MIR188, MIR500A, MIR362,
Heterozigose MIR501, MIR500B, MIR660, MIR502, AKAP4,
CCNB3, DGKK, SHROOM4, BMP15, LINC01284,
NUDT10, CXorf67, NUDT11, LINC01496,
CENPVP1, CENPVP2, GSPT2, MAGED1,
MAGED4B, MAGED4, SNORA11E, SNORA11D,
MIR8088, XAGE2, XAGE1B, XAGE1E, SSX8, SSX7,
SSX2B, SSX2, SPANXN5, XAGES5, XAGE3,
FAM156B, FAM156A, GPR173, TSPYL2, KANTR,
KDM5C, MIR6895, MIR6894, IQSEC2, SMCL1A,
MIR6857, RIBC1, HSD17B10, HUWE1, MIR98,
MIRLET7F2, PHF8, FAM120C, WNK3, TSR2,
FGD1, GNL3L, ITIH6, MAGED2, SNORAL11, TRO,
PFKFB1, APEX2, ALAS2, PAGE2B, PAGE?2,
FAM104B, MTRNR2L10, SNORA109, PAGES,
PAGE3, LOC100421746, MIR4536-1, MIR4536-2,
MAGEH1, USP51, FOXR2, RRAGB, KLF8,
UBQLNZ2, LINC01420, UQCRBP1, SPIN3, SPIN2B,
SPIN2A, FAAH2, ZXDB, NLRP2B, ZXDA
Perda de 11g912.3  6.405 ASRGL1, SCGB1A1, AHNAK, EEF1G, MIR3654,

MIR6747, TUT1, MTA2, EML3, ROM1, B3GATS3,
GANAB, INTS5, C110rf98, LBHD1, METTL12,
SNORA57, UQCC3, UBXN1, LRRN4CL, BSCL2,
HNRNPUL2-BSCL2, GNG3, HNRNPUL2, TTC9C,
ZBTB3, POLR2G, TAF6L, TMEM179B, MIR6748,
TMEM223, NXF1, MIR6514, STX5,
LOC105369332, WDR74, SNHG1, SNORD22,
SNORD31, SNORD30, SNORD29, SNORD28,
SNORD27, SNORD26, SNORD25, SLC3AZ2,

Heterozigose

XB1F
XB1F
XB7.2
XB7.2
XB7.2
XB3.2
XB3.2
XB3M
XB3M
XB10F
XB3F,
XB5F e

XB10OF
XB3M

XB3F
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Provavelmente
Benigna

Perda de 3p21.31 6.252
Heterozigose

CHRM1, SLC22A6, SLC22A8, SLC22A24,
SLC22A25, SLC22A10, SLC22A9, HRASLSS,
LGALS12, RARRES3, HRASLS2, PLA2G16, ATLS3,
RTN3, Cl11orf95, C1llorf84, MARK2, RCOR?2,
NAA40, COX8A, OTUB1, MACRODL1, FLRT1,
STIP1, FERMT3, TRPT1, NUDT22, DNAJC4,
VEGFB, FKBP2, PPP1R14B, LOC105369340,
PLCB3, BAD, GPR137, KCNK4, KCNK4-TEX40,
TEX40, ESRRA, TRMT112, PRDXS5, CCDC88B,
MIR7155, RPS6KA4, MIR1237, LOC100996455,
SLC22A11, SLC22A12, NRXN2, RASGRP2, PYGM,
SF1, MAP4K2, MEN1, CDC42BPG, EHD1,
MIR194-2HG, MIR192, MIR194-2, ATG2A,
MIR6750, MIR6749, PPP2R5B, GPHA2, MAJIN,
BATF2, ARL2, ARL2-SNX15, MIR6879, SNX15,
SAC3D1, NAALADL1, CDCAS5, ZFPL1, TMEM262,
VPS51, TM7SF2, ZNHIT2, FAU, MRPL49, SYVN1,
MIR6751, SPDYC, CAPN1, SLC22A20, POLA2,
CDC42EP2, DPF2, TIGD3, SLC25A45, FRMDS,
NEAT1, MIR612, MALAT1, SCYL1, LTBP3,
SSSCA1-AS1, SSSCA1, FAM89B, EHBPI1LI,
KCNK7, MAP3K11, PCNX3, MIR4690, SIPAL,
MIR4489, RELA, KAT5, RNASEH2C, AP5B1,
MIR1234, OVOL1, OVOL1-AS1, SNX32, CFL1,
MUS81, EFEMP2, CTSW, FIBP, CCDC85B,
FOSL1, C1lorf68, DRAP1, TSGAL0IP, SARTL,
EIF1AD, BANF1, CST6, CATSPER1, GAL3STS3,
SF3B2, PACS1, KLC2, RAB1B, CNIH2, YIF1A,
TMEM151A, CD248, RIN1, BRMS1, B4GAT1,
LOC102724064, SLC29A2, NPAS4, MRPL11,
PELI3, LOC101928069, DPP3, BBS1, ZDHHC?24,
ACTNS, CTSF, CCDC87, CCS, RBM14, RBM14-
RBM4, RBM4, RBM4B, SPTBN2, C110rf80, RCEL,
PC, LRFN4, MIR3163, C110rf86, SYT12, MIR6860,
RHOD, KDM2A, GRK2, ANKRD13D, SSH3,
LOC100130987, POLD4, CLCF1, RAD9A,
PPP1CA, TBC1D10C, CARNS1, RPS6KB2,
PTPRCAP, CORO1B, GPR152, CABP4, TMEM134,
AIP, MIR6752, PITPNM1, CDK2AP2, CABP2,
GSTP1, Cllorf72, NDUFV1, DOC2GP, NUDTS,
TBX10, ACY3, ALDH3B2, FAM86C2P, UNC93B1,
ALDH3B1, NDUFS8, MIR7113, MIR4691, TCIRG1,
MIR6753, CHKA, KMT5B, Cl1orf24, LRP5,
PPP6R3, GAL, TESMIN
TMIE, PRSS50, PRSS46, PRSS45, PRSS42, MYL3,
PTH1R, CCDC12, NBEAL2, NRADDP, SETD2,
KIF9-AS1, KIF9, KLHL18, PTPN23, SCAP, ELP6,
CSPG5, SMARCC1, DHX30, MIR1226, MAP4,
CDC25A, MIR4443, CAMP, ZNF589, FCF1P2,
NMESG, SPINKS8, MIR2115, FBXW12, PLXNB1,
CCDC51, TMA7, ATRIP, TREX1, SHISA5,
PFKFB4, MIR6823, UCN2, COL7A1, MIR711,

XB3F
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Provavelmente
Benigna

Benigna

Benigna

UQCRC1, SNORA94, TMEMB89, SLC26A6,
MIR6824, CELSR3, MIR4793, CELSR3-AS1,
NCKIPSD, IP6K2, PRKAR2A, PRKAR2A-ASL,
SLC25A20, ARIH20S, ARIH2, PAHTM, WDRS,
DALRD3, MIR425, NDUFAF3, MIR191, IMPDH2,
QRICH1, QARS, MIR6890, USP19, LAMB2,
LAMB2P1, CCDC71, KLHDC8B, C30rf84,
CCDC36, C30rf62, MIR4271, USP4, GPX1, RHOA,
TCTA, AMT, NICN1, DAG1, BSN-AS2, BSN, APEH,
MST1, RNF123, AMIGO3, GMPPB, IP6K1,
CDHR4, FAM212A, UBA7, MIR5193, TRAIP,
CAMKYV, MST1R, MON1A, RBM6, RBM5, RBM5-
AS1, SEMA3F-AS1, SEMA3F, MIR566, GNATL,
SLC38A3, GNAI2, MIR5787, SEMA3B-ASL,
SEMA3B, MIR6872, LSMEM2, IFRD2, HYALS3,
NAT6, HYALL, HYAL2, TUSC2, RASSF1, RASSF1-
AS1, ZMYND10, NPRL2, CYB561D2, TMEM115,
CACNA2D2, C30rf18, HEMK1, CISH, MAPKAPK3,
MIR4787, DOCK3, MANF, RBM15B, DCAF1,
RAD54L2, TEX264, GRM2, IQCF6, IQCF4, IQCF3,
IQCF2, IQCF5-AS1, IQCF5, IQCF1, RRP9,
PARP3, GPR62, PCBP4, ABHD14B, ABHD14A,
ABHD14A-ACY1, ACY1, RPL29, DUSP7,
LINC00696, POC1A, ALAS1, TLR9, TWF2,
LOC101929054, PPM1M, WDR82, MIRLET7G,
GLYCTK, GLYCTK-AS1, MIR135A1, DNAH1,
BAP1, PHF7, SEMA3G, TNNC1, NISCH, STABL,
NT5DC2, SMIM4, PBRM1, GNL3, SNORD136,
SNORD19, SNORD19B, SNORD69, GLT8DL,
SPCS1, NEK4, ITIH1, ITIH3, ITIH4, ITIH4-ASL,
MUSTN1, TMEM110-MUSTN1, TMEM110,
MIR8064, SFMBT1
Perda de Xqlll  5.135 SPIN4, LINC01278, ARHGEF9, ARHGEF9-IT1,
Heterozigose MIR1468, AMER1, ASB12, MTMRS, ZC4H?2,
ZC3H12B, LASIL, FRMD8P1, MSN, MIR223,
VSIG4, HEPH, EDA2R, AR
Delecio 8pl1.22 163 ADAMS5, ADAM3A

Duplicagdo  14932.33 477 MIR4507, MIR4538, MIR4537, MIR4539,
KIAA0125, ADAM6

XB3M

XBG6F,

XB5F,

XB3F,
XB1M e
XB1F

Todas
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ANEXO |

Coleta de material biologico e extracdo de DNA

O material bioldgico utilizado foi sangue periférico, coletado com tubos Vacutainer
contendo EDTA como anticoagulante, sendo que o procedimento foi realizado por um
profissional da area de saude devidamente treinado. A extracdo de DNA do sangue coletado

seguiu a adaptagéo do protocolo do kit Puregene (Qiagen®).

Neste protocolo, foi utilizado 3ml de sangue, uma solucdo de lise de Red Blood Cell
(RBC) MgClL: 1M e EDTA 0,5M e uma solucao de lise celular (CLS) contendo EDTA 0,5M,
Tris 1M pH 7.5 e SDS a 10%. O principio desta técnica é a lise celular com um detergente
anionico na presenca de um estabilizador de DNA, que estabiliza as atividades intracelulares
e de DNases. O DNA gendmico € precipitado com alcool e dissolvido e hidratado em uma
solucdo de TE (0,5M EDTA, 1M Tris pH 7.5). A amostra de DNA final é estavel e pode ser
armazenada a 2-8°C, —20°C, ou —80°C.

Os 3ml de sangue foram adicionados a 9ml de RBC e o tubo deve ser invertido por 10
minutos e centrifugado por 10 minutos a 3400rpm em seguida. O sobrenadante foi dispensado
e o pellet de células brancas foi mantido e vortexado. 3ml de CLS foram adicionados e
misturados com uma pipeta pasteur. Em seguida, 1ml de solucéo de precipitado de proteina foi
adicionado e vortexado por 20 segundos. A amostra foi centrifugada por 10 minutos a
3400rpm. O sobrenadante obtido foi posicionado em um novo tubo falcon e a ele foi
adicionado 3ml de isopropanol 100%. O tubo foi invertido por 2 minutos e deve ser
centrifugado por 3 minutos a 3400rpm. O sobrenadante foi entdo dispensado e ao pellet foi
adicionado alcool etilico 70%, que deve ser agitado. O tubo foi novamente centrifugado por 1
minuto a 3400rpm e o sobrenadante foi dispensado. Ao pellet foi adicionado o tampdo TE e a
hidratacdo deve ocorrer por pelo menos 24h.



ANEXO I

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 081/2009.

Titulo: “Investigacao da etiologia do retardo mental sindrémico".

Pesquisador Responsavel: Iris Ferrari.

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaracdo de responsabilidade,
protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido, cronograma, bibliografia pertinente
¢ curriculo (s) de pesquisador (es).

Data de entrega: 13/10/2009.

Proposicio do (a) relato (a)

(X)) Aprovacgio

() Nao aprovacio.

Data da primeira andlise pelo CEP-FM/UNB: 28/10/2009.

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 25/11/2009.

PARECER

Com base na Resolugao CNS/MS n° 196/96 e resolugdes posteriores, que regulamentam a matéria, o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu
APROVAR “ad referendum”, conforme parecer do (a) relator (a) o projeto de pesquisa acima
especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

1. Modificagdes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagao imediata

de eventos adversos graves;

&)

O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatérios periddicos do andamento da pesquisa ao

CEP-FM.

Brasilia, 26 de Novembro de 2009.

Coordenadora do Comité de Etica em Pedquisa
Faculdade de Medicina-UnB

Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF — CEP 70910-900
Telefone/Fax: (61) 3307 2276
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