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RESUMO

RODRIGUES, Natalia Fintelman. Caracterizacao de alteracdes epigenéticas no gene
JARID1C e desequilibrios genéticos como causas do retardo mental ligado ao X de etiologia
idiopética. 2011. 108 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

O retardo mental (RM) é caracterizado por um funcionamento intelectual
significantemente abaixo da média (QI<70). A prevaléncia de RM varia entre estudos
epidemioldgicos, sendo estimada em 2-3% da populacdo mundial, constituindo assim, um dos
mais importantes problemas de salde publica. H4 um consenso geral de que 0 RM é mais
comum no sexo masculino, um achado atribuido as numerosas mutagdes nos genes
encontrados no cromossomo X, levando ao retardo mental ligado ao X (RMLX). Dentre os
genes presentes no cromossomo X, o Jumonji AT-rich interactive domain IC (JARID1C) foi
recentemente identificado como um potencial candidato etiolégico do RM, quando mutado. O
JARID1C codifica uma proteina que atua como uma desmetilase da lisina 4 da histona H3
(H3K4), imprescindivel para a regulagdo epigenética. Tao recente como a identificagcdo do
gene JARIDI1C, ¢ a descoberta de que mudangas no numero de copias de sequéncias de DNA,
caracterizadas por microdelecdes e microduplicagdes, poderiam ser consideradas como razoes
funcionalmente importantes de RMLX. Atualmente, cerca de 5-10% dos casos de RM em
homens s&o reconhecidos por ocorrerem devido a estas variagfes do nimero de copias no
cromossomo X. Neste estudo, investigamos mutacdes no gene JARIDI1C, através do
rastreamento dos éxons 9, 11, 12, 13, 15 e 16, em 121 homens de familias com RM
provavelmente ligado ao X. Paralelamente, realizamos a analise da variacdo do namero de
copias em 16 genes localizados no cromossomo X através da técnica de MLPA no mesmo
grupo de pacientes. Esta metodologia consiste em uma amplificagdo multipla que detecta
variagfes no nimero de copias de até 50 sequéncias diferentes de DNA gendmico, sendo
capaz de distinguir sequéncias que diferem em apenas um nucleotideo. O DNA gendémico foi
extraido a partir de sangue periférico e as amostras foram amplificadas pela técnica de PCR,
seguida da andlise por sequenciamento direto. Foram identificadas trés variantes na sequéncia
do gene JARIDI1C entre os pacientes analisados: a variante intrénica 2243+11 G>T, que
esteve presente em 67% dos pacientes, a variante silenciosa ¢.1794C>G e a mutacdo inédita
nonsense €.2172C>A, ambas presentes em 0,82% dos individuos investigados. A analise
através do MLPA revelou uma duplicacdo em um dos pacientes envolvendo as sondas
referentes ao gene GDI1 e ao gene HUWEL. Este trabalho expande o estudo de mutagdes no
gene JARID1C para a populacdo brasileira ereforca a importancia da triagem de mutacdes
neste gene em homens portadores de RM familiar de origem idiopética, assim como, é
primeiro relato cientifico relativo a investigacdo de variacbes no nimero de copias de genes
localizados no cromossomo X em homens brasileiros com RM, através da técnica de MLPA.

Palavras-chave: RMLX. JARID1C. KDM5C. Desmetilacdo de histonas. Variacdo no numero
de copias. MLPA.



ABSTRACT

Mental retardation (MR) is defined as a disability characterized by significant below
average intellectual functioning (1Q>70). The prevalence of MR varies between
epidemiological studies, estimated at 2-3% of the population, thus constituting a major public
health problem. There is a general consensus that MR is more common in males, a finding
attributed, in part, to mutations in the genes located on the X chromosome, leading to an X-
linked mental retardation (XLMR). Among all the genes present on X chromosome, Jumonji
AT-rich interactive domain IC (JARID1C) was recently identified as aetiologic potential
candidate of MR, when mutated. The JARID1C gene encodes a protein that acts as a histone
demethylase specific for histone 3 lysine 4 (H3K4) and it is indispensable for the epigenetic
regulation. As recently as the identification of the JARID1C gene, it is the discovery that
changes in the number of copies of DNA sequences, characterized by microdeletions and
microduplications, could be regarded as functionally important reasons to XLMR. Currently,
about 5-10% of men MR cases are known to occur due to these variations in the number of
copies of chromosome X. In this study we investigated mutations in the JARID1C gene by
screening of exons 9, 11, 12, 13, 15 and 16 in 121 patients from families with X-linked MR.
At the same time we analyzed the variation in the number of copies in 16 genes located in X
chromosome through the MLPA technique. This metodology consists of a multiplex
amplification that detects variations in the number of copies up to 50 different genomic DNA
sequences, being able to distinguish sequences that differ by only one nucleotide. Genomic
DNA was extracted from peripheral blood and the samples were amplified by PCR followed
by direct sequencing analysis. We identified three sequence variants among 121 patients. The
intronic variant ¢.2243 +11 G> T, which was present in 67% of patients analyzed, the silent
variant ¢.1794C> G and the novel nonsense mutation ¢.2172C> A, which was present in
0,82% of patients analyzed. The MLPA analysis revealed that the patient 58 exhibited a
duplication involving probes for the GDI1 gene and the HUWEL gene, resulting in an increase
in the number of copies of this gene. This work expands the study of mutations in the
JARID1C gene for the Brazilian population and reinforces the importance of screening for
mutations in this gene in men with idiopathic mental retardation, and it is the first scientific
report on the investigation of variations in the number of copies in genes located on
chromosome X in Brazilian men with MR using the MLPA technique.

Keywords: XLMR. JARID1C. KDM5C. Histone demethylation. Copy number variants.
MLPA.
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INTRODUCAO

O retardo mental

O retardo mental (RM) é uma condicdo complexa definida por trés critérios: (a)
manifestacdo antes dos 18 anos de idade, (b) funcionalidade intelectual significantemente
abaixo da média, ou seja, quociente de inteligéncia (QI) abaixo de 70, (c) limitacdes em duas
ou mais areas das habilidades adaptativas ou cognitivas aplicaveis - comunicagdo, cuidados
pessoais, habilidade de viver independentemente, interacdo social, uso de servigos publicos,
tomada de decisGes, habilidades académicas, trabalho, lazer, seguranca e saude (Castellvi-Bel
& Mila, 2001). Em criancas, o RM é a causa mais frequente de deficiéncia grave,
apresentandouma incidéncia de 0,3-0,5% no caso de RM moderado a severo e de 1-3%,
quando um quadro de RM leve estd presente (Mandel & Chelly, 2004). Sendo assim,
atualmente o0 RM ¢é considerado um dos mais importantes problemas de satde publica em
nivel mundial (Chiurazzi et al., 2001; Ropers & Hamel, 2005; Ropers, 2006).

Como muitas outras manifestacfes neuroldgicas, a deficiéncia mental possui um perfil
etioldgico heterogéneo, podendo ser causada por alteracbes ambientais (isquemia cerebral
perinatal, sindrome alcodlica fetal, infeccbes pré ou pos-natal), alteragdes genéticas ou uma
combinacdo de ambas. Os fatores genéticos associados ao quadro de deficiéncia mental
incluem tanto anormalidades cromossémicas, tais como aneuploidias e microdelecGes, quanto
alteracdes génicas, ressaltando-se que embora a natureza da alteracdo no DNA determine o
efeito no produto génico e sua funcdo, o ambiente ao qual o individuo é exposto pode
influenciar seu fenétipo. Entretanto, a etiologia definitiva € encontrada apenas em cerca de
50% dos casos de RM moderado a grave e em uma proporc¢do ainda inferior em individuos
com RM leve, tornando o diagnostico e o aconselhamento genético do RM um grande desafio
(Mandel & Chelly, 2004).

Em 1938, Penrose foi o primeiro a observar que o atraso mental é significantemente
mais comum em homens do que em mulheres, com uma razdo sexual de 1,3:1 (Penrose,
1938). Posteriormente, uma série de estudos confirmou essa observacéo e apoiaram a idéia da
prevaléncia do RM no sexo masculino em cerca de 30% dos casos (Leonard & Wen, 2002).
Esta observacao e as descri¢des de inimeras familias, nas quais 0 RM segrega com um padréo
de heranca ligado ao cromossomo X lancaram as bases para o entendimento de que as
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alteragcdes em genes ligados a este cromossomo tém um papel importante na etiologia do RM
(Lehrke, 1972).

O cromossomo X e o retardo mental ligado ao X

O cromossomo X, o qual foi originado a partir de um autossomo moldado pela
evolucdo, é rico em sequéncias repetidas e possui uma densidade génica entre as mais baixas
encontradas até hoje, cerca de 1213 genes (Ensembl, 2010). Apesar disso, ao longo da
evolugdo houve um acumulo de genes neste cromossomo, importantes para 0
desenvolvimento e funcionamento cerebral, seja através do recrutamento de novos genes, seja
pela aquisicdo de novas funcdes por genes pré-existentes (Turner, 1996; Skuse, 2005). Neste
sentido, aproximadamente 40% dos 862 genes codificadores de proteinas identificados no
cromossomo X humano sdo expressos no cérebro e, a principio, mutacfes em qualquer um
destes genes poderiam causar RM (Ensembl, 2010). Hoje, sabe-se que embora apenas cerca
de 5,5% de todos os genes conhecidos e preditos estejam localizados no cromossomo X, 27%
dos genes que quando mutados causam RM residem neste cromossomo, o0 que demonstra uma
super-representacdo em quatro vezes destes genes (Lisik & Sieron, 2008).

Com base nesta observacdo, mutagfes em genes ligados ao cromossomo X sao
consideradas uma das mais importantes causas de RM (Chiurazzi et al., 2001; Mandel &
Chelly, 2004), sendo responsaveis por cerca de 20 a 30% de todos os casos de RM no sexo
masculino (Ropers, 2006). Os efeitos fenotipicos destas mutacdes sdo mais evidentes em
homens hemizigotos. Isto ocorre pelo fato deles ndo poderem compensar mutagdes deletérias
presentes neste cromossomo, como ocorre em muitas mulheres heterozigotas para mutagdes
patogénicas, nas quais ocorre inativacao preferencial do cromossomo X contendo o alelo
deletério (Lehrke, 1972; Turner & Turner, 1974; Stevenson & Schwartz, 2009).

Clinicamente, o retardo mental ligado ao cromossomo X (RMLX) pode ser
subdividido em duas formas: sindromica (RMLX-S) e ndo sindromica (RMLX-NS) (Kerr et
al., 1991). O RMLX-NS ¢ definido como uma deficiéncia intelectual ndo-progressiva, sem
nenhum aspecto diagndstico ou somatico consistente (Gécz, 2000), de modo que nesta
condigdo apenas o quadro de RMLX estd presente. Por outro lado, o0 RMLX-S indica uma
condicdo clinicamente reconhecivel devido a presenca de padrdes especificos de
anormalidades fisicas, neuroldgicas ou metabodlicas (Neri & Chiurazzi, 1999; Castellvi-Bel &
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Mila, 2001; Ropers & Hamel, 2005) (Figura 1). Estima-se que cerca de dois tercos dos casos
de RMLX sejam considerados como nao sindrémicos (Fishburn et al., 1983; Lisik & Sieron,
2008), um valor que supera a estimativa da sindrome do X fragil, a forma mais comum de
RM herdavel. Sendo assim, embora 0 RM ndo sindrdmico seja estatisticamente mais
frequente que a sindrome do X-fragil cada caso individual de RMLX-NS € raro (Gécz et al.,
2000).
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Figura 1: Genes localizados no cromossomo X envolvidos no RMLX sindrémico. Fonte:

Adaptada de XLID update, outubro 2010.
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Além disso, ndo h4 distingdo molecular entre os tipos de alteragdes que ocasionam o
RMLX-S e RMLX-NS, portanto na maioria das vezes encontrar as causas que levam ao
RMLX-NS é intrinsecamente mais dificil devido principalmente a auséncia de caracteristicas
clinicas associadas.

Pouco se sabe sobre a fun¢do dos genes mutados no RMLX-NS, devido em parte, ao
fato de que a maioria destes genes terem sido identificados muito recentemente. Até a década
passada, a maioria dos genes envolvidos no RMLX-NS identificados foram funcionalmente
ligados a formacédo e desconstrucdo do citoesqueleto de actina e ao controle do crescimento de
neuritos (Chelly & Mandel, 2001; Chelly, 199; Ramakers, 2002), como por exemplo, 0s genes
OPHNL1 (Billuart et al., 1998), PAK3 (Allen et al., 1998) e ARHGEF6 (Kutsche et al., 2000)
(trés de alguns genes envolvidos no RMLX-NS que foram identificados até o ano 2000)
(Tabela 1).

Apesar de ser responsavel por 2/3 dos casos de RMLX, a triagem por mutagdes em
genes envolvidos no RMLX-NS ainda ndo é uma pratica rotineira. Ao se excluir do
diagnostico as alteracdes cromossdmicas, € comum a realizacdo da analise molecular para 0s
genes FMR1 (X-fragil) e MECP2 (Sindrome de Rett) por estarem presentes em uma maior
frequéncia na populacéo. A seguir, pode-se justificar a triagem de mutacdes no gene ARX, que
sdo a causa mais comum de RMLX-NS (10% das familias carregam uma mutacdo neste
gene), ou por mutagdes no gene JARID1C, que foi encontrado mutado em 12 das 340 familias
rastreadas (Jensen et al., 2005). Entretanto, como se pode observar mutacdfes em genes
associados ao RMLX-NS geralmente sdo encontradas em uma frequéncia muito baixa se
comparada a outros genes envolvidos no RMLX-S. Uma mutagdo no gene ARHGEF6 foi
relatada em um estudo com 119 familias (Kutsche et al, 2000), enquanto a investigacdo do
gene ZNF41 identificou alteracbes em dois dos 210 pacientes com retardo mental
independentes analisados (Shoichet et al, 2003). Esse fato reforca a importancia de se
pesquisar a atuagdo desses genes no RMLX-NS e de se estudar o papel desses genes que
apresentam uma frequéncia mutacional aumentada, como o gene JARID1C, que esta
relacionado a ambas as formas de RMLX.

Até 0 momento mais de 80 genes foram associados ao RMLX e, dentre estes, 18 genes
foram relacionados concomitantemente as formas sindrémicas e ndo sindromica (Stevenson &
Schwartz, 2009) (Figura 2).
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Tabela 1: Principais genes envolvidos no RMLX sindrémico, ndo sindromico ou ambos e suas
fungBes em potencial.

GENE OMIM | LOCALIZACAO RMLX FUNCAO REFERENCIA
FMR1 *309550 Xq27.3 RMLX-S (Sindrome do | Codifica uma proteina Verkerket al.,
X-frégil) que se ligaao RNA no 2001
transporte do nlcleo
para o citoplasma
OPHN1 *300127 Xqgl2 RMLX-NS e RMLX-S Codifica proteinas Billuartet al.,
(Hipoplasia cerebelar) envolvidas no ciclo de 1998
Rho-GTPases
PQBP1 *300463 Xpll1.23 RMLX-NS e RMLX-S | Liga-se a poliglutamina, | Waragai et al.,
(sindrome Renpenning) | regulando a transcrigdo 1999
FACL4 *300157 Xq23 RMLX-NS Metabolismo lipidico Meloni et al,
(Ligase 4 de acidos 2002
graxos CoA)
GDI1 *300104 Xq28 RMLX-NS Envolvido no ciclo das | D’Adamo et al,
vesiculas sinapticas e 1998
liberacdo de
neurotransmissores
ARHGEF6 | *300267 Xq26.3 RMLX-NS Codifica proteinas Yntema et al,
envolvidas no ciclo de 1998
Rho-GTPases
PAK3 *300142 Xg23 RMLX-NS Caodifica proteinas Allen et al,
envolvidas no ciclo de 1998
Rho-GTPases
ILIRAPL1 | *300206 Xp21.2 RMLX-NS Envolvida na via de Carrie et al,
sinalizagdo da IL-1 1999
ARX *300382 Xp22.11 RMLX-NS e RMLX-S | Fator de transcricdo | Stremmeet al.,
(sindrome de West, (Migragéo neuronal) 2002
sindrome de
Partington)
AGTR2 *300034 XQg23 RMLX-NS e RMLX-S Atua no receptor de Vervoort et al,
(Atrofia Optica) Angiotensina Il 2002
TM4SF2 *300096 Xpll.4 RMLX-NS Interage com Zemni et al,
integrinas 2000
FMR2 *309548 X(g28 RMLX-NS Desconhecida Gécz et al, 1996
RPS6KA3 | *300075 Xp22.12 RMLX-S (sindrome de Atua na via de
Coffin-Lowry) sinalizacdo da MAPK
DCX *300121 Xq23 RMLX-S (Lissencefalia Envolvimento na des Porteset al.,
e Heterotopia migracao neuronal 1998
subcortical em banda) durante o
estabelecimento do
cortex cerebral
SLC6A8 *300036 Xq28 RMLX-NS e RMLX-S | Proteina transportadora Gregor et al.,
(Deficiéncia no de creatinina 1995
transporte de
creatinina)
HUWE1 *300697 Xpll.22 RMLX-NS e RMLX-S Ligase da proteina Nagase et al.,
(Macrocefalia) ubiquitina, transporte de 1997

RNAM
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Figura 2: Genes do cromossomo X associados apenas com RM ndo sindrémico (preto) e
genes associados tanto com RM sindrémico quanto ndo sindrémico (vermelho). Fonte: Adaptada de
Ropers, 2006 e XLID update, outubro 2010.

Dentre os genes relacionados a ambas as formas clinicas de RMLX, esta o gene
JARID1C. Mutagdes neste gene foram recentemente identificadas como potenciais candidatas
a estarem associadas ao quadro de RM, com uma frequéncia estimada em 2-3%, frequéncia
esta semelhante a observada para a sindrome do X-fragil, reconhecida como a principal forma
de RM hereditario (Jensen et al., 2005).
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Como o gene JARIDIC foi identificado recentemente, dados clinicos de pacientes com
mutacBes neste gene sdo ainda escassos. Alguns casos sdo considerados ndo sindrémicos,
enquanto que em outros, um fenotipo sindrébmico pode estar presente. Caracteristicas
observadas em muitos pacientes incluem além do RM, baixa estatura, microcefalia,
estrabismo, hipermetropia, diastema dos dentes, criptorquidia (progressiva), espasticidade,

epilepsia e problemas de humor ou de comportamento.

O gene JARID1C

O gene Jumonji AT-rich interactive domain IC (JARID1C; KDM5C, SMCX, MIM
*314690) esta localizado na regido cromossémica Xp11.2, uma das trés regides consideradas
hotspots no cromossomo X para o0 quadro de RM. Nesta regido, encontram-se
aproximadamente 30% de todas as mutacdes subjacentes ao RMLX ndo sindrémico (Jensen et
al., 2005; Ropers, 2006). Este gene é composto por 26 éxons e codifica uma proteina
constituida por 1560 aminoéacidos (JARID1C/SMCX), membro de uma familia de proteinas
evolutivamente conservadas chamada de JARIDL. Esta proteina atua como uma reguladora

epigenética, participando da desmetilacdo de histonas tri-metiladas (Jensen et al., 2005).

As modificagOes de histonas e a atividade de desmetilase de histonas

O controle da transcricdo de genes em eucariotos envolve o posicionamento dindmico
de histonas e a organizacdo do genoma em cromatina aberta (ativa) ou condensada (inativa),
que regem a atividade transcricional e a disponibilidade para a replicacdo, recombinacédo e
reparo do DNA (Santos-Reboucas & Pimentel, 2007). Dentre as modificacdes epigenéticas
conhecidas estdo as modificagcBes pos-traducionais de histonas (Kramer &van Bokhoven,
2008). Estas modificacGes epigenéticas tém um impacto determinante na regulacdo da
expressao génica humana através da modulagédo da estrutura da cromatina e estdo intimamente
relacionadas a funcdo neuronal normal, bem como, as doencas neuroldgicas, em particular ao
RM. As modifica¢bes pds-traducionais de histonas também tem implicagdo na formacgédo de
heterocromatina, inativacdo do cromossomo X, imprinting gendmico e silenciamento de
genes, demonstrando a sua importancia em varios processos biologicos (Martin & Zhang,
2005).
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Enguanto o cddigo genético fornece um modelo estatico para a transcri¢do
de genes em um vasto nimero de tipos celulares em todo o organismo, a modulacdo
epigenética da cromatina, composta pelo DNA e suas proteinas associadas, oferece uma
estrutura dindmica que determina onde e quando 0s genes sdo expressos. Tradicionalmente, 0s
mecanismos epigenéticos apresentam um papel importante durante o desenvolvimento e na
formacdo de caracteristicas comportamentais, incluindo a aprendizagem e a memoria (Crews,
2008) (Figura 3).
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Figura 3: ModificacGes epigenéticas da cromatina: Modificacdes pds-traducionais de histonas
(H2A, H2B, H3 e H4) e metilacdo do DNA. Fonte: Penner et al., 2010 com adaptacdes, setembro
2010.

As histonas e, em particular, as suas caudas, estdo sujeitas a uma infinidade de
modificacbes pos-traducionais incluindo a fosforilacdo, acetilacdo e metilagdo, que
determinam suas intera¢cdes com outras proteinas, regulando a estrutura e a remodelagem da

cromatina (Berger, 2007; Kouzarides, 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Modificagdes pos-traducionais nas caudas das histonas e sua relacdo com a
transcricdo génica. Os principais aminoacidos alvos de modificacdes epigenéticas: lisina (K-
acetilacdo e metilacdo), serina (S- fosforilagdo) e arginina (R- metilacdo). Fonte: adaptado de Sigma
Life Science, em outubro 2010.

As modificagbes de histonas podem estar associadas com ativacdo ou repressao
génica, dependendo: (a) do tipo de modificagdo quimica pds-traducional (metilagdo,
acetilacdo, fosforilagdo, etc); (b) da localizacdo especifica dos residuos modificados em suas
caudas; (c) da presenca ou ndo de complexos de remodelagem da cromatina e (d) do nimero
de grupamentos quimicos adicionados a cada residuo (Berger, 2007; Santos-Reboucas &
Pimentel, 2007). O principal exemplo da complexidade do codigo epigenético de histonas é o
diferente papel da metilacdo de histonas na regulacéo da expresséo génica.

Os residuos de lisina podem carregar até trés grupamentos metil (lisinas mono-, di-, ou
tri-metiladas) (Figura 5 e Quadro 1). A metilacdo da lisina 9 na histona H3 (H3K9) esta
associada ao DNA silenciado e é distribuida globalmente em todas as regides de
heterocromatina, como os centrdmeros e os telémeros, além de aparecer também em
promotores transcricionalmente silenciados do cromossomo X inativo em mulheres (Heard et
al., 2001; Plath et al., 2003). Por outro lado, as lisinas 4 tri-metiladas da mesma histona H3
(H3K4), geralmente encontram-se associadas a regides promotoras de genes e apresentam
forte correlacdo com as taxas transcricionais, ativacdo da RNA polimerase Il e niveis de
acetilagdo das histonas. As lisinas 4 di-metiladas da histona H3 (H3K4me2) também parecem
estar presentes em toda a regido codificante de genes transcricionalmente ativos (Noma et al.,
2001, Santos-Rosa et al., 2002, Liang et al., 2004; Schneider et al., 2005; Bernstein, 2005).
No caso do residuo de lisina 4 mono-metilado da mesma histona H3, este pode ser encontrado
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principalmente em sequéncias acentuadoras (enhancers), mais distantes dos locais de inicio

da transcricdo (Heintzman et al., 2007).

NH;' NH,* NH' TN
HMT HMT HMT
(0) A 0 A 0 0
QO O QO (0

Lisina Lisina Lisina Lisina
mono-metilada di-metilada tri-metilada

Figura 5: Residuos das lisinas mono-, di- ou tri-metilados. Fonte: Klose & Zhang, 2007.

Quadrol: As modificacBes pos-transcricionais nas histonas e sua relagdo com a regulacdo da
transcrigdo. Fonte: Adaptada de Akbarian et al., 2008, outubro 2010.

Histona Nivel de Efeitos na Localizacdo

H3 metilacao Transcricao
Lisina 4 Di- e tri- Ativagdo Sitios de inicio da transcri¢do
Lisina 4 Mono- Ativacéo Sequéncias acentuadoras
Lisina 9 Di- e tri- Repressdo Heterocromatina e DNA repetitivo
Lisina 9 Mono- Ativacao -
Lisina 27 Di- e tri- Repressao Sitios de inicio da transcricao
Lisina 27 Mono- Ativacéo -

Em contraste com outras modificacdes de histonas, tais como acetilacdo e fosforilacao,
a metilacdo, em particular dos residuos tri-metilados, era considerada irreversivel até pouco
tempo atras, devido a alta estabilidade termodindmica da ligagdo N-CH3. Sendo assim,
durante varios anos 0 consenso no campo da epigenética era que a Unica forma de reverter a
metilacdo de histonas seria através da troca da histona ou por clivagem da cauda metilada
presente na histona. A identificacdo da enzima LSD1 como uma desmetilase de histonas

modificou essa percepcdo (Shi et al., 2004; Allis et al., 2007). Esta enzima e outras
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relacionadas sdo capazes de desmetilar apenas residuos de lisinas mono ou di-metilados.
Entretanto, estudos recentes identificaram desmetilases de histonas que apresentam o dominio
catalitico JmjC, o qual permite a desmetilacdo de residuos de lisinas tri-metilados (Cloos et al,
2006;. Klose et al, 2006b; Tsukada et al 2006; Whetstine et al 2006; Yamane et al, 2006)
(Figura 6).

Desmztilase@ @
\ e—"

o . DNA

Figura 6: A funcdo de desmetilase de histonas. A enzima desmetilase se liga aos residuos de
lisina presentes nas caudas das histonas, removendo os grupamentos metil associados aos mesmos.
Fonte: Couzin, 2004.

Rujirabanjerd e colaboradores mostraram que alteracdes no dominio JmjC da proteina
JARID1C tem o potencial de prejudicar a sua atividade de desmetilase histonas
(Rujirabanjerd et al., 2010). No entanto, o dominio JmjC ndo é o unico responsavel pela
atividade de desmetilase. O dominio JmjN, localizado na extremidade N-terminal, contribui
para a atividade enzimatica da proteina e a supressao desse dominio também pode abolir a
atividade desmetilase (Tahiliani et al., 2007; Kim et al., 2008). Certamente, o fato de
proteinas contendo o dominio JmjC também serem encontradas em bactérias que ndo contém
histonas sugere que estas proteinas também servem a outros propdsitos, além de serem
somente desmetilases de histonas (Cloos et al., 2006).

De acordo com os dados atuais, as proteinas que compdem a familia JARID1 atuam
como repressores transcricionais através da desmetilagdo dos residuos di e tri-metilados de
lisina 4 das histonas H3 (H3K4me3/me2) e do recrutamento de outros repressores que atuam
na remodelagem da cromatina (Christensen et al., 2007; Iwase et al., 2007; Klose & Zhang,
2007; Lee et al., 2007; Tahiliani et al., 2007) (Figura 7). O mecanismo molecular pelo qual
isto ocorre ainda ndo esta claro, entretanto, a proteina codificada pelo gene JARID1C foi
encontrada em um complexo de silenciamento transcricional formado por diferentes proteinas
como NCOR, HDACs, EHMTs, proteinas PcG e REST (Tahiliani et al., 2007). Assim, a
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perda de funcdo do gene JARID1C poderia levar a alteracdo da expressdo de genes neuronais,

fornecendo uma explicacdo potencial de seu papel no RM.

Desmetilagao H3K4
O TR NI > Metilagdo H3K9
A\ Ubiquitilagdo de histonas
Fatores de transcrigdo JARID1C Desaceﬂlagao de histonas

vv\

T

Figura 7: Repressao transcricional através da acdo da desmetilase de histonas JARID1C e do
recrutamento de outras proteinas repressoras que atuam na metilagio da H3K9 (EHMT), na
ubiquitilagdo de histonas (PRC2) e desacetilacdo de histonas (HDACs). Fonte: Kramer & van
Bokhoven, 2009.

Repressdo génica

Todos os membros da familia JARID1C possuem o dominio ARID/BRIGHT, o qual é
um dominio de interacdo rico em AT, sendo responsavel por se ligar ao DNA. Embora estas
proteinas apresentem funcéo diferente, todas parecem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento, na expressdo génica tecido-especifica e na regulacédo do crescimento celular
(Kortschak et al., 2000; Wilsker et al., 2002). Proteinas humanas e de camundongos que
apresentam o dominio ARID podem ser classificadas em sete subfamilias: ARID1, ARID2,
ARID3, ARID4, ARID5, JARID1 e JARID2. Dentro de cada subfamilia, o grau de identidade
dentro das regides ARID é extremamente alto, variando de 70 a 83% (Figura 8). Em
contraste, a identidade dentre as regibes ARID nas diferentes subfamilias é inferior a 30%.
Além disso, as quatro proteinas da subfamilia JARID1 compartilham 83% de aminoacidos na
regido ARID e apresentam alto grau de semelhanca no restante de suas sequéncias (Patsialou
et al., 2005).
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Figura 8: Os dominios ARID/BRIGHT, JmJC, JmIN e PHD presentes na subfamilia das
proteinas JARID1 (JARID1A, JARID1B, JARID1C e JARID1D) enfatizando o grau de semelhanca
entre os membros da subfamilia. Fonte: Adaptada de Patsialau et al., 2005, em setembro 2010.

A proteina JARID1C

A principal isoforma do gene JARID1C é expressa de forma ubiqua, com maiores
niveis de expressdo sendo observados no cérebro, na musculatura esquelética e nas gbnadas
(Jensen et al., 2005; Yi et al., 2007).

A proteina JARID1C faz parte de uma subfamilia de quatro proteinas, a qual inclui as
proteinas JARID1D (SMCY), JARID1A (RBP2) e JARID1B (PLU-1) (Klose et al., 2006a).
A proteina JARID1D foi identificada como um antigeno especifico do sexo masculino
(Agulnik et al., 1994; Scott et al. 1995; Wang et al., 1995), enquanto que a JARID1A foi
isolada como uma proteina que se liga a proteina retinoblastoma (pRB) (Defeo-Jones et al.,
1991). A interacdo da proteina JARID1A com a pRB converte a repressora transcricional
JARID1A em uma ativadora transcricional, importante na promogéo da diferenciacdo celular
(Benevolenskaya et al., 2005). Ja a proteina JARID1B tem um padrao de expressao limitado
aos testiculos, ovéario e transitoriamente na glandula mamaria da fémea do camundongo
gravida (Barrett et al., 2002). Esta proteina estd super-expressa no cancer de mama e de
testiculo, sugerindo um papel potencial na tumorigénese. A inibicdo da JARID1B leva a um
aumento dos niveis de lisinas tri-metiladas (H3K4) em genes-alvo, alguns dos quais
implicados na proliferacdo do cancer de mama (BRCA1, CAV1 e HOXAS), aumentando a

transcricdo destes genes (Yamane et al., 2006).
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Ao todo, seis dominios funcionais podem ser encontrados na proteina JARID1C
(Figura 9):

* um dominio JmjC, que tem demonstrado ser um dominio de ligagdo para diferentes
desmetilases de histonas (Chen et al., 2006; Cloos et al., 2006; Klose et al., 2006a; Tsukada et
al., 2006; Whetstine et al., 2006; Yamane et al., 2006);

* um dominio JmjN, recentemente considerado importante para manutencdo da
integridade estrutural do dominio JmjC e dos dominios adjacentes (Chen et al., 2006);

* um dominio de dedo de zinco C5HC2, localizado na regido C-terminal do dominio
JmjC. Embora a sua funcdo ainda ndo esteja bem estabelecida, estudos funcionais de
mutacOes localizadas nesse dominio demonstraram que todas as substituicdes de nucleotideos
causam perda parcial da funcdo de desmetilase de histona (Iwase et al., 2007; Tahiliani et al.,
2007);

* dois dominios PHD, apontados como motivos de ligacdo para histonas que
apresentam lisinas metiladas, permitindo a ligacdo da proteina JARID1C ao residuo de lisina
metilado (Shi et al., 2006; Wysocka et al., 2006).

* um dominio BRIGHT, um dominio de interagdo com o dominio ARID (AT-rich).
Os dominios ARID tém a capacidade de se ligar ao DNA de uma forma especifica ou nao
especifica (Kortschak et al., 2000; Wilsker et al., 2002), sugerindo que as proteinas da familia

JARID podem ter propriedades semelhantes.
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Figura 9: O gene JARID1C composto por 26 éxons e a proteina JARID1C, formada pelos
dominios JmjN, ARID /BRIGHT, JmjC, e os dominios de dedo de zinco C5HC2 e PHD.

O gene JARIDI1C e a inativacdo do cromossomo X

O gene JARID1C apresenta um homologo no cromossomo Y, conhecido como
JARID1D. Os mamiferos placentarios apresentam regifes muito pequenas e idénticas, de
homologia entre os cromossomos X-Y que sdo capazes de realizar recombinacdo meiotica.
Essas regides contém relativamente poucos genes e séo conhecidas como pseudoautossémicas
(PAR) (Skuse, 2005). Nos mamiferos do sexo feminino, um cromossomo X € inativado
durante a embriogénese para igualar a dose de expressdo dos genes presentes no Cromossomo
X entre ambos os sexos (Heard & Disteche, 2006). Recentemente, foi demonstrado que o
gene JARID1C possui uma propriedade intrinseca de escapar a inativacdo do cromossomo X,
visto que transcritos de genes imediatamente adjacentes a ele estdo inativos (Li & Carrel,
2008) (Figura 10).



32

2 Xp22.32
Xp22.2

- BROYRD,
=——— Xp21.3
Xp21.1

—
—

"—13 2qu2 - Yql1.2:
qr - - Yq11.223

Yq12

LINLLIED(RE

= Xq25 Cromossomo Y

Xq26.2

Xq27.1
= Xq27.3

il

Cromossomo X

Figura 10: Localizacdo do gene JARID1C no cromossomo X e de seu homologo JARID1D
no cromossomo Y.

Em circunstancias normais, a inativacdo do X ocorre ao acaso, resultando em metade
das células com o cromossomo X de origem materna e a outra metade com o cromossomo de
origem paterna. Entretanto, na presenca de mutacdes genéticas e certas alteracbes gendmicas,
o cromossomo onde se localiza a regido alterada é preferencialmente inativado (Plenge et al.,
2002; Stevenson & Schwartz, 2009).

O gene jaridlc em camundongos exibe inativacdo parcial do X em embrides, em
linhagens extra-embrionariase em diferentes tecidos adultos, com uma expressao de 20% -
70% do alelo X inativo, comparado com o alelo presente no cromossomo X ativo. Nos
machos, o gene Jaridld é transcrito em regiGes do cérebro similares ao Jaridlc, mas em
niveis relativamentes mais baixos, indicando que os dois genes paralogos podem apresentar o
mesmo modelo de regulacdo nas diferentes regides do cérebro (Li & Carrel, 2008).

Na fase adulta, o gene Jaridlc se manifesta em um nivel mais elevado nos cérebros
femininos do que nos masculinos, e a expressdo de Jaridld no sexo masculino ndo é
suficiente para compensar o viés feminino na expressao do gene nos dois cromossomos X (Xu
et al., 2002). Portanto, o gene par XY JARID1C/JARID1D pode ndo ser funcionalmente
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equivalente, sugerindo um papel indispensavel da proteina JARID1C na funcdo cerebral

normal em ambos os sexos (Yi et al., 2007).
Mutacdes no gene JARID1C e o retardo mental ligado ao X

Tendo em vista que a metilacdo da histona H3 esta associada principalmente ao
aumento da atividade génica, a desmetilacdo da lisina 4 da histona H3 pela proteina JARID1C
apresenta efeito contrario e leva a repressao da transcricdo (Klose& Zhang, 2007) (Figura
11). Sendo assim, a funcdo de desmetilase de histonas, até entdo desconhecida, atua como
uma ferramenta imprescindivel para a regulacdo epigenética, de modo que mutacfes neste

gene poderiam reduzir ou abolir a transcricdo génica (Yamane et al., 2006).

Ativadores Repressores

< {\
Kdgy K4 K4 Kt )
P 2P 2P A N

3 = ap ap ap

K27 K27 T K27 K27 K27

m-m

@ Acetilagdo
2 Metilagdo
@ Metilagdo

Figura 11: A desmetilase de histonas apresenta um papel importante como regulador
epigenético na repressao transcricional. Fonte: Cloos et al., 2008 com modificacGes.

Até o momento, foram relatadas vinte mutacdes ao longo do gene JARID1C
relacionadas ao quadro de RM (Jensen et al., 2005; Tzschach et al., 2006; Santos et al., 2006;
Abidi et al., 2008; Rujirabanjerdet al., 2010) e uma mutacdo relacionada ao fendtipo de
autismo (Adegbola et al., 2008) (Figura 12). Os individuos portadores das mutacdes
relacionadas ao RM podem apresentar RM variando de leve a severo com diferentes
caracteristicas fenotipicas e/ou comportamentais associadas. As caracteristicas mais comuns
observadas em individuos afetados relatadas até agora sdo: baixa estatura, hiper-reflexia,
comportamento agressivo e convulsdes (Abidi et al., 2008), além de alguns casos de
microcefalia (Tzschach et al., 2006; Adegbola et al., 2008; Abidi et al., 2008). Embora néo
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haja fendtipo aparente especifico para individuos com mutagcfes em JARID1C, a gravidade do
fenotipo parece depender do tipo e da posicdo da mutacdo. Algumas mulheres heterozigotas,
com deficiéncia intelectual geralmente leve também foram relatadas, entretanto ainda nédo se
sabe se os fenotipos clinicos apresentados por essas mulheres estdo relacionados com a
alteracdo da expressao causada pelas mutacdes (Rujirabanjerdet al., 2010).
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Figura 12: MutagGes ao longo do gene JARID1C, descritas até 0 momento, relacionadas ao
quadro de RM.

Estudos de expressdo utilizando uma gama de constru¢bes de cDNA com diferentes
mutagdes relatadas anteriormente revelaram uma atividade de desmetilase de histona reduzida
na presenca das mutagdes (lwase et al, 2007; Tahiliani et al., 2007; Jensen et al., 2010). lwase
e colaboradores (2007) mostraram que na presenca de quatro mutacGes previamente
publicadas (p.A388P, p.F642L, p.L731F e p.Y751L), a atividade de desmetilase da JARID1C
foi reduzida em aproximadamente 30-70%.

Recentes descobertas sugerem que as muta¢des no JARID1C podem afetar tanto a sua
associacdo a cromatina, como sua atividade de desmetilase, sendo consequentemente

importantes para a fisiopatologia de algumas formas de RMLX. A deplecdo da proteina
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JARID1C mediada por RNA de interferéncia em neurdnios granulares do cerebelo de
camundongos resultou na diminuicdo significativa dos comprimentos dendriticos dos
neurdnios, que poderiam ser resgatados pela re-introducdo da proteina JARID1C em sua

forma selvagem, mas ndo por mutantes associados ao RMLX (lwase et al., 2007).

Microdelecbes e Microduplicacdes como causa do RMLX

Tao recente como a identificacdo do gene JARID1C, é a descoberta de que mudancas
no numero de copias de sequéncias de DNA, caracterizadas por microdelecBes e
microduplicagdes, poderiam ser consideradas como razdes funcionalmente importantes de
RMLX.

A variabilidade genémica em humanos existe em escalas muito diferentes. Desde
1959, variantes perceptiveis ao microscopio Optico (> 5Mb) tém sido identificadas por meio
da analise citogenética padrao (cariotipo com bandeamento G) (Lejeuneet al., 1959). Neste
tipo de analise, € possivel examinar todos 0os cromossomos humanos em busca de ganhos,
perdas ou rearranjos de material genético em um Unico teste, mas na pratica, os desequilibrios
genéticos menores que 10 a 20 Mb ndo sdo detectados com facilidade.

Ao longo dos anos, estudos citogenéticos classicos revelaram diferentes
heteromorfismos e variantes eucromaticas que pareciam néo ter significancia clinica (Barber,
2005). Com o advento de técnicas de citogenética molecular, como a hibridizagdo in situ com
fluorescéncia (FISH), tornou-se possivel definir, mais precisamente, a real extensdo destas
variantes cromossoémicas. Entretanto, a técnica de FISH utiliza sondas visando
especificamente um determinado locus cromossémico, de maneira que a avaliacdo dos
desequilibrios gendmicos em varios loci cromossémicos usando esta técnica torna-se uma
tarefa desgastante e imprecisa. Além disso, variagBes sub-microscopicas continuavam sendo
sub-detectadas. Por outro lado, tecnologias de genotipagem permitem detectar estas variantes
menores e mais abundantes associadas a variabilidade gendémica, como por exemplo, 0s
polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs). Na verdade, os SNPs foram considerados por
um longo tempo uma das principais fontes de variagdo gendmica em seres humanos, com uma
estimativa de existirem pelo menos 10 milhdes de SNPs na populacdo humana, uma média de
1 SNP a cada 300 nucleotideos (Kruglyak & Nickerson, 2001).
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Aproximadamente 12% do genoma humano representam variaveis entre os diferentes
individuos (Redon et al., 2006). Com os recentes avancgos tecnoldgicos, diversos estudos
relataram um numero sem precedentes de variacfes estruturais no genoma humano (lafrate et
al., 2004; Sebat et al., 2004; Sharp et al., 2005; Locke et al., 2006; Redon et al., 2006; Wong
et al., 2007), especialmente na forma de variagdes do numero de copias (VNCs). As VNCs
séo definidas como dele¢des e duplicagbes de segmentos de DNA que variam de mais de
1000 bases (1 kb) e até varios Megabases de tamanho e estdo presentes em nimero de copias
variavel em comparacdo a uma referéncia genémica (Froyen et al., 2007; Bauters et al., 2008;
Sanlaville et al., 2009).

Nos ultimos anos, o termo VNCs tem sido amplamente utilizado e seu significado vai
além da definicdo clinica de uma variante, que geralmente implica em uma mudanca genética
benigna, que ndo resulta em manifestacdo fenotipica clinicamente reconhecida (Benn & Hsu,
2004). Com o progresso das correlagdes gendtipo-fenotipo, as VNCs que anteriormente eram
consideradas alteracdes de importancia clinica desconhecida, passaram a ser associadas a
diferentes quadros fenotipicos especificos (Koolen et al., 2006; Shaw-Smith et al., 2006;
Redonet al., 2006).

O grande numero de genes e outros elementos reguladores encontrados na
proximidade das referidas regides varidveis torna muito provavel que elas tenham
consequéncias funcionais e fenotipicas (Feuk et al., 2006; Stranger et al., 2007). De fato,
varias publicagdes ja correlacionaram as VNCs presentes em diferentes genes, com diferentes
graus de predisposicdo a doencas (Gonzalez et al., 2005; Rovelet-Lecrux et al., 2006; Le
Marechal et al., 2006). Portanto, a identificacdo do nimero de cépias de DNA é importante
para o entendimento da origem e progresséo das doencas humanas (Gonzalez et al., 2008).

As VNCs podem influenciar a expressdo génica afetando genes diretamente ou
alterando sua dosagem (Buckland, 2003; Feuk et al., 2006), e algumas estdo envolvidas em
doencas genéticas especificas, tais como as sindromes de microdele¢do e microduplicacéo
(por exemplo, Williams-Beuren, Smith-Magenis ou sindrome de DiGeorge). Diversos estudos
estimam que cerca de 10-25% dos casos de RM ocorram por desequilibrios cromossémicos
(Shaw-Smith et al., 2006; Schoumans et al., 2005; Friedman et al., 2006). A identificacdo de
uma VNC que seja relativamente grande, com sobreposicao de genes e de novo, apresenta um

forte indicador de sua significancia clinica, pois esta combinacdo é extremamente rara na
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populacdo normal, devido a uma baixa taxa de mutagéo estrutural fora das regides “hot spot”
hipervariaveis (Redon et al., 2006; Conrad et al., 2006; Lupski, 2007).

As VNCs também podem estar presentes na populacdo geral como polimorfismos,
sem terem relacéo aparente com doencas (Sebat et al., 2004; lafrate et al., 2004; Fiegler et al.,
2006; Redon et al., 2006). Estudos recentes demonstraram que cerca 5% do genoma humano
em individuos saudaveis apresentam variantes do nimero de cépias (Perry et al., 2008;
MccCarroll et al., 2008). O numero de VNCs descritas no genoma humano esta aumentando,
de modo que atualmente existem mais de 3500 VNCs identificadas, dentre as quais 110 estéo
localizadas no cromossomo X (Madrigal et al., 2007). Desta forma, é fundamental tanto para
aplicacbes na pesquisa como para diagnéstico, a distincdo entre as VNCs causadoras de
doencas e as benignas, que ocorrem como varia¢des gendmicas normais. As VNCs benignas
parecem ser ricas em sequéncias repetitivas, enquanto que em contrapartida, as VNCs
associadas ao RM tendem a apresentar altas densidades de elementos funcionais, incluindo
genes, cujos ortdlogos em camundongo nocauteados, levam a alteracBes especificas do
sistema nervoso (Hehir-Kwa et al., 2010).

Diferentes técnicas sdo utilizadas para analise do genoma em busca das variantes de
numero de copia, como por exemplo, o array-CGH (a-CGH). Entretanto, embora esta seja
uma poderosa ferramenta nadeteccdo de duplicacdes e delecbes, o a-CGH possui
desvantagens na aplicacdo nodiagndstico de rotina de doencas genémicas. Este método €
relativamente caro, trabalhoso e demanda um tempo maior para a aquisi¢ao de resultados em
relacdo a outros métodos, além de apresentar limitacdes na técnica, como a impossibilidade de
deteccdo de delecbes e duplicacbes muito pequenas e por ser uma técnica laboriosa,
impossibilita a sua utilizacdo na pratica de analise dos inimeros genes envolvidos no RMLX.

Sendo assim, técnicas mais precisas foram desenvolvidas para a analise das regides
genbmicas. A técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
(Schouten et al., 2002) é uma das tecnologias mais utilizadas para este fim. A MLPA é um
método semi-quantitativo recentemente desenvolvido, que visa detectar alteracdes no nimero
de copias a nivel gendmico (ganhos ou perdas) em relacdo a uma referéncia controle. Devido
ao seu relativo baixo custo, confiabilidade e facilidade de implementacdo, tornou-se

extremamente popular como uma ferramenta de pesquisa (Gonzalez et al., 2008) (Figura 13).
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Figura 13: A técnica de MLPA em comparagdo com outras técnicas — MLPA detecta uma
ampla variedade de alteracfes gendmicas desde mutacBes pontuais a alteragdes cromossémicas
(delecbes e duplicagdes). Fonte: MLPA, outubro 2010.

Apesar da crescente complexidade e da diversidade dos mecanismos responsaveis pelo
RM, a investigacdo de suas causas genéticas permanece como uma importante maneira de
proporcionar novas evidéncias sobre o desenvolvimento normal da fungdo cognitiva humana,
assim como futuramente a elaboracdo de estratégias terapéuticas (Castellvi-Bel & Mila, 2001;
Bienvenu et al., 2002; Hirose & Mitsudome, 2003). Sendo assim, as recentes descobertas no
campo da genética, como o envolvimento do gene JARID1C na transcricdo génica, importante
para o desenvolvimento neuroldgico e os microrrearranjos relacionados a uma parcela
significante dos casos de RM, sdo de extrema importancia e devem ser investigados, pois
poderdo esclarecer os mecanismos patogénicos que desencadeiam o quadro de RMLX, além
de permitir uma melhor compreensédo do funcionamento normal e em situagdes patologicas do

sistema nervoso.
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1 OBJETIVOS

Considerando:

*Que o0 gene JARID1C € um importante regulador epigenético e a sua correta funcéo é
critica para o desenvolvimento neurolégico;

*A inexisténcia, para nosso conhecimento, de estudos brasileiros sobre este gene;

*O recente relato de que ndo sé as mutacbes no gene JARID1C, como 0s

microrrearranjos, podem estar relacionadas a uma significante parcela de casos de RM.

O presente estudo teve como objetivos:

o Realizar a analise molecular do gene JARID1C, através do rastreamento de
mutacBes nos éxons 9, 11, 12, 13, 15 e 16, descritos na literatura como sendo 0s que possuem
maior mutabilidade associada ao RMLX, em uma amostra de pacientes brasileiros do sexo
masculino com histdria familiar de RM, de forma a investigar se alteragcdes neste gene
constituem um fator importante para o aparecimento de RMLX em nossa populagéo;

o Analisar microrrearranjos (microdele¢6es e microduplicacdes) de desequilibrio
genético em 16 genes (PQBP1, TM4SF2, ARX, ILIRAPL1, RPS6KA3, OPHN1, FACLA4,
DCX, PAK3, AGTR2, ARHGEF6, FMR1, FMR2, GDI1, SLC6A8 e HUWEL1) localizados no
cromossomo X e relacionados a funcdo cognitiva, a fim de compreender se alteragcdes nestes

genes contribuem para o desenvolvimento do RM.
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2 METODOLOGIA

2.1 Pacientes

Foram selecionados para compor a amostra deste estudo, 121 individuos nao
aparentados do sexo masculino portadores de RM de etiologia desconhecida, sugestivo de
RMLX, que apresentassem dois homens afetados interligados pela via materna. As amostras
de DNA utilizadas encontram-se armazenadas em um banco de amostras bioldgicas
localizado no Servigo de Genética Humana da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(SERVGEN - Regimento interno IBRAG n° 001/2008). Todos os responsaveis pelos
pacientes assinaram um termo de consentimento para participacdo neste estudo (Anexo A).
Todos os individuos estudados foram encaminhados ao SERVGEN para a realizagédo de testes
para diagnostico para a sindrome do X Frégil e apresentaram resultados normais neste exame,
assim como, para alteracdes citogenéticas.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UERJ (Protocolo
CAAE-0033.0.325.000-08) (Anexo B) e todas as condutas adotadas seguiram as normas
Bioéticas do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude (Resolucdo 196/96), que

regem as pesquisas envolvendo seres humanos.

2.2 Extracdo do DNA genémico

A extracdo do DNA gendmico a partir de sangue periférico foi realizada utilizando-se
o Kit comercial llustra™ Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo o
protocolo descrito pelo fabricante. Para esta extracdo, 5 mL de sangue periférico foram
coletados por um técnico em analises clinicas, sob condi¢cfes de plena assepsia, utilizando

tubos vacutainer contendo anticoagulante EDTA.
2.3 Estimativa da concentracéo e da integridade do DNA
Para avaliar a integridade do DNA extraido, as amostras foram submetidas a

eletroforese em gel de agarose 0,8% (Life Technologies) diluida em tampdo TBE 1X [Tris 89
mM (GE Healthcare), &cido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)].
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Durante seu preparo, foi adicionado a 50 mL do gel de agarose 1,0 uL de brometo de etideo a
10 pg/uL (MERCK). As amostras foram preparadas adicionando-se 1 uL da aliquota de DNA
a 1 uL de corante de corrida [azul de bromofenol 0,25% (GE Healthcare); xileno cianol
0,25% (GE Healthcare); glicerol 30% (ISOFAR)] e 8 uL de agua deionizada (MilliQ). A
eletroforese foi realizada a 60 V, por 1 hora em cuba horizontal [Horizon 58 (Life
Technologies)], utilizando-se como tampao de corrida TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare),
acido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. Ap6s a corrida
eletroforética, o gel foi visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta [modelo TM 20
(UVP)]. A intensidade e a integridade da banda de cada amostra de DNA foram comparadas
com o padrédo de DNA de Bacteriofago A (Life Technologies) de 100 ng/uL.

A concentragdo das amostras de DNA foi estimada atraves de espectrofotometria em
um NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). No preparo das amostras, 1 puL da aliquota de DNA
foi utilizado e 1pL de tampéo TE [Tris 10 mM (GE Healthcare)HCI (MERCK); EDTA 1 mM
(GE Healthcare); pH 7,4] foi usado como branco na calibracdo do equipamento. A estimativa
da concentracdo da amostra, assim como, seu grau de pureza (contaminacdo por proteinas,
fendis e carboidratos), foram calculados pelo equipamento com a configuracdo de

quantificacdo de DNA de dupla fita.
2.4 Rastreamento de mutacdes no gene JARID1C

Para avaliar a presenca de alteragcdes no gene JARID1C foi realizada, a amplificacio
do DNA dos pacientes para os éxons 9, 11, 12, 13, 15 e 16, descritos na literatura como sendo
os mais frequentemente mutados associados ao RMLX, através da técnica de reacdo em

cadeia da polimerase (PCR), seguida por sequenciamento direto.

2.4.1 Reacdo em cadeia da polimerase

A amplificagdo dos fragmentos génicos correspondentes aos éxons acima citados do
gene JARID1C, assim como das regiBes de limite éxon/intron, que incluem os sitios doadores
e receptores de encadeamento, foi realizada utilizando-se 5 pares de oligonucleotideos (Life
Technologies) (Tabela 2 e Figura 14). As condicGes finais, nas quais as reacGes foram

conduzidas estdo descritas na Tabela 3.
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Na triagem dos éxons 11 e 12 foi utilizado apenas um par de oligonucleotideos que

incluiam os dois éxons e o intron 11 localizado entre os dois éxons.

Tabela 2: Lista dos oligonucleotideos utilizados na PCR para a analise do gene JARID1C
descritos por Jensen e colaboradores (Jensen et al., 2005).

Regido do Primers Tamanho do
gene N Sequéncia do primer fragmento
JARID1C | utilizados gerado
) 9F 5’ CTTTGCCTCTGTTTTGGTGAC 3°
Exon 9 202 pb
9R 5’TGATCCTAGCCCAACACTACC3’
Exon 11 e 11F 5’TAACCCTCATGCCCTTTTTAC3’
. 498 pb
Exon 12 12R 5’ AATCACTCCTGCCGCTTGTC3’
) 13F 5" CAGGAAAATCTCTATCTCAACAGC 3°
Exon 13 215 pb
13R 5’CTACAACCCTCCTGCTTCTCC3’
] 15F 5> TTTTGCTACCTGGTTCTGGTT 3°
Exon 15 286 pb
15R 5> CAGCTCTCCATCCTCCTTCTT 3°
) 16F 5" AAGAAGGAGGATGGAGAGCTG 3’
Exon 16 229 pb
16R 5° GGGAATAGAACTTGCCTGTGG 3’

9 10 1 12 13 14 15 16
215pb 286pb
;’m‘; m—  4%%b == 43F  13R I5F 15R

11 F 12 R L -
16 F 16R

Figura 14: Esquema mostrando a posi¢do de anelamento dos 5 pares de oligonucleotideos
(setas) utilizados para a analise dos 6 éxons no gene JARID1C e o respectivo tamanho dos
fragmentos gerados.
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Tabela 3: Condicdes utilizadas na PCR para a amplificacdo das diferentes regides do gene
JARID1C.

Reagentes Concentracoes
Tampado de reagdo 10X (BIOTOOLYS) 1X
dNTPs 5 mM
(GE Healthcare) 200 M
MgCl, 50 mM
(BIOTOOLS) 2,0mM
Oligonucleotideo F 10 uM
(Life Technologies) 0.4 uM
Oligonucleotideo R 10 uM
(Life Technologies) 0.4 uM
Tth DNA polimerase 1U/uL 10U
(BIOTOOLS) ’
DNA 50 ng

As reagOes de PCR foram conduzidas em um termociclador Veriti modelo 9902 (Life
Technologies) sob as condi¢des de ciclagem (desnaturacéo inicial, ciclos de desnaturagéo,

pareamento e extensdo, e extensao final) descritas abaixo (Quadro?2).

Desnaturacio inicial 95°C — 10 minutos

Desnaturacio 95°C - 1 minuto

Pareamento 60°C — 1 minuto 35 ciclos
Extensiao 72°C — 1 minuto

Extensao final 72°C — 10 minutos

Quadro 2: Condiges de ciclagem usadas para a realizacdo da PCR para a amplificacdo dos
éxons 9, 11, 12, 13, 15 e 16 do gene JARID1C.
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2.4.2 Avaliacdo da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da reacdo de PCR

A fim de avaliar a qualidade dos fragmentos amplificados e o rendimento da reacéo,
os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarosel% (Life
Technologies), diluida em tampdo TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), &cido bérico 89
mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. Durante seu preparo, foi adicionado a 25 mL
do gel de agarose, 0,5 uL de brometo de etideo a 10 ug/uL (MERCK). As amostras foram
preparadas adicionando-se 2,0 uL da aliquota da reacdo de PCR a 2,0 uL de corante de
corrida [azul de bromofenol 0,25% (GE Healthcare), xileno cianol 0,25% (GE Healthcare),
glicerol 30% (ISOFAR)].

A eletroforese foi realizada a 87 V por, aproximadamente, 50 minutos em cuba
horizontal [Horizon 58 (Life Technologies)], utilizando-se como tampé&o de corrida TBE 1X
[Tris 89 mM (GE Healthcare); &cido bdrico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE
Healthcare)]. Apos a corrida, o gel foi visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta
[modelo TM 20 (UVP)].

A analise da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento da reacdo foi
feita por estimativa visual da intensidade das bandas, levando-se em consideracao se a reacdo

apresentava apenas uma Unica banda, mostrando que ndo houve amplificacdo inespecifica.

2.4.3 Sequenciamento automatico

Todas as amostras amplificadas através da técnica de PCR foram submetidas ao
sequenciamento direto, as mutacGes encontradas foram confirmadas a partir de uma nova

reacao de amplificacao.

2.4.3.1 Purificagéo dos produtos de PCR

Antes de serem utilizados na reacdo de sequenciamento, os produtos da PCR foram
purificados para a remocdo de residuos resultantes dos reagentes utilizados na reacdo de
amplificacéo. Para isso, foi utilizado um kit de purificacdo [AccuPrep® PCR Purification Kit
(BIONEERY)], seguindo o protocolo descrito pelo fabricante.
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2.4.3.2 Reagao de sequenciamento

As reacles de sequenciamento dos produtos purificados da PCR foram realizadas
utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies).

A condicéo final na qual as reacfes foram conduzidas foi a mesma para as seis regides
analisadas. Foram utilizados na reacdo: 50 ng do DNA purificado; 3,2 pmol do
oligonucleotideo senso ou antisenso; 1,0 uL de tampao (Life Technologies), 0,5 pL do Kit
(Life Technologies) e agua para um volume final de 20 puL de reag@o.

As reagdes foram conduzidas em um termociclador Veriti modelo 9902 (Life
Technologies). A ciclagem compreendeu 35 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 15 segundos,
anelamento a 50°C por 10 segundos e extensao a 60°C por 4 minutos.

Apos a ciclagem, o excesso de reagentes nao incorporados na reacdo foi removido
através da precipitagdo dos produtos do sequenciamento. Para isso, foram adicionados ao
produto da reacdo 80uL de isopropanol 75%, em seguida a placa foi centrifugada a 3.000 rpm
por 50 minutos (EPPENDORF). O sobrenadante foi descartado e a placa com o precipitado
foi novamente centrifugada de forma invertida a 900 rpm por 1 minuto. A placa com as
amostras foi levada ao termociclador Veriti modelo 9902 (Life Technologies) por 5 minutos a
75°Cpara a secagem. As amostras secas foram conservadas a -20°C até a aplica¢éo no sistema
de sequenciamento.

O material precipitado foi ressuspenso em 10 uL de solugéo de formamida [Hi Di
Formamida (Life Technologies)], e foi levado ao termociclador Veriti modelo 9902 (Life
Technologies) por 5 minutos a 95°C para desnaturacdo. Em seguida, a placa com as
amostrasfoi submetida a centrifugacdo 900 rpm por 1 minuto e foi levada ao sequenciador

automatico ABI Prism 3130 (Life Technologies) para o processamento das amostras.

2.4.3.3 Analise das sequéncias

A andlise das sequéncias foi realizada através do programa BioEdit Sequence
Alignment Editor versdo 7.0.9.0 (Isis Pharmaceuticals, Inc) (Hall, 1999). As sequéncias
obtidas foram alinhadas com o fragmento correspondente a sequéncia selvagem do gene
JARID1C, obtidas acessando o banco de dados Ensembl. Os individuos que apresentaram

variagdo em suas sequéncias tiveram o seu DNA novamente analisado através de
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sequenciamento, a partir de uma nova reacdo de PCR, para a confirmagdo da presenca da
mutacao.

A predicdo da patogenicidade das variantes intronica e silenciosa encontradas neste
estudo foi acessada através do envio da sequéncia do gene JARID1C com as mutacdes para
analise pelos programas online RESCUE-ESE e Splice view.

Em caso de mutagOes potencialmente patogénicas foi realizada a anélise de expresséo
do gene JARID1C (Jensen et al., 2005).

2.4.4 Andlise de expressdo de mutacdes no gene JARID1C

A analise da expressdo da mutacdo nonsense foi realizada em colaboracdo com o Dr
Lars Jensen e do Dr Andreas Kuss (Departamento de Genética Molecular Humana, Max
Planck Institute for Molecular Genetics, Alemanha).

Para a realizacdo da andlise de expressdo da mutagdo ¢.2172C>A no gene JARID1C
encontrada neste estudo, 0 RNA total foi obtido a partir do sangue periférico dos dois irmaos
afetados, dois irmdos normaise dois controles, utilizando o kit RiboPure-Sangue (Ambion,
Austin, TX). A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose corado por brometo de
etidio e quantificado utilizando um ND-1000 Espectrofotdmetro (Nanodrop Technologies,
Wilmington, DE). Através da técnica de RT-PCR quantitativo, 50 ng de RNA total foram
transcritos reverso em cDNA na presenca de 1,5 ug de hexameros aleatérios pdN_6
(Invitrogen, Carlsbad, CA) e 0,33 mM de dNTP em um volume total de 30 uL usando o Kit
comercial da Roche First Strand cDNA Synthesis (Mannheim, Alemanha). A PCR foi
realizada em triplicata de 25 pl reagdes cada, assim como o gene controle (GAPDH), na
presenca de SYBR Green (Life Tecnologies, Foster City, CA) (Quadro 3). As quantificacbes
foram realizadas utilizando configuracdo da quantificacdo absoluta no sequenciador
automatico (ABI PRISM 7900HT - Applied Biosystems, Foster City, CA) e uma curva
padrdo foi gerada pela diluicdo em série (fator 2) de um cDNA controle.



Quadro 3: Oligonucleotideos utilizados no RT-PCR.

Primers Sequéncia
JARIDIC F 5-CATCATGGTGCAAGAAGAGC-3'
JARIDIC R 5-ATGTGGGAAAGGCAGACAAG-3'
GAPDH _F 5-CCACCCATGGCAAATTCC-3"'
GAPDH R 5-TGGGATTTCCATTGATGACAAG-3'
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A Figura 15 esquematiza toda a metodologia adotada e os passos seguidos para a

analise do gene JARID1C, realizada neste trabalho.
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Figura 15: Diagrama representativo das técnicas aplicadas neste projeto para a analise do
gene JARID1C.
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2.5 Deteccdo de varia¢Ges no numero de copias em genes presentes no cromossomo X

A deteccdo de duplicacdes e delecbes em 16 genes localizados no cromossomo X foi
realizada através da técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). A
técnica consiste em uma amplificacdo multiplex que detecta variaces no nimero de clpias de
até 50 diferentes sequéncias de DNA genbémico, sendo capaz de distinguir sequéncias que
diferem em apenas um nucleotideo (Schouten et al., 2002).

Nesta técnica, ndo sdo as sequéncias alvo que sao amplificadas e sim as sondas que
hibridizam com essas sequéncias alvo. Sendo assim, em contraste com o método de PCR
multiplex, na técnica de MLPA um Unico par de primers € utilizado na amplificacdo. Os
produtos de amplificagdo variam entre 130 e 480 pb e podem ser analisados por eletroforese
capilar. O padrdo de picos obtido é comparado as amostras referéncias que indicam as
sequéncias que mostram alteracdo no numero de copias.

O kit inicialmente selecionado por nosso grupo, P106 MRX (MRC-Holland), detecta
delecBes e duplicacbes de um ou mais éxons em genes localizados no cromossomo X.
Delecdes nas sequéncias de reconhecimento das sondas em homens serdo evidentes na
auséncia de produto amplificado pelas sondas, enquanto que uma duplicacdo da area do pico
do produto é esperada no caso da duplicacdo da regido génica na qual se localiza a sonda.
Entretanto, mutagdes ou polimorfismos préximos ao sitio de ligacdo das sondas também
podem resultar em uma alteracdo da &rea do pico.

O kit P106 (MRC-Holland) contém 44 sondas diferentes que apresentam produtos de
amplificacdo de tamanhos que variam de 130 a 463 pb. A primeira sonda de 130 pb consiste
em uma sonda controle (control probe), as demais 43 sondas sdo divididas em 15 genes
localizados no cromossomo X, 1 sonda para 0 gene AGTR2, 2 sondas para 0s genes PQBP1,
TM4SF2, ARX, FMR1, GDI1, SLC6AS8, 3 sondas para os genes RPS6KA3, FACL4, DCX, 4
sondas para os genes ILIRAPL1, OPHNL1, PAK3, ARHGEF6 e 5 sondas para o gene FMR2
(Figural6).
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Figura 16: Anélise de dezesseis genes localizados no cromossomo X pela técnica de

MLPA.

Em adicédo a essas sondas, o kit apresenta 7 fragmentos controles que geram produtos

de amplificagdo menores que 120 pb: quatro fragmentos que testam a quantidade de DNA (Q-
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fragments) de tamanho 64-70-76-82 pb; um fragmento controle dependente de ligacdo de
92pb e dois fragmentos marcadores de Y de 106 e 118 pb.

Por se tratar de uma técnica muito recente, alguns kits sofreram algumas modificacdes
para alcancar um melhor desempenho segundo a empresa fabricante MRC Holland. Sendo
assim, no ultimo kit que solicitamos havia diferencas significativas em comparacdo com 0s
lotes anteriores, 0 novo kit P106-B1 contém 47 sondas diferentes, trés sondas a mais que o kit
anterior composto por 44 sondas, sendo duas sondas para o gene HUWE1, ndo incluidas nos
lotes anteriores. Além disso, trés fragmentos de controle da desnaturagdo do DNA (D-
fragments) com 88-92-96 nt um fragmento referente ao cromossomo X de 100 nt, essenciais

na analise da qualidade da corrida realizada, foram incluidos (Tabela 4).



Tabela 4: As diferencas quanto as sondas presentes em cada kit adquirido.

Diferencas entre os Kits P106 e P106-B1

Kit P106 Kit P106-B1
Sonda Localizacéo Sonda Localizagéo
Q-fragments 64-70-76-82 Q-fragments 64-70-76-82
Ligation dependent 92 D-fragments 88-92-96
control fragment
X-fragment - X-fragment 100
Y-fragment 106 Y-fragment 105
Y-fragment 118 Y-fragment 118
FACL4 (ACSI4) Exon 10 FACL4 (ACSI4) Exon 17
Exon 15 Exon 12
Regido promotora Exon 1
DCX Exon 1 DCX Exon 3
Exon 3 Exon 5
Exon4 Exon 6
PAK3 Exon 5 PAK3 Exon 7
Exon 10 Exon 14
Exon 17 Exon 21
Exon 18 Exon 22
AGTR2 Exon 1 AGTR2 Exon 1
Exon 3
ARHGEF6 Exon 1 ARHGEF6 Exon 1
Exon 4 Exon 4
Exon 9 Exon 9
Exon 18 Exon 19
FMR2 (AFF2) Exon 2 FMR2 (AFF2) Exon 1
Exon 3 Exon 3
Exon 5 Exon 5
Exon 11 Exon 11
Exon 20 Exon 20
SLCS6A8 Exon 4 SLCS6A8 Exon 4
Exon 8 Exon 9
GDI1 Exon 1 GDI1 Exon 1
Exon 5 Exon7
ARX Exon 1 ARX Exon 1
Exon 4 Exon 2
Exon 4
POBP1 Exon 1 POBP1 Exon 2B
Exon 4 Exon 5
OPHN1 Exon 1 OPHN1 Exon 1
Exon 4 Exon 3
Exon 12 Exon 12
Exon 20 Exon 21
HUWE1 - HUWE1 Exon 6

Exon 61
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A técnica de MLPA pode ser dividida em 4 passos: 1) Desnaturacdo e hibridizacéo das
sondas, 2) Reacdo de ligacdo, 3) PCR, 4) Separacdo dos produtos amplificados por

eletroforese e analise dos dados (Figura 17).

1. Desnaturagdo e Hibridizagdo
Primer B

Primer A Sequéncia variante %

Sequéncia especifica

3. PCR - Primers universais A e B
(amplificagdo exponencial somente das sondas ligadas)

Figura 17:Esquema representativo dasetapas necessarias para realizacdo da técnica de MLPA,
adaptado de MRC Holland, outubro 2010.
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2.5.1 Reac0es de hibridizacdo, ligacdo e PCR

Amostras de DNA (150 ng/ 5 ul TE pH 8,0) foram desnaturados a 98°C por 40
minutos e misturado a 1,5 pl do mix de sondas e 1,5 ul do tampdo. A mistura foi entdo
incubada por 1 minuto a 98°C e iniciou-se a reacdo de hibridizacdo a 60°C durante 16 horas.
A reacdo de ligagdo foi preparada a partir de 3 pul do tampao A ligase-65, 3 ul do tampao B
ligase-65, 25 ul de agua Milli Q e 1 ul da enzima Ligase-65. Apds as 16 horas, 32 ul de
produto da ligacdo foram incubados a 54°C durante 15 minutos, seguido de 98°C por 5
minutos. Posteriormente, foram adicionados em novos tubos 4 pl de tampao SALSA PCR, 26
ul de dgua Milli Q e 10 pl do produto da reacdo de ligagdo na temperaura de 60°C. O mix da
PCR contendo 2 pl primers SALSA PCR, 2 ul de tampao de diluigdo da enzima, 5,5 ul de
agua Milli Q ¢ 0,5 ul de SALSA polimerase entdo foi adicionado aos novos tubos ¢ foi
iniciada imediatamente a reacdo de PCR (Tabela 5 e Quadro 4).

Apds o término da reacdo de PCR 1 pl do amplicom foi misturado a 0,3 pl do
marcador LIZ 500 e 9 pl de formamida Hi Di (Life Technologies) e foi levado ao
termociclador Veriti modelo 9902 (Life Technologies) por 5 minutos a 95°C para
desnaturagdo. Em seguida, a placa com as amostras foi submetida a centrifugagdo 900 rpm
por 1 minuto. Apds a centrifugacdo, a placa foi levada ao sequenciador automéatico ABI Prism

3130 (Life Technologies) para o processamento das amostras.

Tabela 5: CondicGes utilizadas para a realizacdo da técnica de MLPA.

Reagentes Quantidades | Quantidades
estoque (uL) uso (L)
SALSA MLPA buffer 200 1,5
Ligase-65 120 1,0
Ligase-65 Buffer A 400 3,0
Ligase-65 Buffer B 400 3,0
SALSA PCR buffer 600 4,0
SALSA PCR Primer mix - Mix dos dois 250 2,0
primers da PCR+dNTPs

SALSA Polymerase 75 0,5
SALSA Enzyme dilution buffer 250 2,0
SALSA Probemix 160 1,5
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1) Desnaturaciodo DNA  2) Reacio de Hibridizagao
1. 98°C - 30 minutos 3. 98°C - 1 minuto
2. 25°C -pausa 4. 60°C - pausa
3) Reacdo de Ligacao 4) Reacio de PCR
5. 54°C - pausa 9. 60°C - pausa
6. 54°C - 15 minutos 95°C - 30 segundos
7. 98°C - 5 minutos 10. 35 ciclos 60°C - 30 segundos
8. 15°C - pausa 72°C - 60 segundos
11. 72°C - 20 minutos
12. 54°C - pausa

Quadro 4: Esquema de todas as etapas de realizacdo da técnica de MLPA e as condigBes da ciclagem
da etapa de PCR.

2.5.2 Analise dos dados de MLPA

A andlise dos resultados obtidos foi realizada através do programa Coffalyser, de
acordo com as recomendac@es do fabricante. O programa Coffalyser encontra-se disponivel

gratuitamente na internet pelo endereco eletronico: “http://old.mlpa.com/coffalyser/”.
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3 RESULTADOS

3.1 Anélise molecular do gene JARID1C
A anélise molecular do gene JARID1C no grupo de 121 pacientes com RMLX revelou

a presenca de trés diferentes variantes de sequéncia: uma variante intronica, uma mutagao

silenciosa e uma mutacdo sem sentido (Anexo C).

3.1.1 Andlise da variante intrénica ¢.2243+11 G>T

A variante de sequéncia c.2243+11 G>T foi a mais frequente neste estudo, sendo

encontrada em 81 pacientes (67%) (Figura 18).

A

GCGGTGAGCATGGTCCTTTCTGGAGGAAGTGGGGCAAGAAGGAGGATG GAGAGC TG A(

1 |

GCGGTGAGCATGGGCCTTTCTGGAGGAAGTGGGGCAAGAAGGAGGATG GAGAGCTGAC

! |

Uittt

Figura 18:Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do éxon 15, mostrando a
sequéncia selvagem do gene JARID1C (A) e a variante de intrdnica ¢.2243+11 G>T, encontrada em
81 pacientes (B).
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3.1.2 Andlise da variante ¢.2172C>A

A mutacdo sem sentido ¢.2172C>A encontrada neste estudo foi identificada em um
paciente portador de RM severo com dificuldade de aprendizado, baixa estatura e
agressividade (Figura 19). A andlise de segregacdo da mutagdo c.2172C>A foi realizada na
familia do paciente (Fig. 20, 11.4). Foram analisados a mée e trés irmaos do probando, dois
irmaos intelectualmente normais e um irmdo portador de RM idiopatico. Nao foi possivel o
contato com o irmao mais velho do probando (Fig. 20, 11.1), impedindo a analise molecular
do mesmo. A mutagdo c.2172C>A foi encontrada no irmédo afetado (Fig. 20, 11.2) e em
heterozigose na mae do probando. Os dois irmdos normais ndo apresentaram a mutacao

nonsense (Figura 20, 11.3 e 11.6).

A

SCTACGACTGACCAGACGGCCTTGTCTGCCTTTCCCACATCAATGATCTCTGCAAGTGC

CTACGACTGCCCAGACGGCCTTGTCTGCCTTTCCCACATCAATGATCTCTGCAAG

Figura 19: Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do exon 15,
mostrando a sequéncia selvagem do gene JARID1C (A) e a variante sem sentido c.2172C>A,
encontrada no paciente 1073 (B).
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1 @ RM severo

Baixa estatura
i Agressividade
ACTG ACCAGAC Problemas na fala

| } | |

ACTGCCCAGAC

JACTGACCAGAC ACTGCCCAGAC
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Figura 20: Heredograma mostrando a segregacdo da variante ¢.2172C>A na familia do paciente
1073 (11.4). Nao foi possivel o contato com o individuo Il.1, impedindo a analisemolecular do mesmo.

3.1.2.1 - Anélise da expressao da mutacdo ¢.2172C>A

A andlise de expressdo do gene JARID1C na familia com a mutagédo ¢.2172C>A, em
colaboragdo com o grupo do Dr Lars Jensene do Dr Andreas Kuss (Departamento de Genética
Molecular Humana, Max Planck Institute for Molecular Genetics, Alemanha) foi realizada
nos dois irmaos afetados (Fig.20, 11:2 e 11:4), dois irmaos normais (Fig. 20, 11:3 e 11:6) e dois
controles brasileiros de mesma etnia. Foi observado que ambos os irmaos afetados apresentam
niveis reduzidos do transcrito JARID1C em comparagdo com os irmaos ndo afetados (Fig.20,
11:3 e 11:6) e os controles (Tabela 6).

Os resultados referentes ao estudo da expressdo génica da mutacdo nonsense
€.2172C>A do JARID1C integraram um trabalho submetido que esta em processo de revisao
[“A novel nonsense mutation in JARID1C gene causing mental retardation, short stature and

speech delay ” — submetido em Janeiro de 2011 (Anexo D)].
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Tabela6: Diferentes niveis de expressdo dos transcritos do gene JARID1C entre controles e pacientes.

Individuo Expressao?
11:2 (afetado) 0,313
11:4 (afetado) 0,322
11:3 (irm&o normal) 0,747
11:63 (irmdo normal) 0,703
Controle normal 1 (ndo aparentado) 1,615
Controle normal 2 (ndo aparentado) 1,275

*normalizado em comparagdo com a expresséo do GAPDH.

3.1.3 Analise da variante ¢.1794C>G

A mutagéo silenciosa ¢.1794C>G causa a troca de uma citosina por uma guanina e foi
encontrada em um menino portador de RM, comportamento agressivo e atraso na fala
(Figura 21).

A

GTTGTAGCCTTGGTTGAAGCCGC TG TGGTAAGCACGC GGG AAGGTG ATGACAAACTCTCCTGCACACTGGT

Figura 21: Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do produto da PCR do éxon 13,
mostrando a sequéncia selvagem do gene JARID1C (A) e a variante silenciosa ¢.1794C>G, encontrada
no paciente 1353 (B).

Dentre os 121 pacientes analisados, nenhuma alteracdo foi identificada nos éxons 9,
11, 12 e 16 do gene JARIDI1C, através da técnica de sequenciamento. A figura 22 mostra a

posicdo das trés variantes encontradas neste estudo ao longo do gene JARIDI1C,
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esquematizando suas localizagcBes referentes aos dominios e aos éxons nas quais se

encontram.

p.Pro598Pro ¢.2243+11 6>T

L 4

(B B T B 0 0]

13-59 76-184 326-374 501-617 T707-760 1187-1250

p.Cys724X

c.2243+11 6>T
9 10 11 12 13 14 15 l16

—— - HE—- —

p.Cys724X

Legenda p.Pro598Pro
B amin [] P Zinc finger

B Arid/eright . ImjC

|:| C5HC2 Zinc finger
exons —— introns

Figura 22: Esquema do gene JARID1C e a localizagéo das trés variantes encontradas neste
estudo.

3.2 Analise de microrrearranjos de desequilibrio genético pela técnica de MLPA

Investigamos a variagdo do numero de cOpias em 47 regibes que compreendem 16
genes diferentes: PQBP1, TM4SF2, ARX, ILIRAPL1, RPS6KA3, OPHN1, FACL4, DCX,
PAK3, AGTR2, ARHGEF6, FMR1, FMR2, GDI1, SLC6A8 e HUWEL. A analise molecular de
microrrearranjos através da técnica de MLPA no grupo de 108 pacientes com RMLX revelou
a presenca de uma duplicagdono gene GDI1 e no gene HUWE1(Anexo E).

Infelizmente ndo foi possivel realizar a analise molecular de alguns pacientes.
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3.2.1 Padronizacédo da técnica de MLPA

Atualmente, diferentes técnicas séo realizadas para a deteccao de alteracdes do numero
de codpias de sequéncias. A maioria dessas técnicas ndo sdo capazes de detectar delecBes ou
duplicagcbes de éxons individualmente. Além disso, muitas vezes sdo técnicas demoradas,
dificeis de implementar ou exigem grande quantidade de DNA.

A MLPA é uma técnica simples, por ser baseada na PCR, sensivel, que demanda
pequena quantidade da amostra, apresenta custo moderado e ndo exige diferentes tipos de
equipamentos (somente termociclador e sequenciador automatico). Apesar da técnica ser
inovadora e uma ferramenta poderosa na area de deteccdo das VNCs, 0 nosso grupo enfrentou
problemas na implementacdo da mesma.

O fabricante revela que a concentracdo de DNA utilizada na técnica pode variar entre
20 e 500 ng, mas que deve encontrar-se na faixa preferencial de 50 a100ng. Foi escolhida a
concentracdo de 150 ng para a realizacdo do experimento, pois apesar de alguns picos iniciais
de menor tamanho ultrapassarem o limite esperado em alguns ensaios, os picos finais de
maiores tamanhos, muitas vezes tinham um tamanho trés vezes menor que 0s picos iniciais.
Portanto, inicialmente optamos por ndo diminuir a concentracdo do DNA em virtude de néo
reduzir ainda mais o tamanho desses picos finais. Entretanto, ao longo dos experimentos
pudemos observar que aqueles picos iniciais que ultrapassavam o limiar esperado,
acarretavam em alteracfes nos dados durante a analise, podendo induzir a resultados falso
negativos.

Para uma quantificagdo precisa € necessario verificar se a eficiéncia da técnica
independe da concentracdo inicial de DNA no ensaio. Foram utilizadas diferentes diluicdes da
amostra de DNA de um paciente que ndo apresentou alteracbes, correspondendo a
concentragdesde DNA de aproximadamente 50 ng, 100 ng e 150 ng. Os resultados do teste de
diluicdo de DNA apontaram que a reagdo mantém a sua eficiéncia em variadas concentracoes
de DNA, entretanto notamos que menores concentragdes de DNA reduzem a propor¢do de
sondas que atingem tamanho que ultrapassam o limiar desejado.

Outro problema bastante frequente ocorreu na amplificacdo de algumas sondas em
particular (134, 154, 160, 196, 248, 436 e 453) (Figura 23). Ao compararmos o protocolo do
nosso Kit P106 ao outro kit utilizado por nosso grupo, para analise de alteracGes no nimero

de cdpias de genes relacionados & doenca de Parkinson, pudemos observar a presenca de
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sondas especificas de 88 e 96 nt para a confirmagdo da desnaturacdo, os chamados D-
fragments, ausentes em nosso Kit.

Além disso, ao avaliarmos a localizacdo das sondas alteradas observamos que se
localizavam dentro ou préximas da regido promotora de seus respectivos genes.Os
dinucleotideos CGs ndo encontram-se aleatoriamente no genoma humano. A maioria das
regides ricas em CG, conhecidas como ilhas CpGs € encontrada dentro ou préximas a regides
promotoras de genes em aproximadamente 50% a 60% dos genes humanos (Bock et al.,
2002). Algumas sondas localizam-se dentro ou perto de ilhas CpGs, o que poderia dificultar o
processo de desnaturagdo. Um sinal abaixo do esperado dessas sondas poderia indicar que a
desnaturacdo do DNA da amostra foi incompleta.
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Figura 23: Dado bruto referente a corrida de um paciente sem alteragéo (A) e de um paciente
gue apresentou sondas ricas em CG alteradas (B).

Por conseguinte, tivemos grande dificuldade no processo de desnaturacdo das
amostras. Segundo a empresa o tempo ideal para a desnaturacdo do DNA era de 5 minutos,
entretanto por acreditarmos que nossa amostra apresentava desnaturacdo incompleta, optamos
por aumentar a desnaturagdo para 40 minutos, como recomendado pelo fabricante nos casos
em que houvesse desnaturacdo incompleta. Mesmo apds o aumento do tempo de
desnaturacao, algumas reac@es continuaram a apresentar diferentes picos de tamanho alterado.

Tendo em vista que os Kits poderiam ser alterados pela empresa fornecedora, o ultimo
Kit que solicitamos havia sofrido alteracOes, apresentando 47 sondas, dentre elas 2 sondas para
0 gene HUWE1 euma sonda extra para o gene AGTR2. Além disso, trés fragmentos de
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controle da desnaturacdo do DNA (D-fragments), de vital importancia para verificagdo da
eficiéncia da reacdo assim como, a realizacdo das analises foram incluidos (Figura 24).
Assim como novas sondas foram adicionadas, sondas antigas que apresentavam
frequentes variagdes em diferentes ensaios foram retiradas, como por exemplo, as sondas
referentes ao éxon 2 do gene FMR2 e a regido promotora do gene FACL4, as quais sao ricas
em dinucleotideos CG. O proprio fabricante relatou que essas sondas e quaisquer outras
sondas ricas em CG podem apresentar sinal baixo como consequéncia da desnaturacdo

incompleta desta regido.
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Figura 24: Diferencgas entre as corridas dos kits P106 (B) e P106-B1 (A), destacando principalmente a
presenca dos fragmentos de desnaturacdo 88 e 96 nt (D-fragments) no kit P106-B1.

foor—

Somente apds adquirirmos a nova versao do kit (kit P106-B1) pudemos nos certificar
que as sondas alteradas que se localizavam predominantemente em sitios ricos em
dinucleotideos CG e consequentemente estavam diretamente relacionadas a desnaturacdo
incompleta (Figura 25). Desta forma, reduzimos a concentracdo inicial de DNA, com a
finalidade de restringir a eventual presenca de sal na amostra, o que dificultaria sua

desnaturacdo, o que nos permitiu obter resultados reprodutiveis e confiaveis.



64

Coffalyser MLPA - DAT

P106-B MLPA sem control probes txt

FLUN NAMVE oAl (LA NoP UG OK? MJF DO QK7 (88) DD K7 (98)
123(1,0) 2010-12.17_E11 158"GMsTXT b Ok 47 47 YES Man oK oK
123 2010-12-17_EOS 130 "GMsTXT a2 oK 4 N YES Moo o oK
1339 2010:12.17_D10 1280°GMs TXT £ oK 47 o YES Mo oK oK
1365 2010-12-17_F10 150"GMS TXT 12 oK 47 &7 YES Mo oK oK
1425 2010:12.17_G10 120" GMs TXT 22 oK 4 4 YES Maje oK oK
Reterence runs OC 1431 2010-12:17_H10 138°GMsTXT 1t oK 7 'Y YES Mo oK oK
Samgle runs OC 1465 2010-12:17_A11 150" GMsTXT 04 oK 47 47 YES Mo oK o
1463 2010-12:17_AO7 f50"GMsTXT 88 oK 47 o YES Mo o oK
P S SR T PSS T 1521 (1,0) 20101247 _F11 150°GMsTXT 1t oK 47 Ll YES Mo oK o
New project 19-12-2010 091721 ¢ 1521 2010-12:17_BO7 150°"GMsTXT i oK 47 47 YES Maie oK o
____________________________ 1548 20101217 _CO7 128°GMs TXT 11 oK 4 a7 YES Mo oK o
Reterence runs 1550 (1,0) 20101217 _E12 150°"OMSTXT 1t oK 47 47 YES Mo o oK
Samgple runs 1550 2010-12:17_DO7 150" GMs TXT £ oK 4 o YES Waie oK o
1575 2010:12:17_EO7 150" GMsTXT a2 oK 47 47 YES Mar o oK
1576 2010-12-17_FO7 130"GMs TXT a2 oK o 4 YES Moe oK o
1577 20101217 _GO7 120" GMs TXT £ oK a o YES Male o o
1584 (1 0) 2010-12:17_D12 130" GM TXT 1 oK 47 4 YES Mur oK oK
1584 2010-12-17_MOT 126"GMsTXT 12 oK 47 LH YES Mo oK o
1641 2010-12.17_DO08 158" GMsTXT 11 oK 4 o YES Mo oK O
196 2010-12.17_FO08 150"OMsTXT 12 oK 4 e YES Man oK oK
21421 0) 20101217 _B12 120°"GMs TXT 4 oK 4 'Y YES Moy o o
2142 2010:12:17_C10 150"OMs TXT 1 oK 47 47 YES Mo oK oK
2152 2010-12-17_B10 130"OMs TXT 12 oK 47 &7 YES Maie o o
2165 20101217 _HO3 158°"GMs TXT oK a L YES Mo o o
2228 2010-12-17_GO9 150"GMs TXT 111 oK 4 4 YES M oK oK
2261 (1 0) 20101217 _H12 120°"GMs TXT 24 oK 4 4 YES Maje oK oK
2261 2010-12.17_EOD 158" GMSTXT 1t oK a7 7 YES Mo oK oK
2260 2010-12:17_C09 130" GMs TXT £ oK a7 47 YES Moar o oK
2268 2010:12.17 D09 158 "GMs TXT 1 oK 4 o YES Mo oK O
2295 (1 0) 20101217 _C12 120" OMs TXT 1t oK a7 LH YES Male o oK
2296 20101217 _HOS 158 "GMsTXT 1 oK a7 & YES L oK oK
2299 20101217 _FO9 130" GMs TXT tat Tookw 47 s YES Moie oK o

Coffalyser MLPA - D

P106 MLPA probemix lot 0307, 1005, 0405 xt Library Al MLPA nuxes Raw MLPA data Data filterng
! Settings someeeees
ELTERED DATA RUN NAME [ONAL NP NCP LGOK: MIF N DDOKI(88) DOOK?(96)
1. 1198 (1,0)2010-11-10_GOB fsa’GMSTXT .bxt Lo A | A . M Incomplete  Incomplete
.............................. 1216 (0,5)2010-11-10_D09.fsa"GMsTXT xt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
New project 21-12-2010 160715 ¢ 1497 (1,0)2010-11-10_DO6 fsa"GMSTXT txt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
_— 1505 (0,5-0,15)2010-11-11_D11 ts"GMsTXT txt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
1508 (1,0)2010-11-10_C08 fsa"GMsTXT txt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
Reference runs GC 1520 (1,0)2010-11-10_C07 fsa"GMsTXT ixt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
Sample runs QC 1548 (1,0)2010-11-10_DO7 fsa"GMsTXT xt OK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
1577 (1 ,0)2010-11-10_EO06 fsa"GMsTXT txt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
______________________________ 1586 (1,0)2010-11-10_B06 fsa"GMsTXT ixt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
New project 21-12-2010160715F 1656 (0,5)2010-11-10_C08 fsa"GMsTAT txt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
______________________________ 1663 (0,5-0,15)2010-11-11 _A11 1s"GMsTXT txt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
Refarence runs 1663 (1,0)2010-11-10_HOS fsa"GMSTXT txt OK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
Sample runs 1713 (1 ,0)2010-11-10_A07 fsa"GMsTXT txt oK 44 44 YES Made Incomplete Incomplete
403 (1,002010-11-10_E05 1sa"GMsTXT txt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
511 (0,5)2010-11-10_F07 fsa"GMsTXT txt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
58 (0,3-0,15)2010-11-10_A10.fsa"GMsTXT ixt oK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
766 (1,0)02010-11-10_G05 fsa"GMsTAT txt OK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete
775 (1,0)2010-11-10_F05 fsa"GMsTXT txt OK 44 44 YES Male Incomplete Incomplete

Figura 25: Diferengas nos picos de desnaturacdo entre os kits P106-B1 (acima) e P106
(abaixo) observados durante a analise através do programa Coffalyser.
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3.2.1 Anélise da variacdo do numero de coOpias de 47 reqides de genes localizados no

cromossomo X associados ao RM

Observamos que o tamanho (&rea ou altura dos picos) das sondas é Unico para cada
paciente, podendo apresentar uma sutil variacdo a cada corrida realizada. Tendo em vista que
diferentemente de outros Kits, o kit selecionado ndo apresenta control probes, sdo referéncias
internas de nimero de cdpias invariaveis e conhecidas que podem ser usadas no processo de
normalizacéo, principalmente em kits que apresentam alta freqiiéncia de VNCs, optamos por
utilizar um método mais robusto para andlise dos resultados. Sendo assim, a comparagao
inicialmente é feita pela normalizacdo através da mediana dos valores das sondas contra elas
mesmas para que haja uma comparacéo efetiva entre dois pacientes que possam ter variado
em concentracdo inicial de DNA e intensidade de fluorescéncia na corrida como um todo.
Posteriormente, é criada a mediana do valor relativo a cada pico entre todos os pacientes,
entdoa relacdo do valor de um pico individual comparado a média gera o numero de cépias
relativo daquela regido no paciente estudado.

Ao realizarmos a analise através do software Coffalyser, observamos que o paciente
58 exibiu uma duplicacdo envolvendo as duas sondas referentes aos éxons 1 e 5 do gene
GDI1, resultando no aumento do nimero de copias do gene (Figura 26). Em seguida, a
andlise através do kit P106-B1 revelou que o paciente 58 também apresentava duplicacdo no
éxon 7 do gene GDI1 (Figura 27).
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Figura 26: Dado bruto referente a corrida do paciente 58 (acima) e de um paciente normal
(abaixo).
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Figura 27: Gréfico referente ao paciente 58, portador de duplicacdo no gene GDI1, gerado

pelo programa Coffalyser. Analise realizada utilizando o kit P106 (acima) e o kit P106-B1 (abaixo).
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Assim como o0 paciente 58, observamos que 0 paciente 2288 apresentava uma

61 no gene HUWEL (Figura 28).
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Figura 28: Dado bruto referente a analise do paciente 2288 (A) e o grafico gerado a partir da analise

pelo Coffalyser (B).
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisados 121 individuos com RM provenientes de familias, nas
quais a condicao segrega, possivelmente, de forma ligada ao X, ou seja, familias que possuem
dois ou mais homens com RM em diferentes geracdes interligados pela via materna. Através
da analise molecular do gene JARID1C, foram identificadas 3 variantes, a mutacdo intrénica
€.2243+11 G>T, a mutacdo silenciosa ¢.1794C>G e a mutacdo sem sentido ¢.2172C>A.
Nossos achados ampliaram o nimero de mutac6es no gene JARID1C e confirmaram o papel
do gene na etiopatologia do RM, auxiliando na melhor compreenséo da funcdo cognitiva e
dos casos inexplicados de RMLX. Além disso, através da utilizacdo da técnica de MLPA,
identificamos uma duplicacdo no gene GDIle no gene HUWEL, localizados no cromossomo
X em dois pacientes do sexo masculino com RM. Estudos para identificacdo de VNCs no
cromossomo X tém revelado novos genes importantes na etiologia do RMLX. Ainda assim,
para algumas VNCs ndo esta claro se as mesmas estdo associadas com a doenca ou se s&o

variantes benignas.

4.1 Mutacgdes pontuais no gene JARID1C

A metilagdo de histonas, um mecanismo epigenético de remodelagem da cromatina,
foi recentemente ligado a uma serie de disturbios neuroldgicos e psiquiatricos, sugerindo que
este processo tenha grande importancia no desenvolvimento normal e na fungcdo do cérebro
(Akbarian & Huang, 2009). A metilacdo de histonas estd envolvida em processos nucleares,
tais como, a replicacdo do DNA, recombinacéo, reparo, transcricdo e encadeamento do RNA
(Xu & Andreassi, 2010). Diferentes desmetilases e metiltransferases que atuam
especificamente na H3K4 tém sido implicados em desordens do cérebro. Desta forma, tem
sido sugerido um papel para a proteina desmetilase JARID1C, que atua em H3K4, no RM
quando mutada (Jensen et al., 2005; Santos et al., 2006; Tzschach et al., 2006; Abidi et al.,
2008; Adegbola et al., 2008; Rujirabanjerd et al., 2010).

O rastreamento de mutagdes ao longo do gene JARID1C em familias com RMLX tem
revelado que este gene pode ser um dos genes mais frequentemente mutados. Como nem
todos os sistemas neurais sdo igualmente afetados por mutacdes no JARID1C, a percepcéo

sensorial e motora, por exemplo, sdo em grande parte intactos nestes pacientes. Por outro
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lado, é possivel que 0 JARID1C seja particularmente importante em regides do cérebro onde é
expresso em niveis elevados (por exemplo, o hipocampo) e que as funcdes neurais associadas
a estas regides do cérebro sejam as mais afetadas (Xu & Andreassi, 2010).

Até o momento, somente seis estudos rastrearam variantes patogénicas no gene
JARID1C, que podem estar presente em até 3% da populacdo analisada, ratificando a sua alta
taxa mutacional (Jensen et al., 2005; Tzschach et al., 2006; Santos et al., 2006; Abidi et al.,
2008; Adegbola et al., 2008; Rujirabanjerd et al., 2010). Entretanto, nenhum estudo foi
realizado na América do Sul. Ao todo, 28 variantes foram encontradas, dentre as quais 20
foram consideradas patogénicas. Dentre os estudos realizados, quatro analisaram a populagéo
européia (Consorcio europeu RMLX) (Jensen et al., 2005; Tzschach et al., 2006; Santos et
al., 2006; Rujirabanjerd et al., 2010) e dois estudos investigaram a populagdo norte-americana
(Abidi et al., 2008; Adegbola et al., 2008). Portanto, este € o primeiro trabalho a rastrear
mutagdes no gene JARID1C em homens brasileiros. Com base em nossos resultados e dados
da literatura, podemos observar que apesar do JARID1C ser um gene frequentemente mutado,
cada mutacdo individual apresenta baixa frequéncia, sendo geralmente identificada em uma
Unica familia. Até mesmo os polimorfismos e as alteragdes intrénicas encontradas nos
diferentes estudos apresentam uma frequéncia reduzida, o que reforca a importancia do

rastreamento de mutag6es no gene JARID1C em diferentes populagdes.

4.1.1 Variante intrénica ¢.2243+11 G>T

A variante intronica c.2243+11 G>T identificada em nosso estudo foi a mais
frequente, sendo encontrada em 67% dos pacientes. Todas as outras alteragdes intronicas
descritas até o momento (c.-239G>A, c.-90G>A, ¢.522+19G>A, ¢.2243+11G>T e ¢.2517-
7_8insTAC) néo acarretaram em alteragdes na proteina, ndo tendo sido associadas ao fenotipo
do RMLX.

A variante ¢.2243+11 G>T ndo causa alteracGes na proteina e foi descrita como um
polimorfismo no estudo pioneiro de Jensen e colaboradores (Jensenet al., 2005), com uma
frequéncia significantemente mais baixa (2,8%) que a encontrada neste estudo. Esta variante
encontra-se localizada proxima a regido codificante do dominio dedo de zinco C5HC2.
Apesar deste dominio ndo ter sua funcdo bem estabelecida, estudos funcionais de
substituicbes de nucleotideos nele localizadas demonstraram perda parcial da funcdo de
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desmetilase de histona (Iwase et al., 2007; Tahiliani et al., 2007). Desta maneira, optamos por
realizar a analise in silico dessa variante através das ferramentas eletrénicas SpliceView e
NNsplice. Estas andlises demonstraram que mesmo localizada em uma regido altamente
conservada, a variante ¢.2243+11 G>T ndo possui nenhuma influéncia significativa nos sitios

doadores e receptores do encadeamento do intron 16 do gene JARID1C.

4.1.2 Mutacdo silenciosa ¢.1794C>G

O probando com a variante silenciosa ¢.1794C>G foi encaminhado ao SERVGEN em
2005 aos 11 anos de idade para a realizagdo do exame molecular para a sindrome do X-fragil.
Apresentava as seguintes caracteristicas clinicas: RM, face alongada, orelhas grandes,
mandibula proeminente, hiperatividade, movimento estereotipado das méos, comportamento
agressivo e atraso na fala, tendo sido o Unico paciente de nossa amostra que apresentou esta
mutacédo, o que corresponde a 0,83%.A variante ¢.1794C>G (p.Pro598Pro) nunca foi descrita
e apesar de ndo levara troca de aminoacido na proteina JARID1C, situa-se no dominio JmjC e
0 aminoacido prolina em questdo ¢é altamente conservado ao longo das espeécies.

O dominio JmjC é o principal responsavel pela atividade enzimatica de desmetilase de
histona da proteina JARID1C (Tahiliani et al., 2007). Juntamente com outras duas mutacoes
missense recentemente descritas (p.Glu468GlyfsX2 ep.Pro544Thr) (Abidi et al., 2008;
Rujirabanjerd et al., 2010), estas sdo as Unicas mutacfes que localizam-se neste dominio.
Especulou-se, portanto, que apesar desta transicdo nao provocar alteracdo de aminoéacido,
poderia levar a ativacdo de um sitio de encadeamento oculto.

Tradicionalmente, o efeito de uma mutacdo de ponto podia ser deduzido a partir da
alteracdo provocada no aminoacido, sendo as variantes silenciosas classificadas como neutras.
Todavia, atualmente, sabemos que algumas mutagdes exonicas, mesmo nao afetando o
aminoacido, podem alterar elementos reguladores do encadeamento e levar ao processamento
errado do pré-RNAm (Cartegni et al., 2002). Entre os diferentes exemplos de elementoscis
reguladores localizados nos introns e éxons, estdo o0s acentuadores exénicos de encadeamento
(ESE - exonic splicing enhancers), pequenas sequéncias de oligonucleotideos localizadas na
maioria, se ndo em todos 0s exons, que sdo importantes para o correto encadeamento do preé-
RNAmMm, atuando principalmente na regulagdo do encadeamento alternativo (Liu et al., 1998).
Considerando que cerca de 50% das muta¢Bes pontuais em genes responsaveis por ocasionar
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doencas resultam em efeitos deletérios sobre o processamento do pré-RNAm (Cartegni et al.,
2002), ndo devemos ignorar uma variante de sequéncia, mesmo que silenciosa, até que seus
efeitos sobre o processo de encadeamento sejam considerados.

Variagdes nos elementos reguladores do encadeamento sdo praticamente impossiveis
de serem identificadas exclusivamente através da andlise da sequéncia alterada (Baralle &
Baralle, 2005). Desta forma, para avaliar se uma mutagdo pode resultar na criacdo ou na
eliminacdo de uma sequéncia exonica acentuadora de encadeamento estdo disponiveis,
atualmente, dois recursos eletronicos: ESEfinder (Cartegni et al., 2002) e RESCUE-ESE
(Fairbrother et al., 2002). Entretanto, o uso dessas ferramentas eletronicas ndo confirmou a
hipotese da alteracdoc.1794C>G levar a ativagdo de um sitio de encadeamento oculto.

Além disso, nenhuma das muta¢6es pontuais silenciosas, p.Lys188Lys, p.GIn588GIn e
Pro598Pro descritas no gene JARID1C até o momento (Jensen et al., 2005), foi considerada
patogénica. Outro fato que suporta a sua natureza ndo patogénica da mutacdo silenciosa
encontrada foi a identificacdo de outra variante silenciosa na mesma posigdo €.1794C>T
(p.Pro598Pro), mas que leva a troca do nucleotideo citosina por timina, por Jensen e
colaboradores (2005). Sendo assim, considerando os dados da literatura abrangendo anélises
moleculares, estudos na populacdo normal e anélises in silico, incluindo aquelas realizadas
por nosso grupo de pesquisa, parece correta a classificagdo da variante silenciosa ¢.1794C>G

como nao patogeénica.

4.1.3 Mutacdo nonsense ¢.2172C>A

A mutagdo nonsense inédita c.2172C>A encontra-se localizada no dominio C5HC2
dedo de zinco e introduz um codon de parada prematuro na posicdo 724 da proteina
(p.Cys724X). Apesar da funcdo desse dominio ainda ser incerta, 0 dominio em si contém oito
residuos de zinco ligantes e pode ter uma fungdo de ligacdo ao DNA (Yi et al., 2007), sendo
conservado entre as proteinas da familia JARID1. Estudos funcionais de quatro mutacoes
localizadas nessa regido (p.Phe642Leu, p.Leu731Phe, p.Glu698Lys e p.Tyr751Cys) (Iwase et
al., 2007; Tahiliani et al., 2007) mostraram que todas as substituicdes de nucleotideos causam
perda parcial da funcdo de desmetilase de histonas, enquanto proteinas que possuem mutacoes
associadas a fenotipos menos severos (p.Tyr751Cys) tendem a ter niveis mais elevados de
atividade enzimética (lwase et al., 2007; Tahiliani et al., 2007).
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Visto que a variante nonsense c¢.2172C>A, encontrada em nosso estudo ndo foi
descrita anteriormente, realizamos diferentes analises para esclarecer a sua patogenicidade.

Mutac¢6es no gene JARID1C podem gerar um amplo espectro de fendtipos, que vai do
RM ndo sindromico ao RM sindrémico. As caracteristicas mais comuns observadas em
individuos afetados relatadas até agora sdao baixa estatura, agressividade e convulsdes (Abidi
et al., 2008), enquanto que em alguns casos a microcefalia se faz presente (Tzschach et al.,
2006;. Abidi et al., 2008;. Adegbola et al., 2008).

A familia brasileira analisada neste estudo consiste de trés irméos afetados e uma mée
com comprometimento cognitivo leve. O probando, um garoto de 14 anos (ano de nascimento
1996), é o quarto dos cinco filhos de um casal jovem ndo aparentado. Ele nasceu de parto
normal apds uma gravidez sem complicacBes e sem maiores intercorréncias no periodo
neonatal (peso de nascimento = 2,54 kg e comprimento desconhecido). Na idade de 24 meses,
foi reconhecido um atraso geral de desenvolvimento (controlou a cabeca aos 6 meses de
idade, sentou-se no 8° més de idade, e andou e falou com 24 meses de idade), bem como,
outras caracteristicas tais como a falha no desenvolvimento, dificuldades de aprendizagem,
comportamento agressivo, hiperatividade e infec¢bes respiratoria / urinarias regulares. A
investigacdo clinica incluiu resultados normais para erros inatos do metabolismo, tomografia
computadorizada (TC) e ultra-sonografia abdominal. Devido a uma historia idiopatica
familiar de RM, compativel com o padrdo RMLX, o probando foi encaminhado ao
SERVGEN em 2005. Ele exibiu um cariétipo normal e mutacGes nos genes FMR1, FMR2,
MECP2 e ARX foram descartadas, assim como duplicacdes / dele¢bes submicroscopicas ao
longo do cromossomo X (através da técnica de MLPA). Na idade de 12 anos e 6 meses, ele
falava algumas palavras, sem formar uma frase e exibia baixa estatura (altura = 130 cm,
abaixo do 3° percentil), baixo peso (28,85 kg, abaixo do 3° percentil), microcefalia
(circunferéncia da cabeca = 51 cm, abaixo do 3° percentil), palato ogival, hipoplasia maxilar e
pés pequenos, além de RM grave.

A mée que exibe a mutagdo em heterozigose € ligeiramente afetada, apresentando
deficiéncia intelectual leve. A andlise da segregacdo da variante nonsense na familia do
paciente revelou que a mutagéo foi herdada da mae e segrega juntamente com o fenétipo de
RMgrave, baixa estatura e comportamento agressivo, caracteristicas das mutacdes presentes

no gene JARID1C, uma vez que a variante esteve presente nos dois irméos genotipados com
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RM (Figura 25, os individuos 1.2 e 11.4), alem de estar ausente nos dois irméos
intelectualmente normais (Figura 25; individuos 11.3 e 11.6).

Embora ndo haja um fenoétipo aparente especifico para individuos com mutacdes no
JARID1C, a gravidade do fendétipo vai depender do tipo e da posi¢do da mutacéo ao longo do
gene. Algumas mulheres portadoras, com deficiéncia intelectual geralmente leve, também tém
sido relatadas. Estas incluem trés mulheres portadoras descritas por Abidi e colaboradores
(2008), uma mulher portadora descrita por Jensen e colaboradores (2005) e outra por
Tzschach e colaboradores (2006), trés relatadas por Rujirabanjerd e colaboradores (2010),
além da observada em nosso estudo. Ao todo, foram descritas nove mulheres, em sua maioria
ligeiramente afetadas. E sugestivo que a manifestacdo feminina seja causada pela expressdo
da mutacdo presente no gene JARID1C, porém este dado ndo é totalmente conclusivo,
podendo estar associado ao ambiente.

As mutacbes nonsense previamente encontradas no gene JARID1C resultam em
reducdo dos niveis de RNAm (Jensen et al., 2005), portanto nosso grupo em colaboragdo com
0 grupo do Dr Lars Jensen e do Dr Andreas Kuss (Departamento de Genética Molecular
Humana, Max Planck Institute for Molecular Genetics, Alemanha) testou se a variante sem
sentido ¢.2172C>A encontrada na familia brasileira também afeta o nivel de RNAm. Para
tanto, realizamos gRT-PCR no RNA extraido dos dois irméos afetados, dois irmaos normais e
dois controles brasileiros de mesma etnia. Ambos os irmdos afetados apresentam niveis
reduzidos do transcrito JARID1C em comparacdo com os irméos ndo afetados e os controles,
0 que sugere que a mutacdo nonsense estd relacionada ao fenotipo observado nesses
pacientes.

Dentre as mutacdes que levam aformacgdo de uma proteina truncada, além da relatada
neste estudo (p.Cys724X), apenas as descritas por Jensen e colaboradores (2005)
(p.Arg68fsX7, p.Arg694X e p.Trpl288X) e Rujirabanjerd e colaboradores (2010)
(p.Lys1087fs*43) foram avaliadas quanto a estabilidade do transcrito JARID1C. Ao
contrério das alteracdes p.Arg68fsX7 e p.Lys1087fs*43, uma reducdo significativa de
expressdao do JARID1C foi vista nas mutacbes p.Arg694X, p.Trpl288X e p.Cys724X,
sugerindo que o fendtipo de RM em individuos carreadores destas mutacdes resulta da perda
funcional da proteina JARID1C provavelmente devido ao decaimento do RNAmM mediado
pela mutagdo nonsense (NMD) (Bashyam, 2009; Silva & Romao, 2009). Esse mecanismo

garante a destruicdo dos transcritos que apresentam cddons de terminacdo prematuro para
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evitar consequéncias danosas a célula. Quanto a variante p.Arg68fsX7, na qual a perda de
transcritos nao foi observada, € possivel que a mutacdo leve ao fenétipo RM devido a perda
de dominios essenciais da proteina JARIDIC ou a producdo de uma proteina anormal derivada
do uso alternativo de uma metionina a jusante do éxon 2 (Jensen et al., 2005). No caso da
variante p.Lys1087fs*43, o cddon de terminacdo prematuro associado a mutagcdo ndo provoca
a degradacdo do RNAm, provavelmente porque a insergdo ocorre apenas a 52 nucleotideos do
limite do éxon 22-23 e, sendo portanto, insensivel ou apenas parcialmente sensivel a NMD
(Rujirabanjerd et al., 2010).

E importante salientar que as mutages nonsense podem n&o s6 prejudicar a atividade
da JARID1C, mas podem também alterar as funcdes dos seus respectivos genes-alvo.
Recentemente, perfis de expressdo do JARID1C realizados em linhas de células
linfoblastoides e sangue de pacientes com mutacdes nesse gene relacionadas ao RM
identificaram varios genes desregulados, incluindo os genes CMKOR1, KDM5B e KIAA0469,
expressos no cérebro (Jensen et al., 2010).

A maior parte das mutacbes descritas € gerada por alteracbes em aminoacidos
conservados, aumentando o risco da associacdo da alteracdo com o fenotipo de RMLX.
Apesar da variante ¢.2172C>A rastreada por nosso grupo nao apresentar 0 mesmo grau de
conservacdo que as alteracOes descritas previamente, o aminoécido situado no local onde
ocorre a mutacdo é conservado entre o gene JARID1C, o seu homologo JARID1D
estabelecido no cromossomo Y e o seu ortélogo Jaridlc no camundongo. O nivel de
identidade entre o gene e o seu homdélogo e o seu ortdélogo alcanca 85% e 94% de
similaridade, respectivamente. Esses nimeros representam os grupos com maior similaridade
com o gene JARID1C, tendo em vista que o grau de semelhanga entre 0 gene e 0s seus
homologos JARID1A, JARID1B e o seu ortélogo Lid (mosca da fruta) atingem 51%, 47% e

51%, respectivamente (Figura29).

JARIDIC
JARIDID
JARIDIA
JARIDIB
Jaridlc
Lid

Figura 29: Alinhamento da sequéncia parcial de aminoacidos dos quatro diferentes membros da
familia humana JARID1 (JARID1A, JARID1B, JARID1C e JARID1D), a proteina ortéloga Jaridlc
do camundongo ea proteina homologa Lid da mosca da fruta.
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4.1.4 MutacOes descritas na literatura

Treze mutacdes missense foram relatadas até 0 momento no gene JARID1C (Jensen et
al., 2005; Tzschach et al., 2006; Abidi et al., 2008; Adegbola et al., 2008; Rujirabanjerd et
al., 2010) e a severidade do fendtipo associado a variante pode variar. A maioria das
mutagdes localiza-se em torno ou dentro do dominio dedo de zinco C5HC2. Dentre elas,
grande parte das que se localizam no dominio C5HC2 e entre ele e o dominio JmjC resultam

em RM grave na presenca ou auséncia de epilepsia (Tabela7).



Tabela7:Mutagfes encontradas no gene JARID1C descritas na literatura.
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Autores Troca de Troca de Dominios | Classificagdo | Informacoes clinicas
nucleotideo aminoacido
Jensen et al., €.202_203insC p.Arg68fsx7 Entre frameshift RM severo,
2005 dominios/ comportamento
Exon 2 agressivo e convulsdo
Jensen et al., €.2080C>T p.Arg694Xx Entre Nonsense RM severo,
2005 dominios/ estrabismo, miopia e
Exon 15 baixa estatura
Jensen et al., €.3864G>A p.Trp1288X Entre Nonsense RM severo, epilepsia,
2005 dominios/ baixa estatura,
Exon 23 convulsao,microcefalia
Tzschach et €.994C>T p.Arg332X PHD/ Nonsense RM moderado a severo
al., 2006 Exon 8 e baixa estatura
Abidi et al., €.1583+5G>A p.Glu468GlyfsX2 JmjC/ frameshift RM severo, baixa
2008 intron 11 estatura, microcefalia e
hiperreflexia
Abidi etal., | c.4441_4442delAG | p.Argl481GlyfsX9 | C-terminal / frameshift RM severo, baixa
2008 Exon 26 estatura, macrocefalia,
hiperreflexia,
convulsbes
Rujirabanjerd | ¢.3258_3259insC p. Lys1087fs*43 C-terminal / frameshift RM moderado, baixa
et al., 2010 Exon 21 estatura, microcefalia,
hiperreflexia
Santos- c.2172C>A p.Cys724X C5HC2 dedo Nonsense RM severo, baixa
Reboucas et de zinco / estatura, microcefalia,
al., 2010 Exon 15 atraso e dificuldade na
fala e comportamento
agressivo
Jensen et al., €.1162G>T p.Ala388Pro PHD Missense RM leve, baixa
2005 estatura, dismorfismo
brando
Jensen et al., €.1204G>T p.Asp402Tyr - Missense RM severo, baixa
2005 estatura e
comportamento
agressivo
Jensen et al., c.2191C>T p.Leu731Phe JmjC/ Missense RM severo,
2005 C5HC2 dedo hiperreflexia,
de zinco comportamento
agressivo e estrabismo
Jensen et al., €.2092G>A p.Glu698Lys JmjC/ Missense RM severo, grande
2005 C5HC2 dedo circunferéncia da
de zinco cabeca
Tzschach et €.2252A>G p.Tyr751Cys C5HC2 dedo Missense RM moderado
al., 2006 de zinco
Tzschach et €.1924T7>C p.Phe642Leu JmjC/ Missense RM severo, convulsao,
al., 2006 C5HC2 dedo comportamento
de zinco agressivo, hiperreflexia
Tzschach et €.2248C>T p.Arg750Trp C5HC2 dedo Missense RM severo, baixa
al., 2006 de zinco estatura e dificuldade

na fala
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Em contraste com outros genes envolvidos com o RMLX, o JARID1C tem sido
destacado como um dos mais comumente mutado, justificando a avaliacdo de todo o gene,
assim como a analise de sua expressao, principalmente quando o fenotipo de baixa estatura
segrega com 0 RM em familias com pelo menos dois irmdos do sexo masculino afetados.
Ademais, a identificacdo de supostos novos mecanismos causadores de doencas associadas ao
JARID1C pode trazer novas pistas para desvendar as causas genéticas do RM, além de
contribuir para a compreensdo da rede epigenética envolvida na funcdo neural e na
aprendizagem. Além disso, a perspectiva de reverter as caracteristicas epigenéticas podem

fornecer novas ferramentas farmacoldgicas de intervencdo terapéutica.

4.2 Duplicacdes e delegdes em genes localizados no cromossomo X

Com mais de 215 entradas no banco de dados OMIM descrevendo entidades genéticas
associadas com RMLX e pelo menos 93 genes clonados até o momento (Al-Owain et al.,
2010), a abordagem diagnostica em pacientes com suspeita RMLX é considerada uma das
tarefas mais dificeis por parte dos clinicos.

Para analisar a presenga de microrrearranjos em genes presentes no cromossomo X e
associados ao RMLX, padronizamos o método de MLPA baseado em PCR multiplex. Este
método foi capaz de identificar corretamente homens saudaveis através do nimero de cdpias
observado nestes individuos. Aplicando este método em nossa amostra analisamos 16 genes
(PQBP1, TM4SF2, ARX, IL1RAPL1, RPS6KA3, OPHN1, FACL4, DCX, PAK3, AGTRZ2,
ARHGEF6, FMR1, FMR2, GDI1, SLC6A8 e HUWEL1) divididos em 47 regides e encontramos

dois individuosque apresentaram duplica¢6es no gene GDI e HUWEL.

4.2.1 Presenca de duplicacdo nos genes GDI1 e HUWEL1

Atualmente estima-se que cerca de 5% do genoma humano apresentam variag0es no
nimero de copias em individuos controles saudaveis (McCarroll et al., 2008; Perry et al.,
2008) e de que diferentes VNCs continuam a ser identificadas (Kiddet al., 2008), nosso
estudo, através da técnica de MLPA, revelou uma duplicacdo na regido Xq28, na qual se
encontra o gene GDI1.

O gene inibidor da dissocia¢do da Rab GDP 1 (GDI1) envolvido no RMLX-NS é um
regulador central dos membros da familia Rab GTPases, um grupo de pequenas GTPases

envolvidas na fusdo das vesiculas nas vias exocitica e endocitica (Novick & Zerial, 1997). O



79

GDI1 recicla proteinas Rab da membrana e sequestra a forma inativa da Rab ligada a GDP
situada no citosol para uso em diferentesciclos de transporte. O equilibrio entre a forma ligada
a membrana de Rab e o pool de reserva citosolica do complexo Rab-GDI1 é fundamental para
o trafico vesicular e liberacdo de neurotransmissores (Der Mardirossian& Bokoch, 2005).
Para garantir este equilibrio delicado, é necessaria uma dosagem critica da proteina GDI1.
Pelo menos seis dos genes envolvidos no RMLX codificam reguladores ou efetores de
proteinas Rho-GTPases, sugerindo um papel importante da via de sinalizacdo da Rho na
fungéo cognitiva (Kasri et al., 2008).

A regido Xg28 do braco longo do cromossomo X é de grande interesse, pois abriga
uma alta concentracdo de regides de repeticdo de baixas copias (LCR) préximas umas das
outras, que tornam esta regido propensa a recombinacdo,o que poderia associa-la a doencas
(del Gaudio et al., 2006; Bauters et al., 2008). As LCRs séo repeticBes ricas em A-T e
predispdem a rearranjos intra e intercromossémicos (Edelmann et al., 2001).

Em homens, a duplicagdo de qualquer parte do cromossomo X, exceto a regido
pseudoautossdmica, leva a dissomia funcional dos genes localizados no interior da alteracéo.
Vandewalle e colaboradores (2009) observaram que o aumento da dosagem génica dos genes
relacionados a0 RMLX pode resultar em um feno6tipo RM, mostrando que o aumento de duas
vezes da quantidade aparentemente critica da proteina correspondente pode afetar o
desenvolvimento cognitivo normal (Jehee et al., 2005; Van Esch et al., 2005; Froyen et al.,
2007; Madrigal et al., 2008).

O probando 58, foi encaminhado ao SERVGEN em 2000 aos 5 anos de idade para a
realizacdo do exame molecular para a sindrome do X-fragil, devido a historia idiopéatica
familiar de RM, compativel com o padrdo RMLX. O paciente € um menino de 14 anos de
idade, com desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal durante os primeiros
meses de vida, como relatado por seus pais. Depois disso, ele desenvolveu movimentos
estereotipados das médos, RM e apresentou quadro epiléptico.

Ele exibiu um cari6tipo normal e mutacdes nos genes FMR1, FMR2, e ARX foram
descartadas. Entretanto, a analise paralelamente realizada por nosso grupo do gene MECP2
demonstrou que o paciente apresentava duplicacdo deste gene, assim como a analise da mae
do paciente revelou um aumento de trés vezes na quantificacdo relativa em relacdo a um
homem saudavel do grupo controle, indicando trés copias do gene MECP2, mostrando a
presenca da duplicacdoem heterozigose (Campos et al., 2010). A fim de determinar a
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extensdo da duplicacdo no paciente, quatro genes, L1CAM, IRAK1, TKTL1l e GDI1,
localizados em cada lado do MECP2 foram testados, mas somente os genes IRAK1 e TKTL1
encontraram-se duplicados. Portanto, a analise paralelamente realizada por nosso grupo nao
havia identificado a duplicacdo na regido na qual se situa o gene GDI1.

Entretanto, é valido ressaltar, que o primer utilizado pornosso grupo na andlise
anterior do gene GDI1 se situava no éxon 10, enquanto a duplicagdo encontrada neste estudo
é referente aos éxons 1, 5 e 7 do gene. Desta forma, o resultado anteriormente obtido por
nosso grupo nao pode identificar a presenca da duplicagdo, assim como, a investigacdo do
gene através do MLPA nos permitiu inferir que o ponto de quebra encontra-se entre 0s éxons
7 e 10 do gene GDIL1.

E importante salientar também que apesar de apresentar a duplicacdo de uma regi&o do
gene GDI1, o fenotipo do paciente possivelmente ndo estd relacionado diretamente a
duplicacdo do gene e sim a extensdo da duplicacdo e, consequentemente, a duplicacdo de
diferentes regides de diferentes genes. Os rearranjos que afetam o gene MECP2, por
exemplo,ndo sdo recorrentes, isto é, as duplicacdes encontradas até o momento possuem
extensdes variadas e diferentes pontos de quebra (Meinset al., 2005; Van Esch et al., 2005;
del Gaudio et al., 2006; Bauters et al., 2008). O estudo anteriormente realizado por nosso
grupo observou através da dosagem dos genes LLCAM, IRAK1, TKTL e GDI1, que rodeiam o
gene MECP2, que a extensdo das duplicacbes no paciente 58 equivalia a uma regido de
aproximadamente 540 Kb. Observaram que cada paciente analisado possuia rearranjos de
tamanhos diferentes, concordando com a natureza ndo recorrente das duplicacfes na regido
X(q28 descritas na literatura (Meins et al., 2005; Van Esch et al., 2005; del Gaudio et al.,
2006; Bauters et al., 2008) e observaram a presenca de varios outros genes dentro da regido
duplicada.

Del Gaudio e colaboradores (2006) utilizando os dados da extensdo das duplicacdes do
gene MECP2 disponiveis na literatura especificaram uma regido minima comum nos
pacientes com RM em que estes rearranjos foram identificados e o MECP2 foi 0 Unico gene
inserido neste locus. No entanto, ndo se pode afirmar que os outros genes inseridos nas
duplicacdes ndo modulem, diretamente ou indiretamente, os quadros clinicos observados no
paciente. Sendo assim, é possivel considerar que o aumento da dose do gene GDI1 pode afetar
a transicdo molecular do complexo Rab GTPases, envolvido na sinalizagdo neuronal, nas suas

formas ativa e inativa, e consequentemente alterar a fungéo cognitiva.
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Atualmente ha poucos dados disponiveis na literatura utilizando a técnica de MLPA e
especificamente o kit p106 para analise de VNCs em homens com RM idiopatico. A maior
parte dos kits utilizados descritos na literatura estdo associados a sindromes previamente
conhecidas ou analisam as regifes subteloméricas. Madrigal e colaboradores (2007)
analisaram 80 pacientes através do kit P106 e observaram 4 diferentes alteracdes em 4
pacientes: trés duplicacfes (RPS6KA3, GDI1 e ARHGEF6) e uma delecdo (OPHN1). Os
autores realizaram a analise da expressdo do GDI1 e detectaram diferencas significativas entre
os individuos do sexo masculino afetados e controles do sexo masculino com uma expressao
de mRNA significantemente maior em pacientes portadores da duplicacdo (de 2,8 a 5 vezes
em comparagdo com os controles).

O estudo de Kirchof e colaboradores (2007) rastreou desequilibrios cromossémicos
em 15 dos 258 pacientes (5,8%) com retardo mental, caracteristicas dismorficas, e caridtipo
normal através dos kits PO64e P023. Al-Owain e colaboradores (2010) utilizaram o mesmo kit
utilizado por nosso grupo (P106) para analisar 0s éxons 1, 4, 12 e 20 no gene OPHNL, assim
como, a técnica de array-CGH em uma familia que era formada por quatro meninos
severamente afetados e uma menina que apresentavam hipoplasia cerebelar e caracteristicas
facias distintivas, intimamente relacionados a mutagdes no gene OPHNL.

O OPHN1 codifica para uma proteina de ativagdo Rho GTPase. Pelo menos seis dos
genes envolvidos no RMLX codificam reguladores ou efetores de proteinas Rho-GTPases,
sugerindo um papel importante via de sinalizacdo da Rho na funcdo cognitiva (Kasri et al.,
2008). O OPHN1 desempenha um papel essencial na maturacdo dependente de atividadee na
plasticidade das sinapses excitatdrias, controlando a sua estabilidade estrutural e funcional
(Higgins & Topaloglu, 2005; Nakano-Kobayashi et al., 2009; Nadif Kasri et al., 2009;
Humeau et al., 2009; Benarroch, 2007). Disfuncdo glutamatérgica e eficiéncia cinética
anormal da endocitose devido a alteracBes no gene OPHNL1 sdo considerados importantes
fatores que contribuem para 0 RMLX (Nakano-Kobayashi et al., 2009; Nadif Kasriet al.,
2009).

A anélise através da técnica de PCR detectou uma delecdo hemizig6tica de pelo menos
0s exons 7-15 no gene OPHN1 em dois irméaos afetados. Essa delecdo também foi identificada
nos dois irm&os, na irma e em outro irmdo através do MLPA. Além disso, um irmdo e a irma
avaliados pelo MLPA foram avaliados pelo array-CGH. Das 43 sondas que scanearam 0 gene
OPHN1 por completo, 5 sondas indicaram uma delecdo que envolve os exons 7-15, bem
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como uma parte do intron 15. Desta forma, os resultados demonstram que apesar de poucas
informacdes a respeito da técnica de MLPA como diagnostico de VNCs em RMLX, ela pode
ser considerada confiavel e pode ser aplicada na confirmacao dos resultados.

Além disso, foi encontrada uma duplicacdo no éxon 61 do gene HUWEL no probando
2288, que havia sido encaminhado ao SERVGEN em 2009 aos 29 anos de idade para a
realizacdo do exame molecular para a sindrome do X-fragil. Além do RM, observaram-se
outras caracteristicas neste individuo, como, microcefalia, fronte proeminente, palato alto, pés
planos, contato ocular pobre, movimentos estereotipados das méos, disturbios psiquiatricos,
fala rapida e repetitiva e atraso na fala.

A proteina HUWEL é uma ubiquitina ligase E3 inicialmente implicada na oncogénese.
Em casos de cancer colorretal, a superexpressio de HUWEL leva a um aumento da
ubiquitinacdo do supressor de tumor TP53 com sua subsequente degradacdo (Yoon et al.,
2005). O papel da TP53 tem sido implicado na manutencdo do equilibrio entre a geracédo
continua dos neuroblastos e sua eliminacdo atraves da apoptose (Medrano et al., 2005), sendo
assim, espera-se que niveis reduzidos de TP53 resultem em anormalidades no
desenvolvimento do sistema nervoso. Este processo tem sido demonstrado em camundongos
deficientes em tp53, em parte devido a super-producédo de precursores neuronais (Armstrong
et al., 1995). Além disso, a degradacdo da ubiquitina e de proteinas tem sido associada a
funcdo neuronal (Yi et al., 2007) e as mutacGes em varias proteinas envolvidas na via da
ubiquitina tém sido relacionadas ao RM (Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 1997; Zenker
et al., 2005; Nascimento et al., 2006; Tarpey et al., 2007). Por altimo, deve-se considerar
ainda que a disfuncdo do metabolismo da ubiquitina é uma marca registrada em diversas
doencas neuroldgicas (Ross et al., 2004; Bennett et al., 2007).

Froyen e colaboradores (2008) demonstraram que duplicac6es entre 0,3-0,8 Mb, que
estdo localizadas em Xpl11.22 e incluem duplicacbes nos genes HSD17B10 e HUWEL,
contribuem para alteracBes no desenvolvimento cognitivo normal. O fen6tipo dos pacientes
que apresentaram este tipo de duplicacdo, diferentemente daquele observado neste estudo, é
néo sindrémico com RM variando de leve a moderado, em cinco das seis familias analisadas.
No entanto, na familia adicionalque segrega uma duplicacdo relativamente pequena, 0S
autores ndo tiveram uma explicacao para o fenotipo sindrébmico, mas sugerem que a expressao
significantemente aumentada do gene HUWEL nesta familia possa estar relacionada a este
fendtipo peculiar. Os trés filhos apresentam retardo mental moderado, faces dismorficas,
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dificuldade notavel na fala, disartria grave e estatura normal. A mae partilha as mesmas
caracteristicas dismorficas dos filhos, mas ndo apresenta retardo mental. Além disso, a razdo
dos niveis elevados de expressao (4 - 7 vezes) observados nos genes SMC1A e HSD17B10 em
familias com um aumento de duas vezes no numero de cOpias desses genes permanece
desconhecida (Froyen et al., 2008).

Enguanto uma mutacao descrita no gene HSD17B10 j& havia sido associada a0 RMLX
e a coreoatetose (associacdo de movimentos involuntarios continuos, uniformes e lentos,
arritmicos e de inicio subito) (Lenski et al., 2007), o gene HUWEL ainda ndo havia sido
implicado no RMLX. Os dados de Froyen e colaboradores (2008) indicaram que mutacdes
pontuais no HUWEL estdo de fato associadas ao RM. Com base na anélise da expressao
global, que revelou niveis alterados de RNAm de diferentes genes envolvidos na via do ciclo
celular, os autores sugeriram que o gene HUWEL pode ser um dos principais contribuintes
para o fendtipo observado nos pacientes com duplicacdo. E importante salientar que estudos
que envolvam a expressdo da duplicacdo do gene HUWEL sdo necessarios para confirmacgao
da associacdo entre a duplicacdo e o fendtipo apresentado pelo probando. No momento,
estamos aguardando o retorno do probando 2288 para procedermos a analise de expressao do
gene HUWEL e a analise de segregacédo da duplicagdo em sua familia.

Sendo assim, este estudo representa o primeiro e Unico relato cientifico, até o
momento, relativo aorastreamento de variantes de seqiiéncia no gene JARID1C e variagdes no
numero de copias de genes localizados no cromossomo X em homens brasileiros com RM,

através da técnica de MLPA.
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5 CONCLUSOES

o Foi investigada a presenca de mutacdes pontuais no gene JARID1C em 121
pacientes do sexo masculino portadores de RM de origem desconhecida e trés variantes
desequéncia foram encontradas: a variante intrénica ¢.2243+11 G>T, a mutacao silenciosa
€.1794C>G e a mutacdo nonsense inédita c.2172C>A.

o A analise da expressdo da mutagdo nonsense ¢.2172C>A revelou que ambos 0s
irmaos afetados apresentam niveis reduzidos do transcrito JARID1C em comparacdo com 0S

irmaos nao afetados e os controles intelectualmente normais.

o Nossos resultados reforcam a associacdo entre 0S mecanismos epigenéticos
envolvendo a remodelagem da cromatina através do gene JARID1C e o RM e apbiam a
hipdtese de que mutacGes neste gene podem desempenhar um papel significativo no

desenvolvimento do RM de etiologia idiopatica.

o A investigacdo de microrrearranjos genéticos em uma amostra composta por
individuos com RMLX revelou a presenca de duas duplicacdes independentes envolvendo os
genes GDI1 e HUWEL, o que caracteriza uma baixa frequéncia destas alteragdes em genes

associados ao RMLX.

o Validamos a aplicacdo do método de MLPA e consideramos que este ofereca

uma opcao pratica e de médio custo no rastreamento de duplicacoes e delecdes.
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normas de Bioética descritas na resolugio 196/96 do Conselho Nacional de Satide. Qualquer individuo
selecionado podera se recusar a participar ou retirar o seu consentimento em qualquer momento da pesquisa,
sem que haja penalizag@o ou prejuizo ao seu atendimento.

O exame gratuito sera realizado a partir de amostras de DNA ja armazenadas nas dependéncias no
Servigo de Genética Humana da UERJ (regimento interno IBRAG 001/2008), sob a responsabilidade dos
pesquisadores envolvidos, cabendo ao doador ou ao seu responsavel o direito de retira-la do banco de DNA a
qualquer momento, se assim o desejar. Todos os procedimentos serdio acompanhados por uma equipe de
geneticistas e bi6logos. Cada amostra de material biol6gico serd identificada por numeros especificos e poderé
ser utilizada para investigagdes futuras, desde que mediante o consentimento dos doadores (ou de seus
responsaveis) e/ou da aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Instituigio.

As condigdes de sigilo quanto ao resultado do exame, assim como, a identidade dos pacientes sera
preservada. Aos responsaveis pelos pacientes serd fornecido todo e qualquer esclarecimento que se fizer
necessario antes e durante a realizagio da pesquisa. Os dados desta pesquisa podem vir a ser divulgados e
publicados cientificamente, respeitando a privacidade e o anonimato dos participantes, visando evitar a
exposicdo e a discriminagdo dos doadores e de suas familias.

Eu, , identidade n°
. responsavel pelo paciente acima citado, declaro que li e compreendi o que me foi
explicado e, desta forma, autorizo voluntariamente a participagdo no estudo.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador

7 Enderego e telefone para contat (Hordrio de atendimento: 9:00 — 17:00 horas): Rua Sdo Francisco Xavier, 524 — Pavilhdo
Haroldo Lisboa da Cunha - sala 501 - Maracana - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20550-013 - Tel: (021) 2587.7107 e 2587.7567 (ramal
27) - Fax (021) 2587.7377 - Email: cbs@uerj.br / pimentel(@uer;j.br.

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsavel, comunique o fato 2 Comissio de Etica em Pesquisa
da UERJ: Rua S#o Francisco Xavier, 524, sala 3020, bloco E, 3° andar, - Maracani - Rio de Janeiro, RJ, e-mail: etica@uerj.br -
Telefone: (021) 2569-3490. versdo 06/11/2008.
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ANEXO B - Carta do Comité de Etica em pesquisa da UERJ com a aprovagéo do projeto.

e Universidade 510 Estado do Rio de Janeiro/Sr2
? 3_:?; Comissédo de Etica em Pesquisa - COEP
UERJ

2 aadlV 3 Rua S@o Francisco Xavier, 524, bloco E, 3°. andar, sala 3018 - Maracana.
Peann®  CEP 20550-900 — Rio de Janeiro, RJ.
E - mail: etica@uerj.br - Telefone: (21) 2569-3490

PARECER COEP 062/2008

A Comiss#o de Etica em Pesquisa — COEP, em sua 11? Reunifio Ordinéria em 11 de dezembro de 2008,
analisou o protocolo de pesquisa n°. 031.2.2008, segundo as normas éticas vigentes no pais para pesquisa
envolvendo sujeitos humanos e emite seu parecer.

Projeto de pesquisa: “Caracterizagdo de desequilibrios genéticos e de alteragdes na remodelagem da
cromatina como causas do retardo mental ligado ao X de etiologia idiopdtica”

Pesquisador Responsavel: Profa Cintia Barros Santos-Rebougas

Institui¢io Responsavel: IBRAG/UERJ

Area do Conhecimento: 2.00- Ciéncias Biolégicas — 2.02- Genética

Palavras-chave: Retardo mental ligado ao X , JARID1C, MLPA

Sumario: A Pesquisa pretende investigar dois novos mecanismos moleculares em 100 individuos do
sexo masculino com retardo mental (RM) , partindo da premissa que 10%dos casos de RM com padrio
de heranga mendeliana sdo atribuidos ao cromossomo X, levando a uma prevaléncia do retardo mental
ligado a este cromossomo estimado em 1 a cada 600 homens na populagzo.

Objetivo: Correlacionar as alteragSes encontradas com o fenétipo investigado, de forma a gerar novos
subsidios para o entendimento sobre a funcionalidade dos genes envolvidos na cogni¢fo humana.

Consideragdes Finais: A COEP considerou o projeto relevante, atual e de grande importancia. O TCLE
claro e de facil compreensdo, redigido em linguagem acessivel. O curriculo da pesquisadora responsavel
demonstra que a mesma possui competéncia comprovada no tema da pesquisa e a metodologia utilizada
est4 adequada aos objetivos propostos.

Ante o exposto, COEP deliberou pela aprovagio do projeto.

Faz-se necessario apresentar Relatério Anual - previsto para dezembro de 2009, para cumprir o
disposto no item VII 13.d da RES. 196/96/CNS. Além disso, a COEP devera ser informada de fatos
relevantes que alterem o curso normal do estudo, devendo o pesquisador apresentar justificativa, caso o
projeto venha a ser interrompido e/ou os resultados nfo sejam publicados.

Situagfio: Projeto Aprovado Rio de Janeiro, 12 de dezembro de 2008.

B R
Prof. Dr. Olinto Pegofaro 5
Coordenador da Comisséio de Etica em Pesquisa - UERJ

Olinto Pegoraro
Corduonis

"omisso de Sica om Pesquisa - UER
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ANEXO C - Resultados da anélise molecular do gene JARID1C em individuos com RM

idiopatico
Registro Idade | Exon9 | Exon1l | Exon 12 Exon 13 Exon 15 Exon 16
(anos)
P58/00 5 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P123/95 10 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P196/97 4 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P201/97 19 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P213A/97 10 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P216A/97 16 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P232A/97 10 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P250/97 10 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P267/97 5 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P319/98 17 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P345/98 6 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P352/98 8 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P353/98 15 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P354/98 9 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P368/99 9 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P403/99 14 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P404/99 17 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P434/99 9 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P448/99 14 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P471/00 11 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P482/00 11 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P484/00 10 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P486/00 9 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P487/00 9 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P502/00 13 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P511/00 27 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P516/00 6 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P551/00 26 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P566/01 15 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P610/01 6 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P611/01 5 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P630/01 13 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P631/01 13 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P644/01 8 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P653/01 20 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P707/01 5 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P727/03 6 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
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P766/03 14 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P775/03 15 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P776/03 12 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P782/03 8 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P829/04 13 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P847/04 14 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P849/04 15 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P948/04 10 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P965/04 18 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P973/05 13 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P976A/05 8 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P979/05 17 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P986/05 9 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P987/05 22 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P998/05 6 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1009/05 11 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1010/05 7 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1011/05 10 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1012/05 12 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1015/05 8 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1023/05 16 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1058/05 12 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1073/05 8 Normal | Normal Normal Normal €.2172C>A Normal
P1075/05 20 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1076/05 14 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1083/05 14 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1087/05 11 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1089/05 17 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1098/05 5 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1100/05 9 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1104/05 4 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1106/05 5 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1109/05 14 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1110/05 10 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1115/05 47 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1116/05 4 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1126A/06 7 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1141/06 3 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1151/06 11 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1189/06 6 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1198/06 7 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
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P1199/06 9 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1200/06 13 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1205/06 7 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1213/06 10 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1216A/06 10 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1249/06 8 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1277/06 13 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1291/06 7 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1331/06 10 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1336/06 12 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1339/06 2 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1342/06 15 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1343/06 15 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1349/06 4 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1353/06 11 Normal | Normal Normal €.1794C>G | Normal Normal
P1365/07 12 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1370/07 15 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1380/07 9 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1424/07 13 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1425/07 11 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1431/07 13 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1466/07 10 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1468/07 7 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1497/07 3 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1505/07 11 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1508/07 9 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1517/07 4 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1520/07 13 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1521/07 10 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1548/07 13 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1550/07 9 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1575/07 25 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1576/07 31 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1577/07 9 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1584/07 6 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1596/07 5 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1603/07 5 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1615/07 7 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1641/07 16 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1656/07 10 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1663/07 7 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
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P1668/07 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
P1672/07 Normal | Normal Normal Normal €.2243+11 G>T | Normal
P1713/08 Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
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ANEXO E — Resultados da analise molecular através da técnica de MLPAem individuos com

RM idiopatico

Registro | ldade (anos) Resultado do MLPA
P58/00 5 Duplicac¢éo do gene GDI1
P123/95 10 Normal
P196/97 4 Normal
P201/97 19 Normal
P213A/97 10 Normal
P216A/97 16 Normal
P232A/97 10 Normal
P250/97 10 Normal
P267/97 5 Normal
P319/98 17 Normal
P368/99 9 Normal
P403/99 14 Normal
P434/99 9 Normal
P448/99 14 Normal
P471/00 11 Normal
P482/00 11 Normal
P484/00 10 Normal
P486/00 9 Normal
P487/00 9 Normal
P502/00 13 Normal
P511/00 27 Normal
P516/00 6 Normal
P551/00 26 Normal
P566/01 15 Normal
P597/01 10 Normal
P610/01 6 Normal
P611/01 5 Normal
P630/01 13 Normal
P631/01 13 Normal
P644/01 8 Normal
P653/01 20 Normal
P707/01 5 Normal
P727/03 6 Normal
P775/03 15 Normal
P776/03 12 Normal
P782/03 8 Normal
P829/04 13 Normal




P847/04 14 Normal
P849/04 15 Normal
P948/04 10 Normal
P965/04 18 Normal
P973/05 13 Normal
P976A/05 8 Normal
P979/05 17 Normal
P986/05 9 Normal
P987/05 22 Normal
P998/05 6 Normal
P1009/05 11 Normal
P1010/05 7 Normal
P1011/05 10 Normal
P1012/05 12 Normal
P1015/05 8 Normal
P1023/05 16 Normal
P1058/05 12 Normal
P1073/05 8 Normal
P1075/05 20 Normal
P1076/05 14 Normal
P1083/05 14 Normal
P1089/05 17 Normal
P1098/05 5 Normal
P1104/05 4 Normal
P1126A/06 7 Normal
P1151/06 11 Normal
P1189/06 6 Normal
P1198/06 7 Normal
P1199/06 9 Normal
P1200/06 13 Normal
P1205/06 7 Normal
P1213/06 10 Normal
P1216A/06 10 Normal
P1249/06 8 Normal
P1339/06 2 Normal
P1342/06 15 Normal
P1349/06 4 Normal
P1353/06 11 Normal
P1365/06 12 Normal
P1425/07 11 Normal
P1431/07 13 Normal
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P1466/07 10 Normal
P1468/07 7 Normal
P1497/07 3 Normal
P1505/07 11 Normal
P1508/07 9 Normal
P1517/07 4 Normal
P1520/07 13 Normal
P1521/07 10 Normal
P1548/07 13 Normal
P1550/07 9 Normal
P1575/07 25 Normal
P1576/07 31 Normal
P1577/07 9 Normal
P1584/07 6 Normal
P1596/07 5 Normal
P1603/07 5 Normal
P1615/07 7 Normal
P1641/07 16 Normal
P1656/07 10 Normal
P1663/07 7 Normal
P1668/07 9 Normal
P1713/08 7 Normal
P2142/09 15 Normal
P2152/09 10 Normal
P2164/09 18 Normal
P2165/09 4 Normal
P2228/09 4 Normal
P2261/09 10 Normal
P2280/09 12 Normal
P2288/09 29 Duplicacéo do gene HUWE1
P2289/09 12 Normal
P2296/09 12 Normal
P2299/09 7 Normal
P2309/09 7 Normal
P2349/09 8 Normal
P2935/10 13 Normal

*Nd&o foi posivel realizar a analise em alguns pacientes.
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