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RESUMO

VIANNA, Evelyn Quintanilha. Identificacdo de genes/mecanismos moleculares
associados a deficiéncia intelectual em mulheres a partir de padrées extremos de
desvio de inativagdo do cromossomo X. 2019. 170 f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

A Deficiéncia Intelectual (DI) € um problema de saude publica com uma alta
prevaléncia na populacdo mundial (2-3%), afetando 30% mais homens do que mulheres.
Um dos fatores associados a essa discrepancia na razao sexual € a participacdo de
mutacbes em genes localizados no cromossomo X. Devido ao fato das mulheres
apresentarem o mecanismo de inativacdo do cromossomo X (ICX) para compensar a
dose génica entre os sexos homo e heterogamético, mulheres portadoras de mutacdes
neste cromossomo podem nao ser severamente afetadas pela DI. Assim, os estudos
sobre a DI ligada ao X (DILX) que incluem mulheres sao raros e o conhecimento sobre
genes no cromossomo X que causam DI nestas € limitado. Com base nisso, esse estudo
teve como objetivo principal caracterizar, a partir de desvios extremos de ICX, alteracdes
genéticas envolvidas na DI em mulheres. Em amostras de DNA (sangue periférico e
mucosa bucal) de 53 mulheres com DI, foram avaliados os perfis de ICX (genes AR e
RP2) e variacdes no numero de cépias génicas (CNVs) associadas a DI em diferentes
regibes cromossdmicas, através da metodologia de amplificacdo multiplex por sondas
ligacdo-dependentes (MLPA). Para as amostras identificadas com desvios moderados
(=80%) e extremos de ICX (290%), foi investigada a presenca de variantes no gene XIST,
principal envolvido na ICX. As amostras com desvios extremos foram submetidas as
metodologias de hibridagdo genémica comparativa (array-CGH) e sequenciamento de
exoma total (WES). Foram encontradas quatro pacientes com desvio moderado e sete
pacientes com desvio extremo de ICX. Dentre as pacientes com desvio extremo de ICX,
foram identificadas alteragdes relacionadas a DI, dentre elas, duas CNVs patogénicas nos
cromossomos 3 (delecdo em 3g26) e X [t(2;X)-der(2)], e quatro mutacdes de ponto nos
genes HDACS8, NLGN4X, TAF1 e USP9X, sendo duas delas inéditas. Em paralelo, seis
pacientes com CNVs intersticiais e subteloméricas foram identificadas, sendo uma
patogénica (delecédo 22g11.21), duas provavelmente benignas (duplicacdes em RABL2B
e TERT) e trés possivelmente patogénicas (duplicagdo em SHOX, delecbes em SOX12
e RBFA). A propor¢cdo de desvios de ICX observados no estudo (20,7%) foi
significativamente superior ao esperado em mulheres saudaveis (p<0,001, x2=18,61). O
ensaio para a ICX foi eficaz para avaliar todas as amostras do estudo e ainda permitiu
identificar o perfil de ICX das mulheres homozigotas para o gene AR, incluindo uma
paciente identificada com mutacéo relacionada a DILX. Adicionalmente, a investigacao
de CNVs permitiu a identificagdo de um caso fenotipicamente atipico da sindrome de
delecdo em 22g11.21 e de mais trés CNVs possivelmente associadas a DI. Desta forma,
os desvios de ICX se mostraram excelentes ferramentas para a caracterizacédo de (novos)
genes/mecanismos moleculares associados a DILX em mulheres e ainda permitiu
identificar alteragdes ndo descritas responsaveis pela DI e pelo desvio de ICX.

Palavras-chave: Inativagdo do cromossomo X. Variacdo no numero de copias génicas.

XIST. Sequenciamento de exoma total.



ABSTRACT

VIANNA, Evelyn Quintanilha. Identification of genes/molecular mechanisms
associated with intellectual disability in females based on patterns of extreme
deviation of X chromosome inactivation. 2019. 170 f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Intellectual disability (ID) is a public health problem with high prevalence in
general population (2-3%) that affects 30% more males than females. One of the
factors associated with this sex ratio discrepancy is the participation of mutations in X
chromosome genes. Since females present a X chromosome inactivation (XCI)
mechanism to compensate the gene dosage between homo and heterogametic sexes,
females carrying mutations on this chromosome may not be severely affected by ID.
Thus, studies on X-linked ID (XLID) including females are rare and the knowledge
about genes on the X chromosome causing ID in females is limited. Based on this, the
main aim of this study was to characterize, from extreme XCI skewing, genetic
alterations involved in ID in females. The XCI profile (AR and RP2 genes) was
evaluated in DNA samples (peripheral blood and buccal mucosa) from 53 females with
ID, and copy number variations (CNVSs) in genes associated with ID were investigated
through multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA). For the samples
identified with moderate (= 80%) and extreme XCI skewing (= 90%), variants on XIST
gene, the main involved in XCI, were also investigated. Besides, samples with extreme
XCI skewing were submitted to comparative genomic hybridization (array-CGH) and
whole exome sequencing (WES) methodologies. Four patients with moderate XCI
skewing and seven patients with extreme XCI skewing were found. Among the patients
with XCI skewing, ID-related changes were identified, including two pathogenic CNVs
on chromosomes 3 (deletion in 3g26) and X (t(2;X)-der(2)), and four point mutations
on HDACS8, NLGN4X, TAF1 and USP9X genes, two of them unpublished. In parallel,
six patients with interstitial and subtelomeric CNVs were found, one of them pathogenic
(22g11.21 deletion), two probably benign (RABL2B and TERT duplications) and three
possibly pathogenic (SHOX duplication, SOX12 and RBFA deletions). The percentage
of extreme XCI skewing observed in this study (20,7%) was significantly higher than
expected in healthy females (p<0,001, x2=18,61). The XCI assay was effective in
evaluating all studied samples and allowed the identification of XCI profiles in
homozygous females for the AR gene, including a patient with a DILX mutation. In
addition, CNVs investigation allowed the identification of a phenotypically atypic case
of 22g11.2 deletion syndrome, and of three other CNVs possibly associated with ID.
In conclusion, XCI skewing proved to be an excellent tool for the characterization of
(new) genes/molecular mechanisms associated with DILX in females, allowing the
identification of previously unrecognized alterations responsible for ID and XCI
skewing.

Keywords: X-chromosome inactivation. Copy number variation. XIST. Whole exome

sequencing.
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INTRODUCAO

A inativacdo do cromossomo X (ICX) é um mecanismo complexo, regido por
fatores genéticos e epigenéticos, que foi descrito primeiramente por Mary Lyon
(LYON, 1961). De acordo com a Lei de Lyon, esse mecanismo ocorre em células
somaticas femininas como uma compensacao de dose para que nao haja expressao
duplicada dos genes do cromossomo X no sexo homogamético em relacdo ao
heterogamético.

Embora um dos cromossomos X seja inativado, uma parcela de genes neste
cromossomo permanece ativo em diferentes estratos, escapando a ICX (BALATON,;
COTTON; BROWN, 2015). Além disso, devido a ICX, as mulheres passam a ser
mosaicos para as suas populacdes celulares, apresentando parte das células com a
linhagem do X paterno ativa e parte das células com a linhagem do X materno ativa,
em uma proporcao esperada de 50% para cada linhagem celular. Todavia, desvios do
perfil aleatorio de ICX podem ser evidenciados, fazendo com que uma populacéo
celular de uma determinada origem parental seja preferida em detrimento da outra
(MUSALKOVA et al., 2015). Neste contexto, desvios de ICX tém sido associados a
uma série de condi¢des clinicas como doencas autoimunes, distrofias musculares
ligadas ao X, Sindrome de Rett, insuficiéncia ovariana prematura idiopéatica e
deficiéncia intelectual (DI) (FIEREMANS et al., 2014; KANAAN et al., 2016; VACCA et
al., 2016; VIGGIANO et al., 2016, 2017; MIRANDA-FURTADO et al., 2018).

A DI tem uma incidéncia populacional mundial de 2% a 3% e possui diversos
fatores etiolégicos a ela associados, sendo 50% dos casos atribuidos a causas
genéticas, 10% a causas de exposicao pré-natal, 10% a complicacdes perinatais, 5%
a causas adquiridas e 25% ainda encontram-se sem causa atribuida (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; MARRUS; HALL, 2017). Contudo, ha muito se
reconhece que o numero de homens com DI supera em aproximadamente 30% o
namero de mulheres (STEVENSON et al., 2000), o que aponta para a participacao de
genes no cromossomo X nessa condicdo. Individuos do sexo masculino, por serem
hemizigotos para genes localizados nesse cromossomo, sS40 mais suscetiveis a
expressarem alteracdes genéticas no cromossomo X. Além disso, 0 cromossomo X
de mamiferos é enriquecido em genes envolvidos em func¢des neurolégicas (DENG et

al., 2014). Assim, mulheres portadoras de muta¢cdes no cromossomo X geralmente



23

nao sao tdo severamente afetadas, devido a compensacao causada pela inativacao
do cromossomo X e ainda a presenc¢a de um cromossomo X normal. Com isso, pouco
se sabe a respeito de genes nesse cromossomo que possam causar DI em individuos
do sexo feminino. Sendo assim, nesse estudo, exploramos genes e mecanismos
moleculares relacionados a DI em mulheres, usando como ponto de partida desvios

extremos de ICX.

Inativagdo do cromossomo X

Historico

O sexo dos mamiferos eutérios e metatérios é determinado por cromossomos
heteromorficos, de modo que os machos apresentam um cromossomo X e um
cromossomo Y, enquanto que as fémeas possuem dois cromossomos X. Acredita-se,
portanto, que as primeiras evidéncias que resultaram nos Cromossomos sexuais
distintos surgiram ha cerca de 181 milhdes de anos a partir de um par de autossomos
ancestrais comuns a mamiferos placentarios e marsupiais (CORTEZ et al., 2014).

Ao longo do processo evolutivo, o cromossomo X humano foi conservado em
tamanho (156 Mb), compreendendo cerca de 4% do conteddo haploide do genoma
humano, o que totaliza 846 genes codificantes de proteinas. Por outro lado, o
cromossomo Y humano teve seu tamanho degenerado, possuindo atualmente cerca
de 57 Mb e 63 genes codificantes de proteinas, o que representa menos de 2% de
todo o contetdo genbémico (Figura 1) (Ensembl release 94, 2018). Mesmo com a
reducdo significativa do cromossomo Y, os cromossomos X e Y de mamiferos
mantiveram pequenas regides de homologia. Essas regides se encontram
principalmente no inicio e fim de cada cromossomo, denominadas regifes pseudo-
autossdmicas (PAR1 e PAR2). As PARs se comportam como regides autossdmicas,
se recombinando durante a meiose. Isso faz com que essas regifes ndo sejam estritas
ao sexo. A PAR1, situada no brago curto dos cromossomos X e Y, representa
aproximadamente 2,7 Mb do contetido cromossémico, enquanto que a PAR2, situada
na extremidade do bragco longo dos cromossomos X e Y, possui apenas 320 kb
(MANGS; MORRIS, 2007).
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Figura 1 - Caracteristicas dos cromossomos X e Y atuais. (a) Ideogramas dos

cromossomos X e Y; (b) Caracteristicas estruturais dos cromossomos X

eY
Cromossomo X Cromossomo Y
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Legenda: regido especifica masculina (MSY), regides pseudoautossémicas (PAR).

Nota: as marca¢Bes em verde representam as regides pseudoautossdmicas de recombinagéo entre
ambos os cromossomos, denominadas PAR1 e PAR2. A maior area do cromossomo Y nao sofre
recombinacdo, denominada MSY. Os genes que aparecem em vermelho sdo alguns dos quais
apresentam expressdo exclusiva em homens (SRY) ou em mulheres (XIST); genes em azul
escapam a ICX em mulheres e possuem homologia com o cromossomo Y; genes em preto
representam alguns dos genes que escapam a ICX e ndo possuem homologos no cromossomo
Y.

Fonte: adaptada de Wijchers e Festenstein, 2011 e dados do Ensembl (release 94, 2018).

A PARL1 representa grande importancia na recombinacdo X:Y e a falta dessa
recombinacao ja foi associada a infertilidade em homens (SHI et al., 2001). Outro erro
frequente causado pela auséncia da recombinacédo X:Y ou de néo disjuncao XY é a
aneuploidia conhecida como sindrome de Klinefelter (47,XXY) (HALL; HUNT,;
HASSOLD, 2006). Evolutivamente, acreditava-se que a PAR1 era estavel durante a
maior parte da evolucdo dos primatas. No entanto, estudos recentes demonstraram
uma translocacdo de uma regidao de 110 kb do cromossomo X em homens que
carregam uma PAR1 estendida (ePAR), demonstrando que os limites de PAR1 ndo
permaneceram estaticos nos humanos atuais (MENSAH et al., 2014; PORISWANISH
et al., 2018). Aléem disso, outro trabalho recente com o uso de transcriptoma dos
cromossomos X e Y em diversos tecidos demonstrou que ha uma super-expressao

de genes presentes na regiao PAR1 do cromossomo Y, quando comparados com
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agueles do cromossomo X (TUKIAINEN et al., 2017). Dessa forma, mesmo ocorrendo
expressdo de ambas as regibes PAR1 dos cromossomos X, a expressdo masculina
de PARL1 ainda é superior a feminina (TUKIAINEN et al., 2017).

Como os cromossomos X de mamiferos apresentam uma extensa regiao
especifica que ndo sofrem recombinacéo, as fémeas por apresentarem um par de
cromossomos sexuais homogameéticos precisam equalizar essa dose génica. Assim,
as fémeas realizam um mecanismo de compensacdo de dose em suas células
somaticas para que ndo haja expressao duplicada dos genes do cromossomo X em
relacdo aos machos. Esse mecanismo € denominado de ICX.

O mecanismo de ICX foi descoberto através de observacfes em camundongos
fémeas que apresentavam uma mutagcdo em um gene ligado ao cromossomo X que
controla a cor do pelo (LYON, 1961). No ano seguinte a essa constatacéo, Mary Lyon
publicou um artigo mais detalhado sobre suas observacdes, sugerindo que o processo
de ICX ocorre no estagio embrionario e de maneira aleatdria, ou seja, tanto o
cromossomo X materno, quanto o X paterno podem ser inativados, mas uma vez
definida a origem parental do X inativo, esse permanece inativo por todas as divisbes
celulares subsequentes. Dessa forma, as fémeas adultas sdo mosaicos quanto a
expressdo de genes do cromossomo X. Um exemplo perceptivel desse padrdao em
forma de mosaico pode ser visto nas gatas calico. Essas fémeas possuem uma
pelagem alternada em manchas brancas, alaranjadas e pretas, que correspondem a
duas populagdes de células, uma que possui cromossomos X, nos quais o alelo
responsavel pela cor alaranjada esta ativo e outra, na qual o alelo responséavel pela
cor preta esta ativo. Ja os machos, ndo exibem uma coloracao de pelo alternada por
possuirem apenas um cromossomo X. Nesse trabalho, Lyon evidenciou também que
a ICX garante que apenas um cromossomo X esteja ativo por grupo diploide. Até
mesmo nos casos de polissomia do X, os cromossomos X adicionais se apresentam
inativos formando na periferia das células o corpusculo de Barr, também conhecido
como cromatina sexual (LYON, 1962).

Além do processo de ICX, em 1967, Susumu Ohno elaborou uma proposi¢cao
de que o contetdo génico do cromossomo X deveria ser expresso duas vezes para
compensar a dosagem génica entre 0S CromosSSOMOS Sexuais e autossomos.
Inicialmente, machos e fémeas eram cromossomicamente indistinguiveis e 0 sexo era
determinado por mecanismos ambientais como conhecemos até hoje em algumas

espécies (PAYER; LEE, 2008). O proto cromossomo X (PX) e o proto cromossomo Y
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(PY) surgiram a partir de um par de autossomos ancestrais. Através das analises dos
genes presentes Nos cromossomos sexuais humanos evidencia-se que o PY sofreu
grandes inversdes, 0 que progressivamente impediu que grandes regides sofressem
recombinacdo X/Y. Com o processo de degeneracdo gradativa e ganho de um gene
determinante sexual no Py (SRY — sex determining region Y), as regides palindrdbmicas
presentes no cromossomo Y ajudaram a reter genes especificos no cromossomo Y,
mas também facilitaram dele¢des e perdas génicas (DISTECHE, 2016). Com essa
degeneragé&o, muitos genes do cromossomo X ficaram em haploinsuficiéncia, gerando
um desequilibrio genético em relagdo aos autossomos, tanto em machos como em
fémeas. Para controlar esse desbalanco, Ohno afirma que seria necessario que os
mamiferos mantivessem duas compensacfes de dose: a ICX nas fémeas e uma
superdosagem do Unico X presente nos machos e do unico X ativo das fémeas para
compensar a dose em relacdo aos autossomos. Atualmente, essa observacdo é
conhecida como Hipétese de Ohno e sugere que os genes do cromossomo X sao
superexpressos para balancear o desequilibrio genético entre autossomos e
Cromossomos sexuais, com a perda de genes no cromossomo Y (Figura 2) (OHNO,
1967; PAYER; LEE, 2008).

Com o avanco recente das técnicas moleculares, a hipétese de Ohno pbéde ser
testada experimentalmente. Em uma analise de microarray com humanos e
camundongos, realizada por Nguyen e Disteche (2006), foi verificado que a relacéo
de expressao X:autossomos era de aproximadamente 1, conforme 0 proposto por
Ohno. No entanto, recentemente, Wang e colaboradores (2017) usaram dados de
transcriptomas (RNA-seq) de duas linhagens distantes de camundongos com o
objetivo de avaliar a ICX randémica in vivo e refutaram a hip6tese de Ohno. Através
do estudo, eles observaram que no estagio pés-implantacdo do camundongo nao

havia uma super-expressdo do X em relagao aos autossomos (WANG et al., 2017).



27

Figura 2 - Esquema representativo da evolu¢cao dos cromossomos sexuais de acordo
com a Hipo6tese de Ohno (1967)
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Legenda: Xa: X ativo; Xi: X inativo; PX: proto-cromossomo X; PY: proto-cromossomo Y.

Nota: Na primeira etapa, o surgimento do gene SRY em uma cépia do autossomo ancestral. Esses
“proto-cromossomos” (PX e PY) compartiihavam muitos genes e nado havia diferenca de
dosagem entre eles. Com a supresséo parcial de recombinacdo PX:PY através de inversdes
cromossémicas, houve degeneracdo do cromossomo Y (segunda etapa), ocasionando um
desequilibrio genético em relagdo aos autossomos e entre 0S Cromossomos sexuais. Assim, 0s
mamiferos desenvolveram duas compensacdes de dose, através das quais os genes do X foram
superexpressos para equilibrar a dose com autossomos e as fémeas inativam um dos
cromossomos X para equalizar a expressdo de genes deste cromossomo em relacdo aos
machos.

Fonte: A Autora, 2019 (baseado em Payer & Lee, 2008).
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Tipos de inativacdo do cromossomo X

O processo de ICX é realizado por todos os mamiferos eutérios. Dentre estes,
o mecanismo de ICX é melhor compreendido em camundongos, tanto pela facilidade
de acesso aos tecidos envolvidos, como pela viabilidade de manipulag&o experimental
na embriogénese. Isto se da porque a maioria das células humanas embrionarias
disponiveis para estudos ja sofreram o processo de ICX ou ndo remetem
perfeitamente as propriedades das células de epiblasto durante a pré-implantacdo
(COLLIER et al., 2017; PATEL et al., 2017).

O protagonista da ICX é um locus no cromossomo X denominado de “Centro
de Inativagdo do X’ (XIC) que esta associado a uma complexidade de eventos
genéticos e epigenéticos. O primeiro candidato descrito como responsavel pela
inativacdo de um dos cromossomos X no XIC foi o gene XIST, localizado em Xq13.2
(BROWN et al., 1991). Durante o desenvolvimento embrionario em mulheres, o XIST
gera um transcrito longo nao codificante de 18 kb que fica retido no nucleo e se
associa in cis ao cromossomo X a ser inativado e a partir do qual € exclusivamente
expresso (BROCKDORFF et al.,, 1992; SMOLA et al.,, 2016). Por outro lado, em
camundongos 0 Cromossomo X que permanece ativo expressa o gene Tsix, antisenso
do Xist. Esse transcrito € requerido para silenciar o transcrito Xist no cromossomo X
gue precisa estar ativo, protegendo assim o cromossomo de ser inativado, sendo
funcional tanto em machos quanto em fémeas (GAYEN et al., 2015). Inicialmente, foi
proposto que o Tsix também influenciaria a escolha do X que permanece ativo e
orquestraria o inicio da ICX (AVNER; HEARD, 2001). Essa relacdo do Tsix com a ICX
foi estabelecida em experimentos com nocautes heterozigotos para Tsix, que
resultaram em desvio completo de ICX a favor do cromossomo X que possui uma
mutacao (LEE; LU, 1999; LEE, 2005). No entanto, estudos mais recentes indicam que
o Tsix é reprimido na fase de epiblasto, de modo que o inicio do mecanismo de ICX é
independente de sua expressao, sendo responsavel por proteger o X ativo do
silenciamento por Xist, apos o inicio da ICX (GAYEN et al., 2015).

Como a transcricdo em eucariotos geralmente envolve multiplos elementos
reguladores de longo alcance e ¢é influenciada pelo ambiente gendmico,
recentemente, a ICX foi associada a elementos denominados dominios associados

topologicamente (TADs, do inglés Topologically Associated Domains). Os TADs sao
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unidades de cromossomos organizadas e limitadas pela proteina CTCF, que séo
separadas e permitem um maior contato fisico entre os genes e elementos
reguladores situados nesses dominios (DIXON et al., 2012; NORTON; PHILLIPS-
CREMINS, 2017). Esses TADs variam entre 200 kb a 1 Mb e estdo presentes tanto
antes quanto depois da diferenciacdo celular e nos cromossomos X ativo e inativo.
Dessa maneira, os TADs que abrigam Tsix e Xist sdo adjacentes, e esses dominios
facilitam a segregacéo espacial para abrigar cada um de seus reguladores positivos
(NORA et al., 2012).

Um estudo recente realizado por um grupo brasileiro a partir de dados prévios
de expressao utilizando-se single cell RNA-seq (scRNA-Seq) demonstrou que o inicio
da ICX em embrides humanos ocorre antes do que se imaginava. A partir do estagio
de oito células para o ultimo estagio de blastocisto (7° dia do desenvolvimento
embrionario) ha um decréscimo da expressédo de genes ligados ao cromossomo X,
sendo consistente com o inicio mais precoce da ICX (MOREIRA DE MELLO et al.,
2017). Os dados usados por Moreira Mello e colaboradores (2017) foram obtidos
através de uma publicacao prévia que indicava que durante o processo de ICX ambos
0S cromossomos X tinham sua expressdo reduzida, processo denominado como
dampening por Petropoulos e colaboradores (2016). No entanto, os dados de scRNA-
Seq utilizados para tais conclusdes do processo de dampening possuiam uma baixa
cobertura e profundidade. Através de ajustes dos dados pelo grupo brasileiro, ficou
claro que a expressao bialélica dos genes ligados ao X diminui durante o
desenvolvimento embrionario, rejeitando a hipétese proposta de dampening
(MOREIRA DE MELLO et al., 2017).

De uma maneira geral, dois tipos de ICX podem ser reconhecidos, pelo menos
em camundongos: a inativagdo imprintada e a inativagdo randomica (Figura 3). Na
inativacao imprintada, o cromossomo X de origem paterna (XP) é silenciado no inicio
do desenvolvimento embrionario de camundongos (HUYNH; LEE, 2001). Esse estagio
ocorre a partir de duas células, durante a pré-implantacdo do embrido. A inativacao
imprintada é essencial para que o0s tecidos extra-embrionarios da placenta
mantenham o XP inativo. Embrides femininos que apresentam alteracées em Xist ou
na proteina polycomb Eed falham no imprinting e morrem apds a implantacdo por
defeitos placentarios (PAYER, 2016; BORENSZTEIN et al., 2017). Os dados sobre a
ICX imprintada em humanos séo escassos e nédo ha confirmacéo se esse processo

ocorre em humanos. Um estudo brasileiro realizado com 22 placentas a termo e as
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correspondentes amostras de mucosa bucal das maes doadoras avaliou 27
polimorfismos de nucleotideos uUnicos (SNPs, do inglés Single Nucleotide
Polymorphisms) presentes em 22 genes expressos em placentas. Os autores
inferiram que a expressao dos genes ligados ao X na placenta € heterogénea, pois
nao houve um padréo na expressao/inativacdo (MOREIRA DE MELLO et al., 2010).
Dados recentes de um estudo realizado por Hamada e colaboradores (2016), atraves
da analise de metiloma e transcriptoma a partir de placentas e sangue materno,
verificaram evidéncias consistentes com imprinting materno na placenta. No entanto,
0s autores também sugerem que isso pode ser efeito de um apagamento incompleto
das marcas epigenéticas na linhagem germinativa da placenta (HAMADA et al., 2016).
Ainda assim, Hamada e colaboradores (2016) sugeriram que o estudo necessita de
maiores compara¢fes com diferentes grupos étnicos e com um maior grupo amostral,
uma vez que a avaliacao foi realizada em apenas 26 placentas e suas respectivas
doadoras.

A ICX imprintada ndo € um processo permanente. No estagio de epiblasto do
blastocisto tardio, a ICX imprintada € apagada nas células que dardo origem ao
embrido e ocorre uma reativacdo do cromossomo X. Contudo, o cromossomo X
paterno continua inativo no trofoderma, endoderma primitivo e ectoderma
extraembrionario. Em seguida, a ICX randdémica ocorre na fase de gastrulacao
(epiblasto). Sendo assim, as células que formam o epiblasto se encontram com 0s
dois cromossomos X ativos para a escolha da ICX que ocorre no estagio de gastrula.
Dessa maneira, ambos os cromossomos X tém igual chance de sofrerem ICX
(AVNER; HEARD, 2001; PAYER, 2016). Outro estagio no qual as marcas de ICX sao
apagadas € durante a formacao das gonadas. Neste estagio, as células germinativas
retornam ao estado de ativagdo em ambos 0s cromossomos X, pois passarao pelo
processo de espermatogénese e ovocitogénese para a formacao de gametas(PAYER,
2016). O imprinting do X materno (Xm) também desempenha uma importante funcéo,
marcando o futuro Xm durante a fase de crescimento do ovécito para assegurar que
0 Xm esteja protegido em ambos os embrides, XX e XY (LEE; BARTOLOMEI, 2013).
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Figura 3 - O ciclo de inativacdo e reativacdo do cromossomo X durante o
desenvolvimento embrionario de camundongos
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Nota: A ICX é iniciada a partir do estagio de duas células, com a inativacéo preferencial do X paterno
(XP). O XP permanece inativo nos tecidos extraembrionérios (trofoderma e placenta) e as marcas
de ICX sdo apagadas nas células pré epiblasticas, as quais dardo origem ao embrido. O estado
inativo € mantido ao longo das divisdes celulares, mas o X inativo € reativado durante a formagéao
das células germinativas femininas. O imprinting e a inativagao randémica sao Xist-dependentes
e ambos sao iniciados somente através do recrutamento de Rnfl12 (ou Rlim). O pool materno de
RNF12 é requerido para iniciar o imprinting da inativacdo do XP e duas copias de Rnfl2 sao
requeridas para ativar Xist nos embrides femininos durante a ICX randémica.

Fonte: adaptada de Augui e colaboradores (2011).

Etapas de inativacdo randdmica do cromossomo X

A ICX randbmica é dividida nas seguintes etapas: contagem dos Cromossomos
X, escolha do X que sera inativado, inicio da inativacéo, propagacao da inativacéo e

manutencao estavel do estado inativo durante as divisdes celulares subsequentes.
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Contagem dos cromossomos

O mecanismo de contagem dos cromossomos X é a primeira etapa do processo
de ICX randdmica. O conhecimento sobre esta etapa ainda é limitado, mas acredita-
se que elementos reguladores ligados ao X e autossémicos interajam para determinar
a razédo X:autossomos. Em 2009, um gene presente no cromossomo X em humanos
e camundongos, a montante de Xist, denominado RIim/RLIM ou Rnf12/RNF12, foi
identificado como o responsavel por realizar essa contagem para inicio da ICX
(JONKERS et al., 2009). O Rnfl2 atua como um fator dose dependente de XIST,
funcionando como um ativador da ICX apés a contagem. Dessa forma, um
cromossomo X € mantido ativo por célula diploide, enquanto que todos os demais
cromossomos X séo inativados (regra n-1), como descrito nos primeiros achados de
Mary Lyon (GENDREL; HEARD, 2011).

O Jpx/JPX, que € um dos genes presentes no XIC, tanto em camundongos
como em humanos, escapa a ICX e também é associado ao processo de contagem
X:autossomos. O Jpx é transcrito a montante de Xist e produz um longo RNA né&o
codificante (ncRNA) que atua na ligacdo a CTCF e ativa o Xist pela remocédo de CTCF.
A CTCF é uma proteina autossémica de ligacdo ao RNA que define a razéo
X:autossomos em células pré-ICX, reprimindo assim a transcricédo de Xist (SUN et al.,
2013; Ll et al., 2016).

Outro evento que € importante para a contagem no processo de ICX é o
pareamento entre os cromossomos X, denominado “beijo cromossdmico” (do inglés,
chromosome kissing). E hipotetizado que durante o beijo cromossémico ambos os
cromossomos X ativos no ndcleo estejam em contato com autossomos por nao
possuirem territérios cromoss6micos distintos ainda estabelecidos através dos TADSs,
e isso sinaliza para a manutencdo de um X ativo para cada grupo diploide (RINCIC;
IOUROV; LIEHR, 2016).

Escolha do cromossomo X

Apos a contagem, a escolha do cromossomo X a ser inativado também é

influenciada pelo beijo cromoss6mico, ja que o posicionamento entre ambos o0s
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cromossomos X sinaliza a escolha do X a ser inativo através da super expressao de
Xist (CAVALLI, 2007). A escolha do X a ser inativado deve ser randdémica e a
probabilidade do Xm ou Xp ser escolhido € igual. Ha excec¢bes, nas quais
polimorfismos ou mutagdes em genes do XIC, ou em outro(s) gene(s) envolvido(s)
diretamente ou indiretamente na ICX, podem ocasionar uma preferéncia de inativacédo
por um determinado cromossomo X. Uma vez que o cromossomo X for escolhido,
elementos reguladores adicionais atuam para que o outro X n&do seja inativado. O
Rnfl2, gene que participa da contagem, também atua regulando fatores de
pluripoténcia sintetizados por genes autossémicos e degrada repressores de Xist, o
gue pode estar relacionado com o marcador de pluripoténcia Rexl, que tem como
papel ativar o Tsix e reprimir o Xist (NAVARRO et al., 2010; BARAKAT et al., 2011).
Os fatores de pluripoténcia Oct4, Nanog e Sox2 também participam em trans desta
regulacdo, através da ligacdo ao intron 1 do Xist e regulando o Rnfl2 para ativar o
Xist e inativar um dos cromossomos X (NAVARRO et al., 2008; BARAKAT et al.,
2011).

Inicio da inativacdo do cromossomo X

O evento que marca o inicio da ICX é a expresséao do Xist e seu acumulo in cis
no cromossomo X escolhido para ser inativo. Segundo van den Berg e colaboradores
(2009), o inicio da ICX em embrides humanos foi mantido ao longo da evolucdo e no
estagio de blastocisto a ICX ja esta presente.

Em 2013, Vallot e colaboradores identificaram um gene, denominado XACT,
que produz um longo RNA nao codificante nas células pluripotentes de humanos.
Através deste estudo, verificaram que XACT é expresso pelo X ativo e o reveste. Além
disso, na auséncia de XIST, ele é expresso em ambos os cromossomos X. O XACT
esta localizado em Xq23, entre os genes AMOT e HTR2C. O XACT €& pouco
conservado entre mamiferos e ausente em camundongos, sendo associado ao
processo de ICX aparentemente de modo primata-especifico (VALLOT et al., 2013).

O RNA de XACT é co-acumulado in cis com o XIST durante o desenvolvimento
embrionario. Acredita-se que seu papel seja o de antagonizar a associacao de XIST
no processo da ICX. A fim de evitar uma nulissomia funcional nos estagios criticos

durante o inicio do desenvolvimento humano, acredita-se que esse evento possa ter
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evoluido para permitir uma estratégia alternativa de compensacao de dose, uma vez
gue fémeas com dois cromossomos X ativos sdo inviaveis (BORENSZTEIN et al.,
2017; VALLOT et al.,, 2017). Uma vez que XACT é expresso em ambos 0s
cromossomos X em células pluripotentes, é sugerido que seu papel seja o de controlar
0 inicio da ICX em humanos.

Dentre os genes presentes no XIC, o gene Ftx provavelmente possui um papel
importante na ICX de camundongos, pois sua dele¢éo gera regulagéo positiva de Xist
no inicio da ICX. Dados recentes apontam que ele influencia a eficiéncia da atuacéo
e expressao apropriada de Xist em cis. O Ftx esta situado a montante de Jpx no XIC
na TAD de Xist, produz varias isoformas de INcCRNAs e hospeda clusters de miRNAs
em seus introns (CHUREAU et al., 2011; FURLAN et al., 2018). A atuacéo de Ftx n&o
€ bem clara, uma vez que ele esté presente na regido reguladora cis atuante da ICX
imprintada e é expresso no Xp inativo. No entanto, sua deplecdo ndo afeta a
sobrevivéncia dos embrides ou a expressdo de Xist e de outros genes ligados ao X
na pré-implantagdo dos embrides femininos (SOMA et al., 2014).

Um outro ncRNA néo codificante, denominado Linx, foi associado com o inicio
da ICX randémica em camundongos. O Linx é co-expresso com o Tsix no epiblasto e,
como sua expressdo nado foi detectada em linhagens extra-embrionarias
anteriormente, acredita-se que ele tenha uma funcéo epiblasto-especifica (NORA et
al., 2012). De acordo com o estudo realizado por Nora e colaboradores (2012), foi
observado que, antes da regulag&o positiva de Xist, a expressao dos alelos Linx e Tsix

esta presente.

Propagacdo da inativacdo do cromossomo X

Apés a consolidagdo do inicio da ICX, a propagag¢do do estado inativo é
realizada pela cobertura do cromossomo X escolhido para ser o inativo pelo longo
transcrito de Xist. O X inativo assume uma replicacdo tardia e migra para a periferia
do ndcleo, se localizando em um anel enriquecido de Snf2h que possivelmente esta
associado ao estado epigenético repressivo da cromatina, formando a estrutura que
é conhecida como corpusculo de Barr (CAVALLI, 2007). O RNA do XIST possui uma
regido de repeticbes AAA que funciona como sinalizadora para as proteinas SPEN,

WTAP e RNF20 agirem a favor do silenciamento do cromossomo X (CHU et al., 2015;
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MOINDROT et al., 2015; MOINDROT; BROCKDORFF, 2016). A expressao de XIST
também ocasiona o recrutamento de proteinas do grupo Polycomb (PcG), que fazem
a regulacédo de XIST durante a diferenciacdo. O Complexo repressivo Polycomb 2
(PRC2) contém proteinas Eed, Suzl2 e metilases de histonas Ezh2, as quais
catalisam a trimetilacdo de lisinas 27 das histonas H3 (H3K27me3) (PLATH, 2003;
SILVA et al., 2003). Essa interacdo faz com que o PRC2 se concentre no XIC e depois
se espalhe por todo o cromossomo X inativo (ZHAO et al., 2008).

Pinter e colaboradores (2012) verificaram que a propagacao da ICX é regida
por uma hierarquia do PRC2. Nesse trabalho, € proposto um modelo de trés etapas
para a propagacdo da ICX (Figura 4). Na primeira etapa, o PRC2 é recrutado pelo
RNA de Xist para o que € denominado como “centro de nucleagdo” (do inglés,
nucleation center) que se localiza no exon 1 de Xist. Na segunda etapa, o PRC2 se
espalha para 150 sitios fortes. Como o PRC2 esta posicionado nas bolhas candnicas,
a terceira etapa ocorre ap6s o inicio da ICX, quando Xist se espalha sobre o
cromossomo X a ser inativo, e sua atividade catalitica age recrutando o PRC2, como
ocorre nos loci autossdmicos (PINTER et al., 2012).

Figura 4 - Etapas da atuacdo do PRC2 na propagacao da ICX
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Nota: A esquerda, € ilustrado o centro de nucleacdo e de onde parte a propagacéo da ICX. A direita,
temos a regido pré-ICX.Apés a iniciacdo, o PRC2 é recrutado por Xist para o centro de nucleacéo
(Etapa 1). Em seguida, o PRC2 se espalha pelos sitios fortes (Etapa 2) e por fim, ocorre a
propagacdo de Xist ao longo cromossomo X inativo (Etapa 3).

Fonte: adaptada de Pinter e colaboradores (2012).
Recentemente, o locus FIRRE/Firre foi associado a formacao da arquitetura do
Xi (BALATON et al., 2018). O Firre é localizado no cromossomo X em um limite TAD

de varias espécies e tipos celulares, enriquecido por elementos de ligacdo CTFC
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(BARUTCU et al., 2018). No estudo realizado por Barutcu e colaboradores (2018), foi
verificado que a delecdo do locus Firre ndo teve qualquer efeito na formacéo de
fronteiras TAD. Além disso, nem as insercdes ectopicas de cDNA de Firre (cDNA),
nem sua expressao indutivel, levaram a ruptura ou surgimento de novos limites TAD.
No entanto, as interacdes superloop do Xi foram interrompidas. O FIRRE/Firre ncRNA
€ necessario para a formacéo do superloop, localizac&o nucleolar e retencédo da marca
epigenética repressiva H3k27me3 no Xi (YANG et al., 2015; BARUTCU et al., 2018).

Manutencdo da inativacdo do cromossomo X

Uma vez que a propagacao € estabelecida, a manutencéo do estado inativo vai
permanecer por todas as divisdes clonais, mantendo sempre o mesmo X inativo nas
células filhas. Existem diferencas epigenéticas que mantém os estados inativo e ativo
dos cromossomos X. O cromossomo X inativo é enriquecido em elementos que
reprimem a transcricdo como histonas H4 hipoacetiladas, variantes de histonas
macroH2A, histonas H3 com trimetilacéo na lisina 27 e di/trimetilacédo de lisina 9. Ja o
cromossomo X ativo possui marcas epigenéticas associadas as histonas que
favorecem a expressao transcricional, como a trimetilagéo de lisina 4 da histona H3 e
a acetilacdo de histonas H2A, H2B, H3 e H4 (Figura 5). Além desses aspectos, a
metilacdo do DNA também estd entre os principais fatores que contribuem para a
manutencdo do estado inativo do cromossomo X (KEOHANE et al., 1996; CARL
COSTANZI & JOHN R. PEHRSON, 1998; MERMOUD et al., 1999; RASMUSSEN et
al., 2000; SADO et al., 2000, 2004; MIETTON et al., 2009).

Nos processos em que a ICX é estabelecida, h& participacdo de alguns fatores
presentes no XIC e fora dele. Em camundongos, participam deste processo elementos
reguladores, tais como o0s elementos nucleares intercalantes longos (LINES),
presentes em abundancia no cromossomo X, genes distribuidos pelos diferentes
Cromossomos, cujas proteinas atuam como acessorias no processo de ICX, ou até
mesmo NcRNAs que auxiliam no processo (Tabela 1 e Figura 6) (CERASE et al.,
2015).
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Figura 5 - Atuacédo do gene Xist no XIC e a cromatina do X no estado ativo e inativo
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Nota: Na primeira etapa, sinalizada em vermelho, o cromossomo X inativo (Xi) expressa o Xist, e a
atuacao dos genes complementares Ftx, Rnf12 e Jpx. A figura representa também a regido do
intron 1 do Xist, regido em que ha ligacao dos fatores de pluripoténcia. A cromatina no Xi possui
uma série de modificacbes epigenéticas para reprimir a transcri¢cdo, tais como a trimetilacao de
lisina 27 da histona H3 (H3K27me3), metilacdo das ilhas CpG, hipoacetilacdo das histonas H4,
associacdo de variantes de histonas macroH2A, di/trimetilacdo de lisina 9 das histonas H3
(H3K9me2/3), monoubiquitinagdo de lisina 119 das histonas H2A (H2AK119ubl) e
monometilacdo de lisina 20 das histonas H4 (H4K20mel). Na parte inferior do esquema,
sinalizada em verde, a representacdo do cromossomo X ativo (Xa) indica o Tsix, antisenso de
Xist, e genes complementares atuantes em XIC de camundongos. A cromatina do cromossomo
X ativo representa as marcas epigenéticas distintas do Xi, como a desmetilagdo de ilhas CpG,
trimetilacdo de lisina 4 da histona H3 (H3K4me3) e acetilacdo de histonas: H2A, H2B, H3 e H4.

Fonte: adaptada de Payer (2016).
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Tabela 1 - Genes e elementos reguladores que estao envolvidos no processo de ICX
em camundongos e humanos, através da atuacao direta com 0 processo
de ICX ou na interacdo com proteinas e demais elementos que atuam no
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processo. Os genes marcados em vermelho também ja foram associados

Funcéo

Fator ligado diretamente a Xist. Medeia sua interagdo com a cromatina através da
interacao com elementos SARS/MARS

Proteina ligante de Xist, se localiza na lamina nuclear e interage com complexos
repressivos

Interage com HDAC2 fornecendo um mecanismo de desacetilagdo de histonas na
heterocromatina ap6s a replicacdo de DNA de origem tardia

Se liga diretamente ao RNA de Xist, pertence a familia SPEN de repressores
transcricionais

Diretamente ligado a Xist e medeia a interagéo funcional entre Xist e o complexo NCor

Responséavel pela metilacdo de novo durante o desenvolvimento embrionario,
realizando a metilacéo das ilhas CpG

Sua proteina ligante interage especificamente com a regido de ligacdo a matriz
nuclear, além de regular a transcrigdo e o remodelamento da cromatina

O papel preciso dele na ICX néo é claro, entretanto, atua como regulador celular da
organizacao da cromatina na iniciacéo da ICX

Fator de pluripoténcia e regulador epigenético que atua em Xist e Tsix

Envolvido na reprogramagéo da ICX durante a aquisi¢cao da pluripoténcia. Requerido
para um eficiente alongamento de Tsix, se liga ao enhancer DXPas34 dentro do
promotor de Tsix

Cadifica as histonas de replicacéo independente, membro da familia H2A. Participa da
estabilidade da ICX

Fator de pluripoténcia e regulador epigenético que atua em Xist e Tsix

Codifica proteina ligante que atua como repressor transcricional. Essa proteina
interage com o complexo repressivo Polycomb (PRC2).

Sua proteina interage com Xist, possui envolvimento na regulagdo da metilagcdo do
RNA

Interage com Satbl

Fator de pluripoténcia e regulador epigenético que atua em Xist e Tsix

Sua proteina RNA ligante interage com Xist

Fator de pluripoténcia e regulador epigenético que atua em Xist e Tsix

Recruta DNA metiltransferases através do complexo PRC2/EED-EZH2

Elementos gendmicos que fazem anexag&@o facultativa de proteinas scaffold ou
enriquecimento da matriz onde h&a cromatina aberta e genes onde Xist se acumula
Fator de pluripoténcia e regulador epigenético que atua em Xist e Tsix

Sua proteina atua como parte de um complexo de multisubunidades que inclui
histonas desacetilases para modificar a estrutura da cromatina que previne a atividade
transcricional basal de genes alvo

Sua proteina é bivalente como ligantes de motivos de DNA e RNA. Atua na regulagéo
de Xist e pode ter um papel no espalhamento in cis de Xist

Interage com Satb1

Atua como uma barreira para a reorganizagdo da cromatina induzida por Xist

Sua proteina é responsavel por manter um padrao correto da metilagdo do DNA no Xi
durante a manutencéo das fases de ICX

Mantém o padréo de metilagao no DNA através da hemimetilagao

Fator de pluripoténcia e regulador epigenético que atua em Xist e Tsix

Responséavel pela metilacdo de novo durante o desenvolvimento embrionério,
realizando a metilagcao das ilhas CpG

Faz o recrutamento de PRC2 no cromossomo X inativo

Regula a expressédo de Xist através da degradacado de Rex1

Seu transcrito ndo codificante atua na ativacao de Xist

Seu transcrito ndo codificante atua na ativacao de Xist

Presente no XIC, em camundongos seu longo transcrito ndo codificante reprime Xist
e participa da inativagdo imprintada nos tecidos extraembrionarios. Em humanos, seu
papel ainda ndo esta estabelecido

ncRNA recrutado para realizar o superloop de bases do Xi, localizagdo nuclear e
retencéo de H3k27me3

Fonte: dados adaptados de Cerase e colaboradores (2015), Vissers e colaboradores (2015) e base
de dados Genecards.
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Tabela 1 - Elementos reguladores que estdo envolvidos no processo de ICX em
camundongos e humanos, através da atuacdo direta com o processo de
ICX ou na interagdo com proteinas e demais elementos que atuam no
processo (Continuagao)

Elementos Funcéo
PRC2 E recrutada pelo X inativo durante o processo de diferenciacdo das células tronco embrionarias
e desenvolvimento embrionario. Catalisa a metilagcdo das histonas H3 nas lisinas 27 da
cromatina
PRC1 Reforca o silenciamento génico na cromatina pela ubiquitinagdo de histonas H2A na lisina 119 e
compactacéo da cromatina. H4 uma suposicéo de que é recrutada pelo Xi, mas ainda esta em
debate

LINEs presentes Comparado aos autossomos, o X possui o dobro de elementos LINE-1. Os LINEs do
no cromossomo X  cromossomo X se localizam préximos a genes inativos no Xi, supde-se que seu papel seja de
estabelecimento e manutencado do estado inativo.
Fonte: dados adaptados de Cerase e colaboradores (2015), Vissers e colaboradores (2015) e base de

dados Genecards.

Figura 6 - Principais fatores envolvidos na ICX
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Nota: Xist reveste o Xi e € critico para a sua localizacdo. Na membrana nucleolar, a localizacao do Xi
requer o ncRNA Firre. Xist atua como um andaime molecular recrutando varios complexos
repressivos como PRC1/2, enquanto também atua como uma ligacdo entre varios fatores de
ligacdo da matriz e cromatina. Alguns desses fatores, como PRC2 e HNRNPU, s&o recrutados
tanto para o Xi em humanos quanto em camundongos, mas a maioria das evidéncias das
interacdes e vias que regulam esses fatores vem do trabalho feito em modelos de camundongos.
As H3/H4/H2A/H2B referem-se a subunidades de histona, e os “me” e “ac” referem-se a
metilacé@o e acetilacdo de caudas de histona em lisinas especificadas (K).

Fonte: Adaptada de Balaton e colaboradores (2018).
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Ha diversos elementos reguladores e genes que camundongos e humanos
compartilham no processo de ICX. No entanto, também ha notaveis diferencas entre
eles quanto a ICX (Tabela 2 e Figura 7). Como citado anteriormente, os camundongos
sao de grande importancia para entendimento do mecanismo de ICX, tendo em vista
a complexidade do uso de embribes humanos para estudos. Assim, alguns
mecanismos foram observados em outras espécies, mas ainda ndo temos o
conhecimento em humanos, como é o caso da ICX imprintada. A ICX imprintada ja foi
observada em camundongos e marsupiais, no entanto, os dados de outros mamiferos
sdo desconhecidos e a maioria dos estudos com células tronco pluripotentes humanas
representa um estagio pos-ICX. Alguns estudos em humanos, realizados com o
marcador G6PD em placenta a termo, desde a década de 70, apresentam dados
discordantes, pois h& achados de ICX aleatéria e preferencial. Esses estudos também
nao sao tao confidveis, devido ao risco de contamina¢édo do material por DNA materno,
analise de diferentes tecidos, poucos genes analisados e pequeno numero amostral
(MIGEON; DO, 1979; HARRISON; WARBURTON, 1986; ZENG; YANKOWITZ, 2003;
HAMADA et al., 2016).

Tabela 2 - Diferencas entre humanos e camundongos quanto a ICX

Mecanismo/Gene
Expressao de Xist no
inicio do
desenvolvimento

ICX por imprinting
ICX aleatoria

Regulacéo positiva de
Xist no Xi

Repressao de Xist no
futuro Xa

Jpx

Linx

Tsix

XACT

Camundongos
Pelo Xp, nas fémeas

Sim (trofectoderma)
Apenas no prdéprio embrido

4-8 células: Seletiva,
apenas o futuro Xi é super-
regulado

Realizado por Tsix (Inicio)

Regulador positivo de Xist:
ncRNA que atua na ligacédo
CTCF e ativacao de Xist
(Inicio ICX)

NcRNA co-expresso com
Tsix
ICX (imprinting)

Ausente

Fonte: Adaptado de Migeon (2017)

Humanos
Em todo o cromossomo
X de fémeas e machos

Desconhecido
Na placenta e embrido

Geralmente ap6s o 7°
dia: em todos os
cromossomos X com
excecdo de um

Algum outro repressor
de XIST sensivel a
dosagem

Desconhecido

Ausente

Nao funcional

Possivel inibidor da
super-regulagéo de
XIST (inicio da ICX)
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NORA et al., 2012

OHHATA et al., 2011
GAYEN et al., 2015
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Figura 7 - ncRNAS responsaveis pelo processo de ICX em camundongos e humanos
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Fonte: Adaptado de Sahakyan et al.(2018).

Escape a inativacdo do cromossomo X

Uma vez que o cromossomo X inativo foi escolhido, a maioria dos genes
presentes nesse cromossomo € inativada. Desde os achados de Mary Lyon, na
década de 60, estimou-se que nem todo o cromossomo X poderia ser inativo, devido
aos fenotipos anormais observados na aneuploidia 45,X (Sindrome de Turner).
Algumas diferencas entre humanos e camundongos também foram verificadas quanto
a aneuploidia, como a infertilidade nas mulheres 45,X, enquanto as fémeas de
camundongos com apenas um cromossomo X podem se reproduzir. O percentual de
escape a ICX em camundongos € cerca de 3-7% no cromossomo X inativo, enquanto
gue no cromossomo X humano os padrfes variam entre individuos e tecidos numa
faixa de 10-23% (CARREL; WILLARD, 2005; BERLETCH et al., 2011; BALATON;
COTTON; BROWN, 2015; TUKIAINEN et al., 2017).

Alguns genes gue estao fora das PARs mantiveram homologia no Y e escapam
a ICX, como é o caso de genes importantes para o desenvolvimento como KDM5C,
KDM6A e DDX3X (WIJCHERS; FESTENSTEIN, 2011; MIYAKE et al.,, 2013;
GONCALVES et al., 2014; KIDO; FAI; LAU, 2015). Atualmente, sabemos que, além
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das regibes de homologia X:Y, inUmeros genes escapam a ICX ao longo do
cromossomo X.

A regido especifica do cromossomo X pode ser particionada em estratos
evolucionarios que apresentam niveis crescentes de divergéncia. O brago curto do
cromossomo X (Xp) apresenta o estrato mais antigo de genes e no bracgo longo do
cromossomo X se encontra o estrato mais jovem. Em humanos, o estrato evolutivo
mais antigo concentra a maior parte dos genes que escapam a ICX (Figura 8)
(CARREL; WILLARD, 2005; BALATON; BROWN, 2016). Dos 639 genes humanos
presentes no cromossomo X que foram avaliados sobre o status de ICX (cerca de
81% dos genes codificantes de proteinas nas células somaticas), 80 genes escapam
a ICX e 93 genes possuem escape variavel (BERLETCH et al., 2011; BALATON,;
BROWN, 2016; DISTECHE, 2016).

Figura 8 - Estrato evolutivo e genes que escapam a ICX
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Nota: Representacdo da porcentagem de genes em cada estrato evolutivo do cromossomo X, em
escalas do escape a ICX. S1, S2a, S2b, S3, S4 e S5 — estratos evolutivos do cromossomo X; A
escala de cores (1-9) representam quantos hibridos tiveram expresséo dos genes no Xi.

Fonte: Adaptado de Carrel & Willard (2005).

Entre os genes de escape a ICX e os de escape variavel a ICX, foram
encontradas algumas diferencas quanto as suas estruturas. A ligacdo da polimerase

Il ao Xi é significativamente reduzida, com excecdo das PARs e genes de escape que
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possuem a regido promotora hipometilada. Assim, 0s genes de escape variavel
apresentam suas regides promotoras hemimetiladas, permitindo que a expressao
possa ser variavel entre tecidos ou diferentes em individuos (GENDREL; HEARD,
2011). Além dessa diferenca, 0os genes que estdo sujeitos a ICX possuem muitas
marcas de heterocromatina inativas, como H3K9me3, H4K20me3 e H3K27me3, e
também séo pobres em marcas ativas, como H3K4me3. Em contrapartida, os genes
que escapam em alguma parcela a ICX apresentam marcas de histonas ativas, como
H3K4me2 e H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac e H3K9mel, e sdo empobrecidos da marca
repressora H3K27me3. Além dessas marcas, 0 Xi mostra um enriquecimento
quadruplo para a variante repressiva da histona macroH2A, enquanto 0os genes que
escapam séao deficientes dela. Algumas lacunas ainda nao estdo bem esclarecidas,
como a diferenca destas marcas epigenéticas entre os genes que escapam a ICX e
0S que nao escapam. Ha duvidas se as marcas epigenéticas sdo as responsaveis pelo
escape ou se as marcas ocorrem devido a transcri¢cao continua dos genes (BALATON;
BROWN, 2016).

O percentual de genes que escapam a ICX é variavel entre diferentes estudos.
O estudo pioneiro sobre genes que escapam a ICX (CARREL; WILLARD, 2005)
verificou que cerca de 25% dos genes no X inativo (incluindo as regides PARL e
PAR2) escapariam a ICX em algum grau. No entanto, como as células utilizadas eram
hibridas, esse percentual pode ser questionado, uma vez que o XIST humano por
inativar o Xi hibrido em camundongos pode enviesar o resultado pela falta de
reconhecimento de sitios especificos humanos. Contudo, um estudo mais recente
avaliou dados de mais de 5500 transcriptomas, provenientes de 449 individuos em 29
tecidos diferentes, combinados com dados de 940 transcriptomas single-cell. Através
dos resultados, foi observado que menos de 23% dos genes no cromossomo X
apresentam inativacdo incompleta. Estes dados sugerem que as diferencas de
porcentagem de escape a ICX podem estar relacionadas a variabilidade fenotipica
(TUKIAINEN et al., 2017).

Desvios de inativacdo do cromossomo X

A partir do momento em que a ICX é estabelecida, o cromossomo X inativo com

a heterocromatina enriquecida é transmitido para cada célula filha de forma estavel.
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Acredita-se que a ICX nas células somaticas seja irreversivel, tanto em humanos
guanto em camundongos, exceto nos estagios de desenvolvimento inicial (blastocisto)
e na linhagem germinativa, ambos no inicio do desenvolvimento. Assim, o esperado
€ que as mulheres sejam mosaicos para as populagdes celulares, apresentando uma
ICX aleatoria com 50% de expressao de genes da linhagem celular do cromossomo
X materno e o0 mesmo para o X paterno. Essa proporcdo de ICX pode ser tecido-
especifica ou variavel de acordo com a idade (BOLDUC et al., 2008; GENDREL,;
HEARD, 2011).

A razao 1:1 entre células ICX pode ser desviada por condi¢cdes que influenciam
0 processo de ICX. O desvio de ICX pode ocorrer de maneira primaria ou de forma
secundaria durante o desenvolvimento embrionario. No desvio de ICX priméario, como
o embrido possui um pequeno grupo de células qualquer evento em fatores
relacionados a ICX pode causar uma preferéncia pela expressdo de um cromossomo
X em detrimento do outro. A ICX néo aleatoria primaria também pode ser resultado de
uma selecédo causada por mutacdes ou variagdes nos genes envolvidos no processo
de ICX. Outro cenario no qual a ICX preferencial pode acontecer é apdés a
diferenciacéo celular. Uma linhagem celular parental pode ser favorecida em relacdo
a outra, ocasionando também uma selecao preferencial que se categoriza como uma
ICX ndo aleatoria secundaria (Figura 9) (GENDREL; HEARD, 2011). Os desvios de
ICX que ocorrem de maneira secundaria podem ser tecido-especificos. Por exemplo,
estudos realizados com camundongos sobre a expressao de genes em regides
cerebrais observou uma preferéncia de expressdo do X de origem materna nas
fémeas (GREGG et al.,, 2010; WANG; SOLOWAY; CLARK, 2010). Em um estudo
realizado com mulheres e seus neonatos, também foi observado que as células
hematopoiéticas sdo mais susceptiveis a desvios de ICX em relacdo as amostras de
epitélio bucal (BOLDUC et al.,, 2008). Além disso, o perfil de ICX para células
hematopoiéticas pode variar ao longo dos anos dentre mulheres saudaveis. Nesse
mesmo estudo realizado por Bolduc e colaboradores (2008), foi observado que as
células sanguineas das maes dos neonatos tiveram uma incidéncia de desvio
dobrada, quando comparada com as células de epitélio bucal. O tecido
hematopoiético é mais susceptivel a um desvio de inativagéo a partir dos 30 anos de
idade e pode ser mais recorrente na populacéo acima de 60 anos de idade (BUSQUE
et al., 1996; BOLDUC et al., 2008). Mulheres com idade mais avancada (> 60 anos)

possuem um aumento da incidéncia de desvios de ICX para as amostras de células



sanguineas, quando comparadas com amostras de epitélios (urinario e bucal). Assim,
acredita-se que ha uma selecdo secundaria preferencial para as células
hematopoiéticas (SHARP; ROBINSON; JACOBS, 2000).

Figura 9 - Tipos de ICX com desvio
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Nota: Ambos os cromossomos X (paterno e materno) estao ativos em células femininas indiferenciadas.
A escolha randémica da ICX (a) faz com que as fémeas sejam mosaicos para as populacdes
celulares, parte mantem um X materno ativo (células em preto) e parte um X paterno ativo
(células em laranja). A ICX ndo randdmica pode surgir através de diferentes processos. A ICX
nao aleatéria primaria (b), pode ocorrer quando Xist ou Tsix ocasionam uma ICX preferencial de
grupo de células (com o X paterno o X materno ativo) no estagio de ICX das células, causando
um desvio de inativacdo preferencial. Em camundongos, os alelos Xce podem ocasionar um
desvio de ICX primario favoravel a uma determinada populacéo celular (c). A ICX ndo aleatdria
secundaria (d) pode ocorrer apés o processo de ICX, um grupo de células com um X paterno ou
materno ativo ganha vantagens proliferativas como ocorre no caso de doencas ligadas ao
cromossomo X, causando uma proporcao maior de células portando um X em relacéo a outro. A
ICX secundaria pode ocorrer em diferentes tecidos ou tipos celulares como um imprinting
gendmico (e).

Fonte: adaptada de Gendrel e Heard (2011).

A avaliagéo de desvios de ICX comecou a ser realizada através de marcadores
em genes do cromossomo X, como o HPRT e o PGK, por meio da técnica de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP, do inglés, Restriction
Fragment Length Polymorphism) (WOLF et al., 1984; YEN et al., 1984; VOGELSTEIN
et al., 1985, 1987). Desde 1992, as metodologias para identificar os perfis de
inativacdo tém utilizado endonucleases de restricdo sensiveis a metilacdo para a

regiao polimorfica de trinucleotideos (CAG) presentes no exon 1 do gene receptor de
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androgénio humano (AR, ensaio HUMARA) (ALLEN et al., 1992). Esse é o método
mais utilizado para avaliar desvios de ICX, ja que o gene AR é altamente polimérfico
com uma taxa de heterozigose de 85-90% na populacdo (ALLEN et al., 1992). No
entanto, mulheres que sdo homozigotas para o polimorfismo CAG ndo séao
informativas para avaliar possiveis desvios de ICX.

Recentemente, uma nova ferramenta foi proposta por um grupo parceiro
incluindo o gene da Retinite Pigmentosa 2 (RP2) num ensaio biplex com o gene AR,
permitindo uma maior capacidade de identificar desvios de ICX por ampliar a margem
de heterozigose conjunta para 97% da populacdo (MACHADO et al., 2014). Um
estudo recente com essa metodologia foi realizado pelo nosso grupo, com uma
populacdo controle de 118 mulheres saudaveis oriundas do Estado do Rio de Janeiro
qgue confirmaram a taxa de 97% de heterozigose descrita pelo estudo desenvolvido
por Machado e colaboradores. Os dados de ICX demonstraram que o uso do gene
RP2 adicionou informatividade em 7,6% das amostras, nas quais as taxas de ICX néo
poderiam ser estabelecidas utilizando somente o gene AR (BORGES, 2018).

Os desvios de ICX, sejam eles moderados ou extremos, podem ocorrer na
populacdo de mulheres saudaveis, numa proporcdo esperada de 11-13%. Desvios
extremos de ICX sdo mais raros, e ocorrem numa frequéncia menor que 2% (AMOS-
LANDGRAF et al., 2006; BORGES, 2018). Além disso, é postulado por alguns estudos
que desvios de ICX podem ser um evento favoravel ao cromossomo normal, em casos
de mutacdo em um dos cromossomos X (PLENGE et al., 2002; GENDREL; HEARD,
2011). Todavia, estudos recentes associam casos de ICX preferencial a favor do
cromossomo X portador de uma mutacdo em uma série de doencas. Desvios
extremos de ICX estdo associados a doengas severas em mulheres como: PHACEs
(LEVIN; KALER, 2007), Sindrome de Rett (VICTORINO KREPISCHI; KOK;
GUIMARAES OTTO, 1998; FIEREMANS et al., 2014;); e doencas comumente mais
recorrentes em homens tais como: distrofia muscular de Duchenne (VIGGIANO et al.,
2016), Hemofilia B (OKUMURA et al., 2008), disceratose congénita (DEVRIENDT et
al., 1997) e a DI (VISSERS et al., 2015; FIEREMANS et al., 2016).
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Deficiéncia Intelectual

A Deficiéncia Intelectual de aparecimento precoce (DI), popularmente
conhecida como retardo mental, pode ser definida por trés critérios principais: (i)
manifestacdo antes dos 18 anos de idade, (ii) funcionalidade intelectual
significantemente abaixo da média e (iii) limitacdes em duas ou mais &areas das
habilidades adaptativas ou cognitivas aplicaveis, como a comunicacdo, cuidados
pessoais, interacdo social, habilidades académicas, entre outras (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Os dominios abrangidos pelo funcionamento
adaptativo sao: conceitual, que inclui linguagem, conhecimento e memaria; social, que
inclui a empatia, o julgamento social e a habilidade de seguir regras; e pratico, que
inclui cuidar de si, organizacao e habilidades do dia a dia (MARRUS; HALL, 2017).
Houve uma substituicdo do termo “retardo mental” por “deficiéncia intelectual” a partir
da 52 edicdo do Manual de Diagnéstico e Estatistica de Doengas Mentais, por
requerimento de um estatuto em 2010 na politica educacional, legal e da saude
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

A DI é considerada um problema de saude publica, cuja prevaléncia varia
entre estudos epidemioldgicos, sendo estimada em 1-3% da populacdo mundial. Esta
condicao é etiologicamente heterogénea, sendo a causa mais comum de desordem
do desenvolvimento (CHIURAZZI et al., 2008; CHIURAZZI; PIROZZI, 2016). Em
paises com menores condi¢cdes de renda, a prevaléncia da DI € duas a trés vezes
maior, 0 que € atribuido a questdes de nutricdo inadequada, privacdo cultural,
casamentos consanguineos e baixa assisténcia a saude (ROPERS, 2010). No Brasil,
os dados da prevaléncia de deficiéncias através da autodeclaracdo do IBGE (anos
referéncia: 2013-2014) indicam uma taxa de DI de 0,8% na populagédo, sendo maior
entre homens (0,9%) do que mulheres (0,7%) (MALTA et al., 2016).

Uma variedade de causas genéticas e ambientais é atribuida a DI. Contudo,
0S aspectos genéticos contribuem para cerca de 50% dos casos e 25% ainda néo tém
causas atribuidas (TOTH, DE LACY, 2016; MARRUS; HALL, 2017). A gravidade das
manifestagdes clinicas esta correlacionada com o fator causal, e assim, desequilibrios
cromossOmicos, asfixia perinatal, infeccbes pré-natais ou acidentes vasculares estao
relacionados aos casos mais graves. Os efeitos variaveis das causas da DI sdo

resultado da exposicdo materna as substancias toxicas durante a gravidez, condi¢des
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maternas (ex. diabetes ou fenilcetonuria) e nascimento prematuro. Ja as causas
ambientais mais comuns da DI séo hipotireoidismo e desnutricdo de mae e/ou filho,
atingindo milh6es de pessoas nos paises em desenvolvimento (CHIURAZZI,
PIROZZI, 2016). Assim, a frequéncia desses diversos fatores varia entre os diferentes
paises, bem como o estilo de vida que os individuos apresentam e a qualidade dos
cuidados de saude.

A DI pode estar associada a outras condigdes como uma comorbidade,
incluindo: transtornos do espectro autista (ASD), caracterizados por um
comprometimento social, interesses restritos e comportamento repetitivo; distarbio de
linguagem; e a epilepsia, que pode se manifestar com atraso do desenvolvimento e
regressdes de desenvolvimento adquirido, como a fala, por exemplo (CURRY et al.,
1997; VAN KARNEBEEK, 2018), dentre outros.

As formas de DI sdo clinicamente divididas em DI sindrémica (DI-S) e nao
sindrdmica (DI-NS). Nas formas sindrébmicas, os individuos afetados possuem outras
caracteristicas além da DI como: aspectos clinicos, radiolégicos ou bioldgicos
associados a condigdo. Ja a forma néo sindrémica, os individuos apresentam somente
o déficit cognitivo, sem associacfes fenotipicas. Entretanto, € comum notar que
alteracdes num determinado gene podem causar uma sindrome e que outras
mutacBes neste mesmo gene podem ocasionar uma DI-NS, como é observado em
alguns casos envolvendo autismo (CHIURAZZI; PIROZZI, 2016).

Das sindromes cromossémicas que envolvem DI, mais de 80% nao séo
detectaveis através dos métodos de Citogenética classica, necessitando de analises
genéticas com maior resolucdo por se tratarem de variantes submicroscopicas
(SANSOVIC et al., 2017). Essas alteracBes cripticas representam mutaces de
sequéncia, alteracdes epigenéticas e variagdes no nimero de copias génicas (CNVs,
do inglés copy number variations), fazendo com que um ou mais genes envolvidos
tenham suas fungbes comprometidas durante ou apos o desenvolvimento
embrionario, causando consequéncias severas para o funcionamento cognitivo
(VISSERS et al., 2015). Com o advento das novas tecnologias, como 0s microarranjos
de DNA e o sequenciamento de exoma completo (WES, Whole Exome Sequencing),
houve uma grande inclusdo de novos genes associados a DI, sendo mais de 700
genes nos ultimos 20 anos (Figura 10) (VISSERS et al., 2015).
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Figura 10 - Aumento da associacdo de genes ligados a DI com a insercdo das
tecnologias de array-CGH e Sequenciamento de nova geragao
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Fonte: Adaptado de Vissers e colaboradores (2015).

A expansdo das regides conhecidas permitiu a associacdo também de novas
CNVs, além de novos genes associados a DI. As CNVs podem ser definidas como um
segmento de DNA maior que 1kb que possui um namero variavel de cépias em relacéo
ao genoma referéncia, sendo classificadas como recorrentes e nao recorrentes
(FREEMAN et al., 2006). Em geral, as CNVs recorrentes encontram-se flanqueadas
por regides gendmicas com baixo numero de cépias (LCRs) que se recombinam entre
as copias nao alélicas em cromossomos homélogos. Por outro lado, as CNVs néo
recorrentes em geral ndo apresentam LCRs nas proximidades genOmicas e estao
envolvidas com a maioria das microdele¢cdes ou microduplicacdes patogénicas ligadas
a DI (Figura 11) (LUPSKI, 2015). Dessa forma, essas variacdes gendmicas podem
resultar em delec¢des, inversdes, duplicacbes ou amplificagbes de uma copia de um
segmento gendmico em apenas um cromossomo do par homaologo. Diferentes efeitos
gendmicos podem ocorrer atraves das CNVs e quanto maior a extensao da CNV,
maior a probabilidade dela ser patogénica. As CNVs podem ocasionar uma dosagem
génica alterada, a sintese de uma proteina anormal ou até mesmo auséncia do

produto génico (LUPSKI, 2010, 2015). Além disso, uma CNV pode desmascarar o
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efeito de um alelo recessivo (LEE; IAFRATE; BROTHMAN, 2007). Em geral, delecdes

possuem uma chance maior de serem causais (LEE et al., 2007).

Figura 11 - Representagcdo de CNVs recorrentes e ndo recorrentes observadas nas
condicBes genbmicas
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repeticdes pardlogas; (b) Rearranjos recorrentes ocorrendo em paralelo e afetando o niumero
de copias de um gene sensivel a dosagem na repeticdo. (c) Duplicacdo-Triplicacdo/Inversao-
Duplicagdo, as amplificacBes podem ser representadas por duplicacdes ou triplicacbes e, em
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envolvimento de LCRs. SRO: regido de sobreposicdo minima comum (smallest region of
overlapping).
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em diferentes individuos. Nos rearranjos ndo recorrentes, as CNVs apresentam tamanhos Unicos
e contelido gendmico variavel entre individuos ndo relacionados.

Fonte: adaptada de Carvalho e Lupski (2016).

Embora muitos genes e CNVs tenham sido associados a DI com o avango das
tecnologias genémicas, um percentual expressivo continua subdiagnosticado clinica

e/ou molecularmente. No estudo realizado por Hu e colaboradores (2015), foram
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avaliadas 405 familias sugestivas de DI ligada ao cromossomo X (DILX) através de
sequenciamento de exoma completo e mais da metade dos casos permaneceu sem
solucdo. Assim, o desafio para ampliar o conhecimento sobre as causas relacionadas
a DI serd interpretar os mecanismos envolvidos e genes nado codificantes de proteinas
nos proximos anos (HU et al., 2015). Atualmente, h& registro de mais de 700 genes
associados a DI, sendo 140 genes somente no cromossomo X (VISSERS et al., 2015;
GREENWOOD GENETIC CENTER, 2018).

O cromossomo X de mamiferos é enriquecido em genes relacionados as
funcdes neuroldgicas (NGUYEN; DISTECHE, 2006b). Assim, genes ligados ao
cromossomo X sdo altamente expressos no cérebro, e quando comparado a outros
tecidos, a proporcdo de genes ligados ao cromossomo X expressos no cérebro é
significativamente maior. Portanto, as formas de DILX s&o 3,5 vezes mais comuns que

as formas autossémicas de DI (DENG et al., 2014).

Deficiéncia intelectual ligada ao X

A identificac&o clinica de diversas sindromes relacionadas a DI, até a década
de 60, j& identificava um padrdo genético ligado ao cromossomo X, pois havia um
excesso de cerca de 30% de homens afetados em relacdo as mulheres, em todos os
estudos. Assim, as evidéncias de segregacao familiar da DI em homens e o nimero
excedente de homens afetados na populacdo contribuiram para a identificacdo da
DILX (LUBS; STEVENSON; SCHWARTZ, 2012). A descricédo de familias com DILX e
a identificacdo da sindrome X fragil, a forma mais comum de DILX, como uma
condicdo monogénica, corroborou os dados do excesso de homens afetados em
relacdo as mulheres (ROPERS, 2010). Como os homens apresentam apenas um
cromossomo X, mutagdes que acometam esse Cromossomo Sa0 mais aparentes em
homens, como nos casos de DI.

A DILX também pode ser dividida em DI ligada ao X sindrémica (DILX-S) e DI
ligada ao X ndo sindromica (DILX-NS), respeitando os mesmos aspectos citados para
DI-S e DI-NS e caracterizada pela heranca ligada ao cromossomo X (Figura 12)
(ZECHNER et al.,, 2001; MANDEL; CHELLY, 2004; GREENWOOD GENETIC
CENTER, 2018).



Figura 12 - Genes no cromossomo X associados a DI
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Deficiéncia intelectual ligada ao X em mulheres

Como dito anteriormente, individuos do sexo masculino, por serem hemizigotos
para genes localizados no cromossomo X, S80 mais suscetiveis a expressarem
alteracdes genéticas nesse cromossomo. Por outro lado, mulheres portadoras de
mutagdes no cromossomo X geralmente ndo sdo tdo severamente afetadas, devido a
ICX. Esse fato somado aos artefatos metodoldgicos faz com que, na maioria das
vezes, mulheres com DI ndo sejam inseridas em estudos de rastreamento de
mutagcdes em genes do cromossomo X.

Por apresentarem o mecanismo de ICX, as mulheres portadoras de mutacdes
no cromossomo X podem possuir uma compensacéao de dose a favor do cromossomo
X normal, causando um desvio de ICX. Embora escassos, alguns estudos de familias
com possivel DILX associam desvios extremos de ICX nas mulheres portadoras de
mutacdes (PLENGE et al., 2002; TZSCHACH et al., 2015). No estudo realizado por
Plenge e colaboradores, foi determinado o perfil de ICX em 155 mulheres de 24
familias com 20 causas diferentes de DILX. Dentre essas mulheres portadoras,
aproximadamente 50% apresentaram desvios de ICX (= 80%) e nas 20 mulheres que
foram informativas para a deteccdo da mutacao, todas apresentaram desvio de ICX
desfavoravel ao cromossomo X portador da mutacdo (PLENGE et al. 2002).
Recentemente, Tzschach e colaboradores (2015) avaliaram 150 homens com DI por
sequenciamento de exoma total e incluiram a avaliacdo do perfil de ICX para as maes
dos pacientes com heranca sugestiva de DILX. Através dos resultados, verificaram
gue os desvios de ICX foram mais frequentes nas maes de pacientes com variantes
patogénicas do cromossomo X (TZSCHACH et al., 2015). Dessa forma, mutacdes no
cromossomo X que possam causar DI em mulheres sdo muitas vezes silenciadas
através de desvios de ICX, uma vez que podem ser fenotipicamente normais e
segregar a mutacao por geracoes.

A maior causa de DI em mulheres é a sindrome de Rett (RTT- MIM#312750)
com uma incidéncia de 1:15.000 nascimentos, causada na maioria dos casos por
mutacdes no gene da proteina 2 de ligacdo a metil-citosinas (Methyl-CpG binding
protein 2 - MECP2). As mulheres acometidas pela RTT possuem desenvolvimento

normal até os 6 a 18 meses e depois iniciam uma regressao associada a microcefalia
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adquirida, DI, ataxias e movimentos estereotipados. Mutacbes no gene MECP2
também podem ser vistas em homens apresentando como caracteristica clinica
principal a encefalopatia epilética (ABDALA, 2018; VAN KARNEBEEK, 2018).

O gene MECP2 atua como regulador da transcricdo e a proteina por ele
codificada € essencial para o desenvolvimento neurolégico. O gene MECP2 esta
localizado no bracgo longo do cromossomo X (Xg28) e, como desempenha um papel
importante nas fungdes neuronais para os machos/homens, a deficiéncia da proteina
MeCP2 é letal (NGUYEN et al., 2012). Estudos recentes tém associado desvios de
ICX nos casos mais severos de RTT, além de casos de mutacdes com heranca
materna em que as maes possuem desvios extremos de ICX desfavoravel ao
cromossomo X mutado (FIEREMANS et al., 2014; ZHANG et al., 2017).

No entanto, além da RTT, pouco se sabe a respeito dos genes responsaveis
pela DI em mulheres e dos mecanismos moleculares envolvidos. Os estudos mais
recentes com mulheres portadoras de DI foram realizados por um grupo belga em
pacientes com DI, associando desvios de ICX a mulheres com DI severa
(FIEREMANS et al., 2015, 2016). No estudo de 2015, Fieremans e colaboradores
associaram mutacées nos genes KDM5C e IQSEC que escapam a ICX, em uma
mulher com DI severa e caracteristicas autistas, evidenciando uma preferéncia de ICX
para o cromossomo X portador da mutacdo. No outro estudo, 288 mulheres belgas
com DI severa e sindrémica foram avaliadas quanto ao perfil de ICX (FIEREMANS et
al., 2016). De acordo com Fieremans e colaboradores, das 19 pacientes com desvio
de ICX, seis apresentaram variantes associadas a DILX nos genes DDX3X, NHS,
WDR45, MECP2 e SMC1A, sendo que os genes DDX3X, SMC1A escapam
completamente a ICX e o gene NHS apresenta status de escape variavel (TUKIAINEN
et al., 2017).

Ainda assim, hd uma caréncia de estudos que visam identificar os genes que
possam causar DI em mulheres e, sobretudo, em mulheres homozigotas para o
polimorfismo presente no gene AR, que sao excluidas das avaliagbes dos perfis de

ICX por ndo serem informativas para esse gene.
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1. OBJETIVOS

Com base na alta prevaléncia da DI na populacdo mundial e na escassez de

estudos voltados para a identificacdo de genes no cromossomo X relacionados a DI

em mulheres, o trabalho desenvolvido teve como objetivo geral investigar desvios de

ICX como

ponto de partida para a identificacdo de alteracbes genéticas

subdiagnosticadas relacionadas a DI em individuos do sexo feminino.

A partir dessa caracterizacdo, tivemos como objetivos especificos:

a)

b)

Investigar o perfil de ICX em mulheres com DI, utilizando-se uma nova
abordagem através do gene RP2, a qual amplia a cobertura para as
mulheres nao informativas para o gene AR;

Verificar se ha selecao preferencial tecido-especifico nos casos de
desvios extremos de ICX, por meio do uso de dois tecidos com diferentes

origens embrionarias (sangue e epitélio bucal);

c) Analisar o padrdo de ICX nas maes de mulheres com desvio de ICX

d)

f)

9)

extremo;

Rastrear mutacoes de sequéncia no gene XIST nas mulheres com
desvio de ICX, a fim de associar essas variantes no gene XIST com 0s
desvios de ICX encontrados;

Caracterizar a presenca de CNVs (por array-CGH) e alteracdes de
sequéncia (por analise de exoma completo) patogénicas nas mulheres
com desvio extremo de ICX e os mecanismos moleculares envolvidos;
Caracterizar a presenca de CNVs patogénicas em outros cromossomos,
além do cromossomo X, nas mulheres com DlI;

Correlacionar os dados obtidos com os fenétipos das pacientes e com
0s bancos de dados disponiveis.



56

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Consideracdes éticas

Este estudo integra um projeto maior, sob a coordenacao da Prof? Dr2 Cintia
Barros Santos-Reboucas, aprovado pela Comissédo Nacional de Etica em Pesquisa,
atraves da Plataforma Brasil (CAAE 46769315.5.0000.5259). Todos os responsaveis
pelos pacientes envolvidos no estudo assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, autorizando a participacéo, seguindo as condutas descritas na resolucdo
466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude.

2.2. Grupo Amostral

O grupo de estudo foi composto por 53 individuos do sexo feminino. Os critérios
de inclusao foram portadoras de DI moderada/severa e esporadica, clinicamente bem
documentadas, triadas a partir dos ambulatorios de Genética Clinica do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE-UERJ), Hospital Universitario Gaffrée e Guinle
(HUGG-UNIRIO) e do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG-
UFRJ). Como a DI possui uma maior prevaléncia em homens e mulheres afetadas
possuem formas de DI mais leves, a selecéo de mulheres com DI moderada/severa e
esporadica propicia a identificacdo de genes e/ou mecanismos relacionados ao
cromossomo X que possam causar DI em mulheres. Um fluxograma representativo
dos procedimentos adotados ao longo do estudo encontra-se esquematizado na figura
13.
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Figura 13 - Fluxograma metodoldogico realizado no presente estudo
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Fonte: A Autora, 2019.

2.3. Obtencéo das amostras para as analises moleculares

2.3.1. Coleta de sangque periférico e de mucosa bucal

Os individuos participantes da pesquisa foram encaminhados para a coleta de
amostras biolégicas no Servigco de Genética Humana da UERJ (SERVGEN/UERJ). A
coleta foi realizada por técnicos especializados, seguindo protocolos de assepsia e
biosseguranca.
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2.3.2. Extracdo de DNA a partir de sanque periférico

As amostras de DNA gendmico foram obtidas a partir de 5 mL de sangue
periférico dos individuos selecionados, utilizando-se o kit comercial Wizard Genomic
DNA (PROMEGA, EUA) e seguindo-se as recomendacfes do fabricante. Ao término
da extracdo, uma aliquota de uso foi armazenada em geladeira a 4 °C e as demais

em freezer a -20 °C.

2.3.3. Extracdo de DNA a partir de mucosa bucal

As amostras de mucosa foram coletadas a partir de um esfregacgo do epitélio
bucal. A coleta foi realizada esfregando o swab 20 vezes para baixo e 20 vezes para
cima na mucosa bucal em cada lado interno da cavidade bucal. ApGs o procedimento,
o swab foi cortado e colocado num tubo de 1,5 mL e a extragdo de DNA gendmico foi
realizada a partir do kit de extracdo DNeasy da QIAGEN (Alemanha). O swab
permaneceu no tubo da extracdo até a etapa de uso da coluna do kit. As
recomendacdes de extracao do fabricante foram seguidas, com a adicédo de 25% do
Buffer AL e da protease do kit para cada amostra. As amostras de DNA extraidas

foram armazenadas em geladeira a 4 °C.

2.3.4. Quantificacdo das amostras

A concentragdo das amostras de DNA foi estimada através de
espectrofotometria no equipamento NanoDrop Lite (UNISCIENCE - EUA). A
concentragdo da amostra, assim como, seu grau de pureza (contaminagdo por
proteinas, fendis e carboidratos), foi estimada pelo equipamento com a configuracao

de quantificacdo de DNA de dupla fita.
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Para andlise da integridade das amostras de DNA extraidas, foi utilizada
eletroforese em gel de agarose a 0,8% a uma voltagem de 60 volts por
aproximadamente uma hora, numa cuba horizontal (MultiSUB Midi — Uniscience) com
tampéao de corrida TBE 1X (Tris 89 mM — GE Healthcare; 4cido borico 89 mM - Merck;
EDTA 2 mM - GE Healthcare). As amostras foram aplicadas no gel, adicionando-se 1
ML da amostra, 4 uL de agua milliQ, 1 puL de corante de corrida [azul de bromofenol
0,25% (GE HEALTHCARE — Reino Unido), xileno cianol 0,25% (GE HEALTHCARE),
glicerol 30% (ISOFAR — Brasil)] e 1 uL de GelRed (UNISCIENCE). Como marcador
de peso molecular foi utilizado o 1 kb plus ladder (THERMO FISHER SCIENTIFIC —
EUA). A visualizacdo das amostras de DNA no gel, apés a eletroforese, foi realizada
em um transiluminador de luz UV modelo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia - Brasil),
acoplado a um sistema de fotodocumentacao.

2.4. Ensaio de inativagdo do cromossomo X

Para determinar o perfil de ICX das mulheres envolvidas no estudo, foram
usados os genes AR e RP2 num ensaio biplex, apds digestdo das amostras de DNA
gendmico com endonuclease de restricdo sensivel a metilagdo. O locus do receptor
de androgénio humano (AR) e o locus da retinite pigmentosa 2 (RP2) possuem um
padrdo polimoérfico de repeticbes (CAG e GAAA, respectivamente), localizadas
préximas aos promotores desses genes que se encontram metilados no cromossomo
Xinativo (MACHADO et al., 2014). A endonuclease utilizada (Hhal) possui um sitio de
restricdo nos genes AR e RP2, o que permite a clivagem dessa regido quando a
mesma nao se encontra metilada (Figura 14). Assim, a regidao metilada dos genes
permanecera sem clivagem, permitindo a amplificacdo através de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) biplex para os genes AR e RP2 e célculo do perfil de ICX da
amostra. Os fragmentos polimorficos dos genes AR e RP2 podem variar na populacéo
entre 200-250 pb para o gene AR e 350-391 pb para o gene RP2 (MACHADO et al.,
2014) (Anexo ).


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=638&q=ge+healthcare+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MM6OT0pTAjONjDKMLLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBUVLR7RAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj2hMjGidjVAhXEHpAKHeV6D5gQmxMImAEoATAO
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Figura 14 - Sitio de restricdo da endonuclease Hhal
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Nota: Os sitios da endonuclease antecedem as regides repetitivas dos loci AR e RP2, usados para
definir o perfil de inativagéo do cromossomo X das mulheres. Essas regifes repetitivas, ou STRs
(do inglés Short Tandem Repeats), sdo polimérficas na populagdo. Quando a regido estiver
metilada, como acontece nos genes que sofrem 0 processo de inativagdo no X inativo, os sitios
da Hhal se encontram metilados, a endonuclease nao realizara a clivagem e a regido sera
amplificada através de PCR com os marcadores para os genes AR e RP2. Se a regido estiver
ativa, ela ndo se encontrard metilada e a enzima clivara o segmento mencionado.

Fonte: A Autora, 2019.

A reacdo de digestdo foi realizada utilizando-se 300 ng/reagdo de DNA
gendmico, 0,3 uL (6 U) da endonuclease Hhal (NEW ENGLAND BIOLABS — EUA),
tampéo CutSmart (1X), em um volume final de 10,0 pyL. Como controle da reacdo de
digestdo, uma reacéo sob as mesmas condi¢cdes, mas sem a adi¢cado da enzima Hhal,
foi realizada paralelamente para cada individuo. Para verificar a eficiéncia da enzima,
foi utilizada uma amostra de DNA masculino, uma vez que homens, por apresentarem
apenas um cromossomo X ativo, possuem o0s sitios de interesse clivados pela
endonuclease, bem como uma amostra feminina com perfil de ICX ja conhecido, em
todas as reagdes. Os tubos com as reacdes foram colocados em um termociclador
Veriti 9902 (THERMO FISHER SCIENTIFIC), por 2 horas a 37 °C. Ao término, as
amostras foram armazenadas em freezer a -20°C. Apoés a digestdo, as amostras de
DNA gendmico digeridas foram usadas para a reacao em cadeia da polimerase (PCR)
com iniciadores especificos para essas duas regides simultaneamente (biplex),
marcados na extremidade 5' com o fluor6foro FAM. As PCRs foram feitas nos
equipamentos Veriti 9902 (THERMO FISHER SCIENTIFIC), com 1 pL de produto da
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digestdo com a endonuclease Hhal e sem a endonuclease, usando os reagentes da
BIOTOOLS (Espanha) (Tabelas 3 e 4).

Para verificar a eficiéncia da endonuclease quanto a digestdo, uma PCR foi
realizada com um marcador para o gene autossomico ESCO2 (8p21.1), paralelamente
aos ensaios biplex (Apéndice I). O gene ESCO2 é usado como controle da digestao,
pois a regido é totalmente clivada pela endonuclease Hhal. As condi¢cdes da PCR para

0 gene ESCO2 foram as mesmas usadas para 0s ensaios biplex.

Tabela 3 - Concentracbes e reagentes usados para as PCRs biplex, visando a
amplificacdo das regides polimérficas de interesse nos genes AR e RP2

Reagentes Concentracfes usadas
para uma reacao

Tampéao da reacédo (10 X) 1X

dNTPs (5 mM) 200 mM

MgClz (50 mM) 62,5 mM
*Iniciador Forward (2 pM) 5 uM
*Iniciador Reverse (2 yM) 5 uM
Taq DNA polimerase (1 U/ uL) 10U

Nota: O volume final das reacdes totaliza 25 uL. *Iniciadores descritos por Machado e colaboradores
(2014), sequéncias especificas descritas no Anexo I.
Fonte: A Autora, 2019.

Tabela 4 - Ciclagens usadas para as PCRs biplex, AR e RP2

Ciclagem Tempo
12-95°C 11 min
22-94°C 1 min

32-59°C 1 min 28 x
42 -72°C 1 min

52-60 °C 60 min

Fonte: A Autora, 2019.

A eficiéncia de amplificacdo foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose 1% (THERMO FISHER SCIENTIFIC), diluida em tamp&o TBE 1X. As
amostras foram aplicadas no gel, adicionando-se 3,0 yL do produto da PCR a 1,0 yL
de corante de corrida e 1,0 yL de GelRed (UNISCIENCE). Como marcador de peso
molecular foi utilizado o 1 kb plus ladder (THERMO FISHER SCIENTIFIC).

A corrida eletroforética foi realizada a 100 V por aproximadamente 40 minutos
em cuba horizontal, utilizando a mesma solucédo de TBE 1X descrita anteriormente.
Os geéis foram visualizados e fotografados com o sistema de fotodocumentagéo
L-Pix® EX.
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Uma amostra de cada produto de PCR foi submetida a eletroforese capilar no
sistema de sequenciamento automatico ABI 3130 (THERMO FISHER SCIENTIFIC).
Foram aplicados numa placa, 0,5 pL dos produtos da PCR juntamente com uma
mistura composta de 9,35 yL de formamida HiDi (THERMO FISHER SCIENTIFIC) e
0,1 uL de LIZ 500 (THERMO FISHER SCIENTIFIC). A placa foi desnaturada a 95 °C
por 5 minutos, colocada imediatamente no gelo e inserida no sequenciador
automatico. Os resultados foram analisados com o auxilio do programa GeneMarker
V2.4.0 para genotipagem de microssatélites (SOFT GENETICS — EUA).

Para o calculo da percentagem de ICX, foi utilizada a férmula descrita por
Busque e colaboradores (2009) (Figura 15). Os dados quanto aos limiares para se
definir o desvio de ICX sao adversos na literatura. Alguns autores consideram como
desvio de ICX quando o perfil de inativagcdo excede 65:35 (SATOH; OGIKUBO;
YOSHIZAWA-OGASAWARA, 2008), enquanto outros 70:30 (AMOS-LANDGRAF et
al., 2006) ou 80:20 (ORSTAVIK, 2009). Assim, para este estudo, assumimos 0s
pontos de corte de Fieremans e colaboradores (2016) e Amos-Landgraf e
colaboradores (2006) considerando valores iguais ou acima de 80% a 89% como
desvios de inativacdo moderados e acima de 90% como desvios extremos de ICX
(BROWN; ROBINSON, 2000; AMOS-LANDGRAF et al., 2006). A fim de descartar
variacbes que pudessem ocorrer nas reacdes, foram realizadas no minimo duas
digestdes diferentes para cada amostra que apresentou desvio de ICX em PCRs
independentes, e ainda, para as amostras que apresentaram desvio extremo de ICX,
utilizamos amostras de DNA extraidas a partir de mucosa bucal. Para as mulheres
com DI que apresentaram desvios extremos de ICX, também verificamos o perfil de
ICX da amostra de DNA materna e, nas mées que apresentaram desvios de ICX na
amostra de sangue periférico, avaliamos também o perfil de ICX da amostra de DNA

obtida de mucosa bucal.
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Figura 15 - Formula para célculo do desvio de ICX

(B/(B+A))
(B'/(B'+A")
( (B/B+A) . _(A/(B+A)) )
(B'/(B"+ A7)~ (A/(B'+A")

PadraodeICX =1 —

Legenda: Na formula, “A” representa a area do alelo com menor numero de repeticbes (CAG para AR
ou GAAA para o RP2) e “B” representa a area do alelo com maior niUmero de repeticées. As
letras acompanhadas com ‘ representam os alelos antes da digestdo e as que ndo possuem
sdo representadas pela area de amplificacdo, posteriormente a digestdo com a endonuclease
sensivel a metilagao.

Fonte: Adaptado de Busque e colaboradores (2009).

2.4.1. Testes estatisticos

A analise estatistica usada para comparar a frequéncia de desvios na
populacao de mulheres com DI e mulheres saudaveis do estudo de Borges (2018), foi
feita através do calculo de Qui-Quadrado (x?), sendo considerado estatisticamente

significativo um valor de p < 0,05.

2.5.Array-Comparative Genome Hybridization

Para as mulheres que apresentaram desvio de ICX extremo (igual ou maior a
90%) para os genes AR e/ou RP2, foi realizada a investigagcdo de CNVs por meio da
técnica de Array-Comparative Genomic Hybridization (array-CGH). Essa técnica foi
realizada por meio de uma colaboracéo estabelecida com o Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sdo Paulo. A avaliacdo das CNVs foi realizada através da
plataforma CytoSNP 850K BeadChip (Illumina) que contém 850.000 sondas de SNPs
distribuidas ao longo do genoma, com enriquecimento de sondas para 3,262 genes ja
associados a doencas constitucionais e cancer. Todos os procedimentos realizados
durante a técnica, bem como a extracdo de dados do equipamento, foram feitos de
acordo com o protocolo do fabricante (lllumina) e utilizando softwares especificos
(iIScan — lllumina e BluFuse Multi Software 3.2 - BlueGnome). As alteracdes de numero

de coépias foram consideradas seguindo os parametros de no minimo cinco sondas
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consecutivas com alteragdes e valores de logz ultrapassando o limiar definido para
ganho ou perda e tamanho minimo de 100 kb. As CNVs identificadas foram
comparadas as CNVs reportadas nos bancos de dados Database of Genomic Variants
(DGV) e DECIPHER. O DGV possui informacdes a respeito de variagdes gendmicas
(CNVs) encontradas na populacdo normal, consideradas como variantes benignas
(MACDONALD et al., 2014). O DECIPHER € um banco de dados formado por CNVs
relacionadas a variantes possivelmente patogénicas (FIRTH et al., 2009).

2.6. Sequenciamento de Exoma Total (WES)

As pacientes do estudo que exibiram desvios de ICX extremos (igual ou
superior a 90%) e nas quais nao foram identificadas alteracdes nos ensaios de array-
CGH foram submetidas a técnica de sequenciamento de nova geracdo (WES-Whole
Exome Sequencing), de forma terceirizada, através da plataforma ILLUMINA Hi-
Seg2500.

Para sequenciamento de exoma completo (Whole Exome Sequencing, WES)
de cada amostra, as bibliotecas de DNA foram preparadas utilizando o Nextera DNA
Exome Kit (lllumina — EUA), seguindo recomendagdes do fabricante. O WES permite
a leitura de regides codificantes (exons), regides reguladoras e regifes limitrofes
(limites intron/exon e regides 3’ UTR/5’ UTR) de todo o genoma. As amostras de DNA
gendmico foram individualmente tagmentadas e fragmentadas em por¢des de cerca
de 150 pb a 1,0 kb, para permitir a amplificacdo dos fragmentos por PCR nas etapas
subsequentes. As amostras de DNA tagmentadas foram purificadas para remocao das
enzimas de tagmentacdo e submetidas a PCR. Ap6s a PCR, foram adicionadas
sequéncias de identificacdo as amostras para permitir 0 reconhecimento das
bibliotecas durante o processo de alinhamento das leituras (reads). Os fragmentos
amplificados de menor tamanho (~150 pb a ~1,0 kb) foram capturados e separados
dos demais, seguido de lavagem dos fragmentos de maior (> 1,0 kb) e menor (< 150
pb) tamanho.

Em seguida, as bibliotecas foram combinadas para verificar a distribuicdo de
tamanho dos fragmentos gerados apds a tagmentacdo. ApOs combinacdo das
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bibliotecas, as amostras foram desnaturadas e submetidas a hibridizacdo com sondas
de biotina, que se ligam a regifes especificas do DNA para captura do exoma. As
esferas magnéticas de estreptavidina foram utilizadas para capturar as sondas
hibridizadas as regides de interesse, etapa denominada “enriquecimento”, e o pool de
bibliotecas foi eluido das esferas magnéticas e preparado para o sequenciamento.

O WES foi realizado em sequenciamento ciclico reversivel por sintese. Nesse
método, ha repeticdo de trés etapas ciclicas: a ligacdo competitiva dos nucleotideos
a uma fita nascente de DNA; a captura da imagem da fluorescéncia emitida por um
fluoréforo ligado a cada um dos nucleotideos incorporados; e a clivagem do
grupamento inibitério da base nitrogenada ligada. O pool de bibliotecas foi
sequenciado no modo high output com uma cobertura minima de 100X.

As leituras filtradas de cada exoma foram alinhadas com o genoma humano de
referéncia GRCh37/hg19.

2.6.1. Selecao de Variantes para Validacao

Variantes raras e potencialmente patogénicas foram selecionadas para
validacéo por meio de sequenciamento de Sanger e predi¢do in silico do impacto da
variante na estrutura proteica. Essas variantes foram avaliadas quanto ao potencial
patogénico pela base de dados ClinVar e por meio dos programas de predicéo in silico
MutationTaster, SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant) e PolyPhen2 (Prediction of
Functional Effects of Human Non Synonimous SNPs). Além disso, as variantes foram
filtradas (Figura 16) e selecionadas obedecendo aos critérios abaixo relacionados, de
acordo com o estabelecido por Fieremans e colaboradores (2016), com adaptacoes,
excluindo variantes sinbnimas e duplicacdes segmentares. Foram consideradas:

a) variantes autossémicas com frequéncia menor que 1% em todas as populacdes
combinadas (GMAF, Global Minor Allele Frequency < 1%) nas plataformas

Exac e 1000 genomas;

b) variantes ligadas ao cromossomo X com frequéncia menor que 5% em todas

as populacdes combinadas (GMAF < 5%) nas plataformas Exac e 1000

genomas;
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c) variantes com frequéncia desconhecida na populacédo (GMAF indefinido), sem
registro em bancos de dados de variantes e/ou predita como deletéria e/ou
possivel/provavelmente patogénica;

d) variantes sem sentido (stop codon) ou de mudanca de fase de leitura
(frameshift), com ou sem registro em bancos de dados, com baixa ou sem
frequéncia definida na populacdo (GMAF indefinido, < 1% para autossémicas
ou < 5% para ligadas ao cromossomo X);

e) Apds a filtragem das variantes, buscas nas bases de dados Genome
Aggregation Database GhomAD (GnomAD) e Brazilian genomic variants
(ABraOM) também foram realizadas, a fim de verificar a incidéncia populacional
da variante no banco de dados de projetos de larga escala e se havia registro
de ocorréncia da variante na populagéo brasileira, respectivamente;

f) As variantes filtradas foram comparadas a base de dados ClinVar para avaliar

seu potencial.

Figura 16 - Etapas de filtragem das variantes obtidas por WES

Base de dados Base de dados Incidéncia nos
Total das |~ Filtre Exonions Fiftro 1000 genomes SO Exac F¥io bancos de dados
»| Sitios de splicing . (populagdo total) " (populagdo total) i - GnomAD

voriontes Nao-sinénimas
e - ABraOM

0,01 para variantes

0,05 para variantes do

Nota: Na primeira etapa, consideramos apenas as variantes exbnicas, variantes em sitios de splicing e
ndo sindnimas. Na segunda etapa, apenas as variantes as que possuiam registro de <0,05 na
populacdo geral na base de dados 1000 genomas permaneceram. Na terceira etapa, as
inferiores a 5%, realizamos um filtro de incidéncia < 0,05 na populacéo total da base de dados
Exac. Consideramos ainda as variantes que possuiam reads com profundidade superior a 10.
Dos dados de predi¢@es in silico, foram consideradas as variantes com valor de PolyPhen acima
de 0,85 e SIFT abaixo de 0,15, bem como variantes sem valores agregados a essas ferramentas
de predicdo de patogenicidade. Por fim, as variantes filtradas foram também comparadas as
bases de dados ABraOM e GhnomAD.

Fonte: A Autora, 2019.

2.7.Sequenciamento de Sanger

O sequenciamento de Sanger foi utilizado para confirmacdo de possiveis
variantes causais encontradas no WES e para analise de mutagdes na regido
promotora e exon 1 do gene XIST nas amostras que apresentaram desvio de ICX
superior a 80%.


http://gnomad.broadinstitute.org/about
http://gnomad.broadinstitute.org/about
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2.7.1. Validacdo dos dados do WES

As mutacOes possivelmente patogénicas encontradas através do WES foram
validadas através do Sequenciamento de Sanger, com oligonucleotideos especificos
(Apéndice |) desenhados para cada regido alterada do cromossomo X, através do
programa Primer 3 Plus. As concentracdes e reagentes usados nas PCRs para o
sequenciamento foram similares aquelas usadas para a PCR biplex do Ensaio de ICX
(Tabela 3), com uma concentracdo de DNA entre 100 e 200 ng por reagao, volume
final de cada reagao de 25 L e adaptacdes nas ciclagens (Tabela 5). A eficiéncia de
amplificacdo foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%, seguindo as

mesmas condi¢cdes estabelecidas no ensaio de ICX.

Tabela 5 - Ciclagens usadas para as PCRs do sequenciamento de confirmacdo do

WES
Ciclagem Tempo
12-95°C 5 min
22-95°C 1 min
32-60°C 1 min 35 x
4a-72 °C 1 min
5a.72°C 7 min

Fonte: A Autora, 2019.

2.7.2. Sequenciamento de Sanger para o gene XIST

As sequéncias dos iniciadores usados para as regides do XIST foram extraidas
de Fieremans e colaboradores (2014) e algumas foram redesenhadas para que se
conseguisse cobrir trechos que ndo obtiveram sucesso na amplificacdo da regido de
interesse (Figura 17; Anexo | e Apéndice I). A selecao da regido promotora e do inicio
do primeiro éxon do gene XIST como alvos da amplificacdo se deu devido ao seu alto
grau de conservacgao e a descri¢cao prévia de mutacdes nessa regido (PLENGE et al.,
1997; TOMKINS et al., 2002).
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As concentragdes e reagentes usados nas PCRs para o sequenciamento do
gene XIST obedeceram as mesmas condicdes do Sequenciamento de Sanger para
mutacdes encontradas pelo WES, com adaptacdes apenas nas ciclagens (Tabela 6).
A eficiéncia de amplificacéo foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%,

seguindo as mesmas condi¢des estabelecidas no ensaio de ICX.

Figura 17 - Regido do gene XIST sequenciada e iniciadores

XIST1

(73072043-73072728)

XISTZ
(T3071403-73072163)

XIST3
(73070712-73071518)
XI5T4
(7307T0274-73070871)

XISTE
(73069528-7307T0340)

XIST4C
(7307T0420-73070871)
XIST4CP
(73070254-73070507)

Iniciadores desenhados por Fieremans e colaboradores (2014)
Iniciadores complementares desenhados para este trabalho

Fonte: A Autora, 2019.

Tabela 6 - Ciclagens usadas para as PCRs do sequenciamento do gene XIST

Ciclagem Tempo
123-95°C 5 min

22 -95°C 1 min

32-A°C 1 min 35x
42 -72°C 1 min

52-72°C 7 min

Nota: Cada marcador diferiu em relacdo a temperatura de pareamento (A - 32 etapa). Para os
iniciadores XIST1, XIST3 e XIST5, a temperatura na fase de pareamento foi de 57°C; para os
iniciadores XIST2 e XIST4CP a temperatura na fase de pareamento foi de 58°C; para os
iniciadores XIST4C a temperatura na fase de pareamento foi de 59°C.

Fonte: A Autora, 2019.
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2.7.3. Purificacdo dos produtos da PCR e reacdo de sequenciamento

Antes de serem utilizados na reacédo de sequenciamento, os produtos da PCR
foram purificados através das enzimas ExoSap-IT (THERMO FISHER SCIENTIFIC).
Foram utilizados 5,0 uL do produto da PCR e 2,0 yL das enzimas ExoSap-IT. As
amostras foram colocadas em termociclador VERITI 9902 (THERMO FISHER
SCIENTIFIC) a 37°C por 15 minutos e posteriormente a 80°C por 15 minutos. Apos a
ciclagem, as amostras seguiram para a etapa de sequenciamento. Foram utilizados
na reagcdo de sequenciamento: 1,0 yL do produto purificado; 1,0 pyL (3,2 pM) do
oligonucleotideo senso ou antisenso de cada marcador; 1,0 yL de tampao 5X
(THERMO FISHER SCIENTIFIC); 0,5 yL do Kit BigDye Terminator v3.1 (THERMO
FISHER SCIENTIFIC) e agua milliQ suficiente para um volume final de 20,0 pL. As
reacoes de sequenciamento foram conduzidas em um termociclador VERITI 9902
(THERMO FISHER SCIENTIFIC) (Tabela 7).

Tabela 7 - Ciclagem da reacdo de sequenciamento.

Ciclagem Tempo
1°-95°C 1 minuto
2°-96 °C 10s

3°-50°C 15s 15 x
40-72°C 4500 s

5°-96 °C 10s

6° - 50 °C 15s 5x
7°-60 °C 5400 s

8°-96 °C 10s

9°-50°C 15s 5x
10°-60 °C 120 s

11°-4°C 10 min

Fonte: A Autora, 2019.

Apés a ciclagem, o excesso de reagentes nao incorporados na reacao foi
removido através da precipitacdo dos produtos do sequenciamento. Para isso, foram
adicionados ao produto da reagao 80 uL de isopropanol 75%, e a mistura permaneceu
a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, a placa foi centrifugada a 4000
rpm por 40 minutos (SIGMA — UNISCIENCE, Modelo 2-16P), 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
9902 por 5 minutos a 75 °C para a secagem. As amostras foram entdo conservadas
a -20 °C até a aplicacao no sistema de sequenciamento. Ao material precipitado, foram
adicionados 10,0 yL de solucéo de formamida HiDi (THERMO FISHER SCIENTIFIC)
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e a mistura foi submetida a desnaturacéo em termociclador VERITI 9902 por 5 minutos
a 95 °C. ApOs essa etapa, as amostras foram colocadas no sistema de
sequenciamento automatico ABI 3130 (THERMO FISHER SCIENTIFIC) para o
sequenciamento. Os dados de sequenciamento obtidos foram analisados pelos
programas de alinhamento de sequéncia BioEdit V.7.2.5® e SegMan V7.1.0®.

2.8. Deteccdo de variacdes no numero de cépias génicas a partir do Multiplex
Ligation Probe-dependent Amplification

As amostras de DNA das mulheres inseridas no estudo foram submetidas a
técnica de Multiplex Ligation Probe-dependent Amplification (MLPA) para a exclusédo
de CNVs que poderiam estar relacionadas a DI. Os kits comerciais da MRC-HOLLAND
(Holanda), utilizados para o estudo nesse grupo selecionado de mulheres, foram:
P036, PO70 e P245 (Anexo Il). Os kits P036 e P070 foram utilizados para deteccao de
microdele¢Bes ou microduplicacbes comuns presentes em regiées subteloméricas e
0 P245 para microdele¢des ou microduplicagbes comuns nas principais sindromes
relacionadas a atraso no desenvolvimento e/ou DI.

A reacdo de MLPA é dividida nas etapas de desnaturacéo, hibridizacao, ligacao
e PCR. As reacdes foram realizadas de acordo com instrucdes do fabricante, no
termociclador VERITI 9902 (THERMO FISHER SCIENTIFIC) (Figura 18). Apos o
término, 0,5 pL de cada reacéo foi distribuido em uma placa, para genotipagem de
microssatélites no sistema de sequenciamento automatico ABI 3130 (THERMO
FISHER SCIENTIFIC), em uma mistura contendo 0,5 yL de LIZ e 9,0 yL de formamida
HiDi (THERMO FISHER SCIENTIFIC) em cada poc¢o da placa. Os dados foram
analisados com auxilio do programa GENEMARKER V2.4.0 (SOFTGENETICS) e
COFFALYSER.NET (MRC-HOLLAND).

As CNVs potencialmente patogénicas encontradas foram comparadas as
CNVs depositadas nos bancos de dados online Database of Genomic Variants (DGV)
e DECIPHER.
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Figura 18 - Etapas da técnica de MLPA com os volumes, reagentes e ciclagens
utilizadas nas reacdes para os kits P036, P070 e P245

1- Desnaturacdo do DNA
e 5,0 yL de amostra (concentragao final = 100 ng/uL)
1°ciclo: 98 °C - 40 min

2- Reacéo de hibridizacéo
e 1,5 L de SALSA MLPA buffer 3 uL da mistura adicionados as
e 1,5 uL de SALSA probemix amostras a 25 °C

2°ciclo: 98 °C - 1 min
3°ciclo: 60°C-18h

3- Reacao de ligacao

e 3 uL da Ligase-65 huffer A

e 3,0 yL da Ligase-65 buffer B 32 uL da mistura adicionados as
e 25,0 pL de agua milliQ amostras

[ ]

1,0 pL da Ligase-65

4° ciclo: 54 °C - 15 min

59 ciclo: 98 °C - 5 min

6° ciclo: 20 °C - pausa

4- PCR

e 7,5 pL de agua milliQ
e 2,0 uL de SALSA PCR primer mix | 10 yL da mistura adicionados as
e 0,5 L da SALSA polymerase amostras

7°ciclo: 95°C-30s
8°ciclo: 60°C-30s 35 vezes
9°ciclo: 72°C-60s
10° ciclo: 72 °C - 20 min
11°ciclo: 15°C - =

Fonte: A Autora, 2019.

2.9. PCR em tempo real quantitativa

A técnica de PCR em tempo real quantitativa (QPCR) foi usada para
confirmacéo das CNVs potencialmente patogénicas encontradas através do MLPA e

andlise da extensdo das altera¢Ges encontradas no array-CGH.
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Para cada CNV potencialmente patogénica, encontrada através da MLPA,
foram desenhados pares de oligonucleotideos flanqueadores, através do programa
Primer 3 Plus. Todos os oligonucleotideos foram validados quanto a sua eficiéncia,
antes dos experimentos, através de curvas de diluicdo.

As gPCRs foram conduzidas em duplicatas, usando como referéncia os genes
ALB (para as alteracdes autossdomicas) e PORCN (para as alteracdes ligadas ao X),
e dois controles de individuos saudaveis. Cada reacdo continha 10 ng de DNA; 5 uM
de cada oligonucleotideo (IDT — EUA) e SYBR Green 2X (THERMO FISHER
SCIENTIFIC), totalizando um volume final de 15 pL. As reacfes foram processadas
em um sistema de PCR em tempo real 7500 FAST (THERMO FISHER SCIENTIFIC),
sendo submetidas a ciclagem padrdo do equipamento.

Para a analise dos dados, utilizamos os Cts calculados pelo software 7500 -
versao 2.0.6 (THERMO FISHER SCIENTIFIC). Os resultados foram transferidos para
uma planilha do Excel (MICROSOFT — EUA). O numero relativo de copias génicas foi
calculado utilizando-se o método de AACt (PFAFFL, 2001).
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3. RESULTADOS

Através do estudo realizado, foram selecionadas 85 amostras de DNA obtidas
a partir de sangue periférico (53 de mulheres com DI e 32 de familiares) e 24 amostras
de DNA obtidas a partir de mucosa bucal (11 de mulheres com DI e 13 de familiares).
A faixa etaria das mulheres com DI analisadas variou entre 3-43 anos (média: 14,88
anos, desvio padréo: 8,59).

A sequir, serdo abordados os perfis de ICX e as variantes encontradas na
amostra de estudo. Cabe ressaltar que as posi¢cdes gendmicas informadas estdo de
acordo com o descrito no UCSC Genome Browser (GRCh37/hg19).

3.1 Ensaios de inativagdo do cromossomo X

As reacdes de digestdo e ensaios biplex para os genes AR e RP2 foram
realizadas com sucesso para todas as 53 amostras de mulheres do estudo (Figura 19
e 20; Apéndice Il). Foram identificadas quatro mulheres com desvio moderado (Tabela
8 e Figura 21) e sete mulheres com desvio extremo de ICX (Figura 22 e Tabela 9).
Seis mulheres apresentaram homozigose para o gene AR e oito mulheres para o gene
RP2, sendo consideradas néo informativas para esses genes (Apéndice II; Figura 23).
Nenhuma mulher portadora de DI apresentou homozigose para os genes AR e RP2

simultaneamente.
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Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose 1% com produtos da PCR biplex de
amostras nao digeridas (-Hhal) e digeridas (+Hhal)

2-Amostra 1 -Hhal
3-Amostra 1 +Hhal
4-Amostra 2 -Hhal
5-Amostra 2 +Hhal
6-CM- Hhal
7-CM+Hhal

%)
=

-
o
~
-
-

8-C-

Legenda: *CM — controle masculino da digestéo, C- controle negativo da PCR.
Fonte: A Autora, 2019.

Figura 20 - Distribuicdo dos percentuais de ICX na amostra de mulheres com DI

Distribuicdo dos percentuais de ICX das
mulheres com DI

18
16
14
12
10
8
6
4
2 [
0
50-59 60-69 70-79 80-89 90-99 NI
EAR ®mRP2

Legenda: *NI: N&o informativa para o gene.
Fonte: A Autora, 2019.
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Tabela 8 - Perfil de inativacdo das amostras com desvio de ICX moderado para ambos
os genes AR e RP2

PERFIL DE ICX
Amostras AR RP2 Idade
Alelos % Alelos % (anos)
4308 206/221 81:19 364/364 NI 30
4330 229/229 NI 358/371 84:16 17
4350 226/258 82:18 371/371 NI 14
4398 215/227 85:15 364/373 86:14 17

Legenda: NI: N&o Informativo; Alelos sublinhados significam os que foram preferencialmente
inativados.

Nota: A idade referida aos pacientes na tabela é respectiva ao momento da coleta da amostra de
sangue periférico.

Fonte: A Autora, 2019.

Figura 21 - Eletroferograma da paciente 4398 com desvio de ICX moderado (acima
de 80%)

Dye: Blue - 4 peaks - 4398 fsa

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
600 Hhal (-)
400-
a
200 ’
0
!21 5 |27 364.372.5
No Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Allele Comments Sample
2l4.8 177 1814 218 1.0 Pass 2.1 [<Confirmed><Inserted>]
2 22é.€ 150 10€1 227 1.0 Pass 3.9 [<Confirmed><Inserted>]
3 3€4.59 425 2839 1.0 Unknown 34.€
4 372.5 €13 4010 1.0 Unknown €1.5
Dye: Blue -4 peaks - 4398+.fsa
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
300 Hhal (+)
b 600
400
0-
215 [226.5 364.9373
No Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Allele Comments Sample
1 215.1 72 €04 215 1.0 Pass 0.€ [<Confirmed><Inserted>]
2 226.5 317 2170 1.0 Unkncwn 17.0
3 3€4.9 749 5055 1.0 Unknown 24.5
4 372.8 117 1153 373 l.0 Pass 1.2 [<Confirmed><Inserted>]

Legenda: (a) amostra ndo digerida com a endonuclease Hhal; (b) amostra digerida com a endonuclease
Hhal, demonstrando inativacdo preferencial dos alelos de 227 pb (AR) e 364 pb (RP2).

Nota: Perfil de ICX da paciente - AR: 215- 86% ativo e 227- 14% ativo; RP2: 364 pb- 14% ativo e 373
pb- 86% ativo.

Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 22 - Eletroferograma da paciente 4329 com desvio extremo de ICX (acima de
90%)

Dye: Blue - 5 peaks -4329 45.fsa

200 220 240 260 280 300 320 340
8,000
80004 Hhal (-)
4,000
275 241
2,000 4g94|  |E143
0 M
225 241 31374
Ho Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Allele Comments Sample
1 a7 EEE 5703 1.0 Unknewn  10Z.7
T 235 783 4334 1.0 Unknewn — 93.3
3 241 935 6143 1.0 Unknown  125.1
4 37 7140 40520 1.0 Unknown  500.0
5 37e z830 16309 1.0 Unknown  500.0
Dye: Blue - 5 peaks - 4329+ 4-5.fza
200 220 240 260 280 300 320 340 360 400
4,000
o0 Hhal (+) [=
11575
2,000
1,000 24
218
0
225 241
No Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Allele Comments Sample
1 37 387 £358 1.0 Unknewn  125.7
z 22§ 1827 11375 1.0 Unknown  336.7
3 z41 4 z18 241 1.0 Pass -0.0 [<Confirmed><Inserteds]
4 371 256 zz38 371 1.0 Pass 5.4 [<Confirmeds<Inserteds]
5 374 3msz 22847 1.0 Unknewn  500.0

Legenda: (a) amostra ndo digerida com a endonuclease Hhal; (b) amostra digerida com a endonuclease

Hhal, demonstrando inativacdo preferencial dos alelos de 225 pb (AR) e 374 pb (RP2).

374 pb- 4% ativo.

Fonte: A Autora, 2019.

Nota: Perfil de ICX da paciente - AR: 225 pb- 1% ativo e 241 pb- 99% ativo; RP2 371 pb- 96% ativo e
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Figura 23 - Eletroferograma da paciente 4330 homozigota para o polimorfismo do
gene AR e heterozigota para o gene RP2

Sample 4 Run date and time: 06/24/2015 - 19:07:11 -» 06/24/2015 - 19:38:10
Dye. Blue -5 peaks -43304_6fsa

a
220 240 260 280 300 320 340 360 380
§.000
6000 229
ot ()
4000+ [
2000 ‘J\ﬁ;
0
259

Ho Size Height Area Marker Allele Difference Qmality Score Allele Comments Sample
1 1 805 4165 1.0 Unknown 50.2

2 38 702 4463 1.0 Unknown T74.8

3 2239 4128 29789 1.0 Unknown 500.0

9 358 6813 46815 1.0 Unknown 500.0

Dye: Blue - 5 peaks - 4330+4_6fsa
220 240 260 280 300 320 340 360 380
10.000 =
50314
5 o00] I (+)
0
229

HNo Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Allele Comments Sample
1 36 993 6687 1.0 Unknown
2 38 1139 7063 1.0 Unknown
3 223 72739 50314 1.0 Unknown

4 358 23959 16825 1.0 Unknown
1 371 7016 48312 1.0 Unknown [«5AT (Repaired)>]

Legenda: (a) amostra ndo digerida com a endonuclease Hhal; (b) amostra digerida com a endonuclease
Hhal, demonstrando inativacdo preferencial dos alelos, com a preferéncia em inativar o alelo
de 371 pb (Perfil de inativacédo: 358 pb- 84% ativo e 371 pb- 16% ativo).

Fonte: A Autora, 2019.

Tabela 9 - Perfil de ICX (sangue e mucosa bucal) das amostras de mulheres com DI
com desvio extremo (= 90%) em ambos os genes AR e RP2

PERFIL DE ICX

Amostra Sangue Mucosa bucal Idade
AR RP2 AR RP2 (anos)
Alelos % Alelos % %
4311 235/238 81:19 363/371 98:2 80:20 955 29
4313 222/240 98:2 360/360 NI 92:18 NI 16

4329 226/241 99:1 371/374 96:4 56:44 56:44 13
4351 241/250 90:10 367/382 83:17 87:13 71:29 25
4488 219/243 93:7 359/366 955 91:9 937 27
4489 220/233 97:3 349/359 955 96:4 91:9 10
4517 229/235 99:1 371/375 86:14 72:28 61:49 19

Legenda: NI: N&do Informativo; Alelos sublinhados significam os que foram preferencialmente
inativados.
Nota: A idade referida aos pacientes na tabela é respectiva ao momento da coleta da amostra de
sangue periférico.
Fonte: A Autora, 2019.
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Das sete mulheres que apresentaram perfis de ICX com desvios extremos em
pelo menos um dos genes analisados, duas ndo apresentaram desvio de ICX na
mucosa. Para todas as amostras, os alelos preferencialmente silenciados foram os
mesmos, tanto para amostra de DNA proveniente da mucosa bucal, como para a de
sangue periférico.

Para as pacientes nas quais foram identificados desvios extremos de ICX, as
amostras maternas também foram analisadas quanto ao perfil de ICX (Tabela 10). A
mae da paciente 4488 (4488A) apresentou desvio moderado de ICX para a amostra
de sangue, com uma preferéncia em inativar o alelo de 240 pb. No entanto, a amostra
de mucosa bucal, exibiu padréo de ICX aleatorio. Para a amostra da mée da paciente
4313 (4313A), foi identificado o mesmo perfil anteriormente observado no sangue,
sendo evidenciado desvio de ICX somente para o locus AR.

A amostra da mae da paciente 4489 (4489A) demonstrou homozigose para 0s
genes AR e RP2, ndo sendo possivel estabelecer o perfil de ICX da amostra. Por
indisponibilidade da amostra de sangue, a amostra da mée da paciente 4517 (4517A)
foi testada apenas para a mucosa bucal.

Tabela 10 - Perfil de ICX (sangue e mucosa bucal) nas amostras das mées das
pacientes com DI que apresentaram desvio extremo de ICX

PERFIL DE ICX

Amostra Sangue Mucosa Bucal % ICX filhas
Idade (sangue)
AR RP2 AR RP2 (anos)

Alelos % Alelos % Alelos % Alelos % AR RP2
4311A 216/235 63 363/382 55 - - - 52 81:19 98:2
4313A 231/240 91 360/371 74 231/240 92 360/371 66 36 98:2 NI

4329A 239/241 67 371/381 75 - - - - 54 99:1 96:4
4351A 237/241 74 367/367 NI 237/241 - 367/367 - 50 90:10  83:17
4488A 237/243 80 366/366 NI 237/243 62 366/366 NI 55 93:7 95:5
4489A 233/233 NI 359/359 NI - - - - 30 97:3 96:4
4517A - - 229/250 52 371/371 NI 44 99:1 86:14
Legenda: NI: N&o Informativo; Alelos sublinhados significam os que foram preferencialmente
inativados.

Nota: A idade referida na tabela é respectiva ao momento da coleta da amostra de sangue periférico.
Fonte: A Autora, 2019.
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3.2. Investigacao das causas de desvios extremos de ICX nas mulheres

com DI

Das sete pacientes com DI que possuiam desvio extremo de ICX, seis foram

submetidas ao método de array-CGH (Tabela 11). Através desta analise, foi

observado que as pacientes 4351 e 4488 (n= 2/6) possuiam CNVs patogénicas

associadas a DI. Destas seis amostras, quatro ndo exibiram CNVs possivelmente

causais e foram submetidas ao WES. Na analise dos dados gerados a partir do WES,

foram identificadas quatro mutacdes no cromossomo X relacionadas a DI, localizadas
nos genes HDAC8, NLGN4X, TAF1 e USP9X (Tabela 11).

Tabela

Paciente

4311

4313

4329

4351

44884

4489

4517

11 -

Desvio de ICX
(%)

AR RP2
81:19 98:2
98:2 NI
99:1 96:4
90:10 83:17
96:4 98:2
97:3 95:5
99:1 86:14

Variante
Identificada
no WES

Variante
Identificada
no Array-CGH

Array-CGH WES

Sem alteragdes HDACS8 Mutacao
missense
Mutacéo

missense

arr[GRCh37] NLGN4X
7p14.2(35,244,965-
35,273,291)x3 (VUS)
arrffGRCh37]
Xp22.33(60,814-
219,632)x2 (VUS)
arrffGRCh37]
5p15.2(12,692,686-
12,968,815)x1 (VUS)
arrffGRCh37]
3026.31926.32(175,507,
453-177,095,072)x1;
arrffGRCh37]
2¢21.1(130,650,828-
131,082,639)x3 (VUS)
arrffGRCh37]
Xp22.33(829,150-
990,180)x2 (VUS)
arrffGRCh37]
2p25.3p16.1
55749307)x3
arrffGRCh37]
X025¢28(122,132,166-
155,097,214)x1

Sem alteragbes

TAF1 Mutacao

missense

Delecéo em -
3026

Translocagdo -

(42444- 2:X2

USP9X Insercao

frameshift

Legenda: *NI: Ndo Informativa; A amostra detalhada nos resultados da MLPA; VUS
significado desconhecido.
Fonte: A Autora, 2019.

Resultados obtidos através do array-CGH e WES nas pacientes que
apresentaram desvio extremo de ICX

Variante

NM_018486:exon9:
€.G958A:p.G320R
NM_001282146:ex0n6:
c.C2284G:p.L762V

NM_001286074:exonl8:
¢.G2774A:p.G925D

NM_001039590:ex0n29:
€.4290dupC:p.H1430fs

: Variante de
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3.2.1 Variante missense em HDACS8 — Paciente 4311

A paciente 4311 apresentou desvio extremo de ICX apenas para 0 gene RP2
(98:2), enquanto que para o gene AR apresentou desvio de ICX moderado (81:19)
(Figura 24). Como a paciente ndo demonstrou nenhuma CNV sugestiva de
patogenicidade através do array-CGH, a amostra foi encaminhada para WES. O WES
identificou 569.039 SNPs e 103.545 Indels (insercdes ou delecdes) e, apoés a filtragem
das variantes potencialmente patogénicas, foi identificada uma variante missense no
éxon 9 do gene HDAC8 (NM:018486/ENST00000373573 - c:958G>A, p.G320R)
localizado em Xq13.1, confirmada através de sequenciamento de Sanger (Figura 25).
A variante ndo foi encontrada na amostra materna e por inviabilidade de contato, a

amostra paterna nao pode ser testada.

Figura 24 - Heredograma da familia 4311 e perfil de ICX

Familia 4311

RP2 |— 371 D : RP2 — 363 382
AR — 216 235

AR L 238

% dos alelos inativos

RP2: 55 45
AR. 63 34

RP2 —363 — 371
AR r235 . 238
% dos alelos inativos
RP2:2 98
AR: 19 81

Nota: De acordo com a heranca, a paciente demonstra a preferéncia em inativar os alelos de origem
paterna (AR 219 pb e RP2 359 pb).
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 25 - Sequenciamento de Sanger para o gene HDACS8

20
T T G ACCAG G G

Nota: O trecho superior exibe o ponto da mutacdo missense presente na paciente, no exon 9
(NM:018486/ENST00000373573 - ¢:958G>A, p.G320R). Na parte inferior da imagem esti o
seguenciamento da amostra materna, sem alteragdes.

Fonte: A Autora, 2019.

A variante ¢:958G>A no gene HDACS esta depositada no dbSNP (Current Build

152) com numero rs398122909 e é classificada como patogénica com significado

clinico reportado para sindrome de Cornélia de Lange 5 (ClinVar: 39713). O programa

de predicéo in silico PolyPhen ndo gerou resultados para a variante HDACS8, enquanto

0 MutationTaster e PROVEAN/SIFT classificaram a mutagdo como patogénica.

Através da busca da variante nas bases de dados ABraOM, EXAC e GnomAD, néo foi

localizado nenhum registro envolvendo o ponto da mutacéo.

De acordo com aspectos clinicos, a paciente 4311 (33 anos) apresenta face

sindrdmica, DI severa e epilepsia.

3.2.2 Variante missense em NLGN4X — Paciente 4313

A paciente 4313 apresentou desvio extremo de ICX para o gene AR (98:2) e

possui homozigose para o RP2 (Figura 26). Nao foram identificadas CNVs
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patogénicas através do array-CGH, apresentando apenas uma CNV com significado
desconhecido (VUS, do inglés variant of unknown significance) no cromossomo 7
(arr[GRCh37] 7p14.2(35,244,965-35,273,291)x3) (Apéndice II). A paciente 4313 foi
submetida ao WES e dentre os 424.566 SNPs e 75.572 Indels, foi identificada uma
variante missense no exon 6 do gene NLGN4X (NM:001282146/ENST00000275857
- €.2284C>G, p.L762V) localizado em Xp22.31-32, confirmada por sequenciamento
de Sanger (Figura 27). A amostra materna foi submetida ao sequenciamento de
Sanger e nao foi evidenciada a presenca da variante. Por inviabilidade de contato, a

amostra paterna ndo pode ser testada.

Figura 26 - Heredograma da familia 4313 e perfil de ICX

Familia 4313
RP2 — 360 RP2 — 360 370
AR L 222 AR — 240 228
% dos alelos inativos
RP2: 26 74
S/ AR: 9 91
RPZ2 |— 360 — 360
AR 222 __ 240
% dos alelos inativos
RP2: - -
AR: 98 2

Nota: De acordo com a heranca, a paciente demonstra a preferéncia em inativar os alelos de origem
paterna (AR — alelo 222 pb). No entanto, ndo conseguimos inferir o perfil de ICX para o gene
RP2 pois ela apresenta homozigose para o gene.

Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 27 - Sequenciamento de Sanger para o gene NLGN4X

2 G 176 AC G G T G

Mie— 4313A

Nota: O trecho superior estd no ponto da mutacdo missense presente na paciente, no exon 6
(NM:001282146/ENST00000275857 - ¢.2284C>G, p.L762V). Na parte inferior da imagem, esta
0 sequenciamento da amostra materna, sem alteracdes.

Fonte: A Autora, 2019.

Através da busca da variante ¢.2284C>G no gene NLGN4X na base de dados
ABraOM, ndo foi localizado registro desta mutacdo. Na base de dados Exac ha
registro dessa variante na populacdo latina (variante: X:5811025 G/C), com uma
frequéncia de 0.0001073. No GnomAD, ha registro da variante em dois exomas (uma
ocorréncia na populacéo latina e uma categorizada como outros; frequéncia alélica
global = 0,00001090). Nao ha registro da variante no dbSNP e no Clinvar. Os
programas de predicao in silico classificaram a variante como patogénica.

Os aspectos clinicos da paciente 4313 (19 anos) sdo: DI severa, dismorfias
faciais, atraso na fala, distirbios psiquiatricos e epilepsia. A paciente faz uso de
medicagbes (Carbamazepina, Aldol, Fenergan) e a méde nao possui historico de

abortos.


http://exac.broadinstitute.org/variant/X-5811025-G-C
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3.2.3 Variante missense em TAF1 — Paciente 4329

A paciente 4329 apresentou desvio extremo de ICX para ambos 0s genes
AR/RP2 apenas na amostra sanguinea (AR -99:1; RP2 — 96:4; Figura 28). Através do
array-CGH, foram identificadas duas VUS (arr[GRCh37] Xp22.33 (60,814-219,632)x2;
arrfGRCh37] 5p15.2(12,692,686-12,968,815)x1) (Apéndice Il). Assim, a amostra da
paciente 4329 seguiu para o0 WES e, dentre os 385.946 SNPs e 70.792 Indels, foi
identificada uma mutacdo missense no exon 18 do gene TAF1
(NM_001286074/ENST00000437147 - c.G2774A:p.G925D), localizado em Xq13.1. A
variante foi confirmada por sequenciamento de Sanger e os pais da probanda né&o
possuem a mutacdo, sendo a ocorréncia comprovadamente de novo (Figura 29). As
bases de dados populacionais ABraOM, EXAC e GnomAD n&o possuem registros da
variante, bem como na base de dados ClinvVar. Os programas de predi¢cao in silico

classificaram a variante como patogénica.

Figura 28 - Heredograma da familia 4329 e perfil de ICX
Familia 4329

RP2 — 374 RP2 — 371 381

AR 226 Digo AR 239 241
% dos alelos inativos

RP2:75 25

AR: 67 33

RP2 |— 374 —371

AR | 226 r 241

% dos alelos inativos
RP2:1 99
AR: 4 96

Nota: De acordo com a heranca, a paciente demonstra a preferéncia em inativar os alelos de origem
materna (AR 241 pb e RP2 371 pb).
Fonte: A Autora, 2019.

A paciente 4329 (17 anos) nasceu através de parto normal sem intercorréncias
gestacionais, de pais ndo consanguineos saudaveis, no entanto, a mae possuia idade

avancada (40 anos), mas sem histdrico de abortos. Ao nascer, apresentou ictericia,
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microcefalia, hipotonia e cardiopatia congénita (estenose valvar adrtica grave,
hipertrofia ventricular concéntrica esquerda e valva aortica bicuspide). Possui ainda
refluxo gastroesofagico, com varios episédios de bronquite e asma. Na infancia,
evoluiu com DI e atraso no desenvolvimento motor. Possuiu desenvolvimento puberal
normal apesar de menstruacdes irregulares. Exames complementares de
ultrassonografia abdominal apresentaram aspectos normais. Ndo ha relatos de
convulsdes.

Figura 29 - Sequenciamento de Sanger para o gene TAF1

T A T G A T G A G

Pai — 4329B
Nota: O trecho superior esta no ponto da mutacdo missense presente na paciente, no exon 18
(NM_001286074/ ENST00000437147:exonl18:c.G2774A:p.G925D). Na parte inferior da imagem,
esta o sequenciamento da amostra materna e paterna, sem alteracdes.
Fonte: A Autora, 2019.
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3.2.4 Insercao frameshift em USP9X — Paciente 4489

A paciente 4489 apresentou desvio de ICX extremo para ambos os genes (AR
—97:3; RP2 — 95:5; Figura 30). A amostra foi submetida ao array-CGH né&o tendo sido
encontradas CNVs patogénicas. Dentre os 569.039 SNPs e 96.196 InDels
encontrados através do WES, foi identificada uma insercao frameshift no exon 29 do
gene USP9X (NM_001039590:exon29:c.4290dupC:p.H1430fs), localizado em
Xpll.4. A variante foi confirmada através de sequenciamento de Sanger e ndo esté
presente nas amostras parentais, sendo de ocorréncia comprovadamente de novo
(Figura 31). N&o ha registro no ABraOM, EXAC, GhomAD e ClinVar para a variante
encontrada. Como a variante € frameshift, os programas de predicdo in silico
PolyPhen2 e PROVEAN/SIFT ndo puderam ser usados. Através da predi¢cdo pelo
MutationTaster, a variante foi considerada como patogénica.

A paciente possui atraso no desenvolvimento, DI, baixa estatura, dismorfias
faciais e alteracbes pigmentares. O desenvolvimento infantil incluiu atraso motor
(sentou-se sozinha com 16 meses, ndo engatinhou e andou sozinha aos 2 anos e 3
meses) e de linguagem. N&o possui histérico de convulses. O desenvolvimento
puberal foi precoce, com menarca aos 9 anos de idade. Em seu ultimo exame fisico,
verificou-se a estatura: 1,42 m (P3), peso: 50 Kg (P50) e perimetro cefélico: 52 cm
(Mediana). As caracteristicas faciais da paciente consistem em: testa proeminente
com estreitamento bitemporal, sobrancelhas altas, fendas palpebrais curtas, nistagmo
horizontal, nariz proeminente com narinas alargadas, orelhas baixas, labio superior
fino, filtro liso e longo, micrognatia, palato alto. Possui ainda assimetria mamaria com
hipomastia assimétrica (mama direita maior que a esquerda), mamilos hipoplasicos e
escoliose. Em aspectos dermatoldgicos, apresenta mudancas de pigmento apenas
nas linhas de Blaschko. Possui Halux valgo, na méo direita tem polidactilia pés-axial
e sindactilia cutanea entre 4-5° pododactilos. Ndo apresenta assimetria corporal e
hipertricose. A paciente tem anomalias congénitas como catarata, nistagmo
horizontal, perda de audicéo e escoliose. Atraves de exames complementares foram
observadas anormalidades cerebrais (ressonancia magnética do cérebro), com
aplasia do vermis cerebelar (variante de Dandy Walker) e tronco cerebral fino. Nao
apresentou anormalidades no ecocardiograma e em exames para horménios

tireoidianos. A mae nao possui histérico de abortos.
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Figura 30 - Heredograma da familia 4489 e perfil de ICX

Familia 4489

RP2 349 D RP2 — 359 359
AR 216

AR — 228 228

% dos alelos inativos
RP2:95 5
AR: 97 3

Nota: De acordo com a heranca, a paciente demonstra a preferéncia em inativar os alelos de origem

paterna (AR 216 pb e RP2 349 pb).
Fonte: A Autora, 2019.

Figura 31 - Sequenciamento de Sanger para o gene USP9X

C A€C € T T & 6 AG

A

"M3e - 4489A

%0
C A€ € T T G G A G

AW A/

Pai — 4489B

Legenda: O trecho superior estd no ponto da mutacéo frameshift presente na paciente, no exon 29
(NM_001039590 e NM_001039591:ex0n29:c.4290dupC:p.H1430fs). Na parte inferior da

imagem, estd o sequenciamento da amostra materna e paterna, sem alteracoes.
Fonte: A Autora, 2019.
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3.2.5 Delecdo em 3026 — Paciente 4351

A paciente 4351 apresentou desvio extremo para o gene AR (90:10) e desvio
moderado para o gene RP2 (83:17) (Figura 32). A paciente 4351 foi submetida ao
array-CGH e foi identificada uma alteracdo patogénica em 326 (arr[GRCh37]
3026.31926.32(175,507,453-177,095,072)x1) com uma extenséo de 1,5 Mb, além de
duas VUS (Figura 33). Para um maior detalhamento da extensdo desta alteracéo
encontrada, as regibes adjacentes a delecdo foram avaliadas por gPCR. Nesta
avaliacao, foi observado que o tamanho da delec&o era maior (11.236 kb) que a regiado
inicialmente detectada pelo array-CGH (Figura 34). Devido a presenca de regifes
adjacentes com grande conteudo de elementos repetitivos, o detalhamento dos
pontos de quebra dessa regido foi inviavel e, provavelmente por esse mesmo motivo
essas regides nao estdo cobertas nos ensaios de array-CGH. A regido da delecéo
envolve o gene TBL1XR1, o ultimo éxon do gene NAALADLZ2, trés genes de ncRNA:
LINCO0501, LINC01208, LINC01209 e o gene de miRNA MIR7977. Os pais da
paciente 4351 foram submetidos a qPCR e ndo possuem a alteracdo, sendo, portanto,
uma mutacao de novo. De acordo com os registros depositados na base de dados
DGV, nao ha ocorréncias de dele¢cdes com a mesma extensao que a paciente 4351.
Na base de dados DECIPHER, embora ndo haja registro de CNVs com a mesma
extensdo, ha seis registros de delecbes que envolvem algum trecho da delecéo
encontrada na paciente 4351 (DECIPHER: pacientes: 289477, 263688, 249559,
258003, 339850, 294056).
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Figura 32 - Heredograma da paciente 4351 e perfil de ICX

Familia 4351

RP2 382 RP2 — 367 367

AR 250 { ) AR — 237 241

% dos alelos inativos
RP2: - -
. AR: 26 74

RP2 367 382

AR 241 250

% dos alelos inativos
RP2:90 10
AR: 83 17
Nota: De acordo com a heranca, a paciente demonstra a preferéncia em inativar os alelos de origem
materna (AR 241 pb e RP2 367 pb).
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 33 - Resultado do array-CGH da paciente 4351. A esquerda o trecho da delecio patogénica (arf[GRCh37]

3026.31926.32(175,507,453-177,095,072)x1) e a direita, as duas VUS

° o

Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 34 - Resultado da qPCR da paciente 4351 para as regifes distais e proximais
ao trecho envolvido na delecdo em 3926

gPCR para delimitagédo da regido da delegéo

em 3026
(normalizador: gene ALB)

1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0
4351 Controle Controle 4351A 4351B
1 2

®mPrimer 1 ®mPrimer 2 Primer 3 mPrimer 4 Primer 5

chrs (q26.32) N U NN BRION BN U BN BN W) [N WY & voce] WU (W EE2T

[ l\ )
I |
176Mb 175,6Mb 176Mb 176 5Mb 177TMb 177,56 Mb 178Mb

| | | | | | | | | | | | |

NAALADLZ TELIXRT

Pacdiente 4351

delegdo 175,507,296 — 177,106,151 pb
1,598,856 pb

Nota: Na imagem abaixo do gréfico, os oligonucleotideos usados para a qPCR estdo esquematizados
nas regibes cromossbmicas de pareamento, identificando o trecho de delecdo de 11.236 pb
maior que o observado no array-CGH.

Fonte: A Autora, 2019.

A paciente 4351 (28 anos) nasceu de parto normal a termo, com 2600 g e 46
cm, chorou logo ao nascer e teve obstrugéo de canal lacrimal. Ao nascer, teve alta
com a méae, mas houve desidratacdo com febre de 40 °C, sendo reinternada para
tratamento com antibiotico. Apresentou atraso neuropsicomotor, firmou a cabega com
mais de 6 meses, andou sem apoio aos 15 meses e teve controle de esfincteres aos
2 anos. Possui habitos de roer unhas, tirar casca de feridas, chupa o cabelo e fala
sozinha. Teve bronquite de 1 a 7 anos. Fez terapia aos 9 anos para déficit de atencéo,
apresenta DI, déficit de atencdo, ansiedade, disturbio de comportamento,
comorbidade opositiva-desafiador. Possui tomografia computadorizada de cranio e
eletroencefalograma normais. Apresenta varizes nos membros inferiores desde os 9

anos, teve desenvolvimento puberal normal com menarca aos 11 anos. No exame
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fisico, apresentou 84,1 kg e 157 cm de altura, com perimetro cefalico de 55 cm. A
paciente € hipotonica, hiperativa, possui fronte ampla, implantacao baixa posterior do
cabelo, pescoco curto, estrabismo, labio superior fino, térax largo, polegares e haluces
largos, 2° pododéctilo D e E com desvio medial e mancha café com leite no abdome.
Seus exames complementares ndo apresentaram anormalidades (ultrassonografia de
abdome total, ecocardiograma, radiografia de seios da face), com excecbes da
radiografia de coluna que demonstrou escoliose lombar e exame oftamolégico com
uma baixa de sensibilidade a luz no olho esquerdo. A mae ndo possui histérico de

aborto.

3.2.6 Paciente 4517

A paciente 4517 apresentou desvio extremo de ICX na avaliagdo da amostra
sanguinea para ambos genes (AR - 99:1, RP2 — 86:14) e apresentou ICX randémico
na avaliacao do perfil de ICX a partir do material de mucosa bucal (AR - 72:28, RP2 -
61:49) (Figura 35). A paciente teve sua amostra submetida ao WES recentemente,

ainda sem resultados.

Figura 35 - Heredograma da paciente 4517 e perfil de ICX
Familia 4517

RP2 — 371 371

e | [ O
AR L 232 AR 226 250

.

RP2 — 371 — 375

AR — 226 | 232

% do cromossomo X ativo
RP2: 86 14
AR: 99 1

Nota: De acordo com a heranca, a paciente demonstra a preferéncia em inativar os alelos de origem
paterna (AR 232 pb e RP2 375 pb).
Fonte: A Autora, 2019.
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A probanda teve convulsdes nos primeiros meses de vida que ndo ocorreram
mais ao longo do desenvolvimento. Faz uso de homeopatia para atraso intelectual
(Glifage XR500). Apresentou pré-natal sem intercorréncias, nascida de parto normal

e a mae possui histdrico de aborto espontaneo no primeiro trimestre.

3.3 Sequenciamento do gene XIST

Todas as amostras que apresentaram desvio de ICX (moderado ou extremo)
foram submetidas ao sequenciamento de Sanger para analise da regido promotora
minima e inicio do primeiro éxon do gene XIST (Figura 36). As sequéncias geradas
foram analisadas com sucesso (Figura 37).

Figura 36 - Eletroforese em gel de agarose 1% com produtos da PCR para
sequenciamento do gene XIST

2-Amostra 1 -XIST1
3-Amostra 2 - XIST1
4-Amostra 3 - XIST1
5-Amostra 3- XIST3
6-Amostra 4- XIST3
7- Amostra 5- XIST5
9-Amostra 1- XIST5
10- Amostra 6- XISTS
11- Amostra 7- XIST5

8- C- XIST5

)
=
o
o
~
i\
-

Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 37 - Analise do marcador XIST1 realizada através do programa SeqMan7.1.0
de quatro pacientes (4329, 4330, 4350 e 4351)

140 150 190 200 210
1 I I 1 I I I

1
P Translate P Consensus GC CCATATTTCTTACTICICTICGGGGCTGGAAGCTT TGACT
primer 1F.fas-1(1>€86)— g atatttcttactctctcggggctggaagocttcococtgact
£6 i GC ATATTTCTTACTICT GG GCT G
— GC ATATTTCTTACTCT cT =
- GC ATATTTCTTACTICT cT
(1>6868) - G C ATATTTCTTACTCTC cT
w2330 1F.abl {1>461) -
- CCCTTCARGTTCITARAGCGCTIGCARTTICGCTGCTIGCRAGCCATATTITICTTACTICTICTICGG6G6G6CTGGARAGCTTICCTIGRACT
w4329 1F.abl(7>501) -
- CCCTTCRGTTCITARAGCGCIGCARTTICGCTIGCIGCRGCCAT AT TITCTITACTICICICGG666CTGGAAGCTITICCTIGACT
w4351 1F.abl(26>601) —
EFCCCTTCAGTTCTTAAAGCGCTGCAATTCGCTGCTIGCAGCCATATTITCTTACTCTICTICG6666CTGGAAGCTTICCTGACT
w2350 1F.abl {44>605) —
FccCITCaGTTCTITAAAGCGCTGCARATTCGCTGCTIGCRGCCATATTITCTTIACTICTICICGGGGCTGGAAGCTTICCTIGRACT

Fonte: A Autora, 2019.

De acordo com os resultados das analises do sequenciamento, um SNP
(9.73071141C>G) foi comum as amostras 4308, 4311, 4351 e 4489 (n = 4/11) (Figura
38). O SNP esta registrado sob o numero rs41305409 na base de dados online
dbSNP. A frequéncia da variante tem incidéncia maior que 5% (ExAC=0.0589; 1000
Genomes=0.0922, GhomAD=0.06153), inclusive nos dados disponiveis da populacdo

brasileira (ABraOM=0.075848), sendo caracterizada como um polimorfismo benigno.
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Figura 38 - Polimorfismo rs41305409 identificado na regido do marcador XIST3 na
paciente 4351

. 4=‘ll] . 4‘50 . 4?']

P Transiate P Consensus CCCRARACRACGRARARAGCACRE
PRIMER 3R.fas-1(1>807)— caacacgaaaagecaca
4330(1>777) - CARACRCGRRARRGCARCEH
4384R( - A GAAARAGCACR CARRAARGRACARRGRG
4351(1»792) s ES GRARARAGCACER CARARAGRACARAGAG
4350(1>728) bd A GRARAARRGCACEH CAAAGACASR GRG
w4330 3R.abl(12>521) -
ACATATGACAACGCCTGCCATATTIGT TGCGGCRARARACCCRAACRACGRAARAGCACRACRAGCRARRGRACRARAGRAGGCCCGC
w 43342 3R.abl(17>551) —
A ATALTGRA LACGCCTGCCATATTGT GCGGCARRARCCCRAARCACGARARRAGCARACACAGCARAGRACRARGAGGCCCGCC
w4351 3R.abl(18>547) -
ACATATGACAACGCCTGCCATATTIGTCCCTGCGGCARRARCCCARCACGRARRARGCRACACAGCRARARAGRACRARRGRAGGCCCGCE
w4350 3R.abl(20>585) bd
ACATLTGRCRALACGCCTGCCRTATIGTICCCTGCGGCRARLECCCLACRACGRRARALGCOCRACLCAGCORLRARAGRACRARARAGRGGCOCCG D

Nota: A seta indica o pico referente ao SNP encontrado (g.73071141c>g), situado no exon 1 do gene
XIST.
Fonte: A Autora, 2019.

3.4 Andlise das variagc6es do numero de cépias génicas

As 53 pacientes que participaram do estudo tiveram suas amostras submetidas
a técnica de MLPA. Foram identificadas sete alteracBes, dentre estas, cinco

potencialmente causais, confirmadas por gPCR ou array-CGH (Tabela 12).



Tabela 12 - AlteracGes encontradas através da metodologia de MLPA

4306

4327
4390

4487

4488

4531

4545

245

070
245

036

036

036

Duplicagéo

Duplicagéo
Delecéo

Duplicagéo

Delecéo

Delegéo

Delecéo

Fonte: A Autora, 2019.

3.4.1 Duplicacdo em 22g13.3 — Paciente 4306

RABL2B

SHOX
CLDNS,
GP1BB,
SNAP29

TERT

MECP2

SOX12

RBFA

22q13.3

Xp/Yp (PAR1)
22011.21

5p15.33

Xg28

20p13

18023

Genes
adjacentes
SHANK3 e
ACR sem
alteracoes

Confirmada
delecao
22011.21

Confirmada
duplicacao
no gene
TERT
Confirmada
delecao no
gene
MECP2

Confirmada
delecédo no
gene RBFA

46,XX

46,XX

46,XX

46,XX,
(2;20)(g33;p
13)

46,XX,inv
(9)(p12913)

arr[GRCh37]
22q11.21
(18,626,900-
21,797,812)x1

arr[GRCh37]
2p25.3p16.1
(42,444-
55,749,307)x3
arr[GRCh37]
X0250928
(122,132,166~
155,097,214)x
1

96

Amostra
materna sem
alteracao, pai

indisponivel
Provavelmente
benigna
X

de novo,

patogénica

Heranca
paterna,
Provavelmente
Benigna
de novo,
Patogénica

Possivelmente
patogénica

Possivelmente
patogénica

A duplicacdo encontrada na paciente 4306 (Figura 39) envolve o gene RABL2B.

Por se tratar de uma regido altamente repetitiva e haver paralogia do gene RABL2B

com um gene no cromossomo 2 (RABL2A),

nao foi

possivel

desenhar

oligonucleotideos para realizacdo da gPCR. A amostra da paciente 4306 foi submetida

a gPCR para avaliar se 0 gene ACR, adjacente ao RABL2B, também havia sido

duplicado (Figura 40). No entanto, nenhuma alteragéo foi detectada, indicando que o

ponto de juncao proximal se encontra entre os genes RABL2B e ACR. Os pais nao

apresentam consanguinidade e a alteragdo n&o foi detectada na mae da paciente

(Apéndice 1), ndo sendo possivel testar a amostra paterna por falta de contato familiar.
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Figura 39 - Resultado da MLPA da paciente 4306, indicando que a sonda para o gene
RABL2B (22913.33) est4 fora do limiar aceitavel (faixas azul e vermelha
no eixo Y) no grafico
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Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 40 - Genes situados na regido subtelomérica 22q13.3
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Nota: Representagdo da regiéo envolvida obtida através do UCSC Genome Browser, 2019.
Fonte: A autora, 2019.

Na busca de variantes envolvendo o gene RABL2B, foram identificados dois
registros de duplicacdo para o gene RABL2B no DGV (DGV: nsv966116 e
nsv1160783). Na base de dados clinicos DECIPHER, o registro do menor fragmento
duplicado envolve também o gene ACR (DECIPHER: paciente 288753). A paciente
4306 (33 anos) possui DI sindrémica e severa, epilepsia e em 2013 teve sindrome do
panico e crises de auséncia, controladas desde entdo com uso de medicagéo
(Carbamazepina, Gardenal, Rivotril). De acordo com as descrigbes clinicas, a

paciente possui atraso severo na fala, hipotonia, dolicocefalia, queixo pontiagudo,
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unhas dos pés displasicas e microcefalia com anomalias do sistema nervoso central
(dilatacdo ventricular e atraso na mielinizacdo). De acordo com a ocorréncia de
registro na plataforma DGV de variantes similares, bem como a ocorréncia de
duplicagcbes que envolvem outros genes além de RABL2B no DECIPHER, a CNV foi

categorizada como provavelmente benigna.

3.4.2 Duplicacdo em Xp22.33 — Paciente 4327

A paciente 4327 apresentou uma duplicacdo para a sonda referente ao gene
SHOX presente na PAR1 do cromossomo X (Figura 41) de significado incerto. A
analise do perfil de ICX da paciente 4327 ndo demonstrou desvios de ICX. Os pais da

probanda ndo foram testados para o MLPA por indisponibilidade.

Figura 41 - Resultado da MLPA da paciente 4327, indicando que a sonda para o gene
SHOX (Xp22.33) esta fora do limiar aceitavel (faixas azul e vermelha no
eixo Y) no gréfico
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Fonte: A Autora, 2019.

De acordo com a busca realizada na base de dados DGV, foi identificada uma
duplicac&o que envolve o gene SHOX (dgv4555e59), depositada pelo consoércio 1000
genomas. Ha registro também de duas CNVs de ganho, na base de dados DECIPHER

envolvendo apenas o gene SHOX em mulheres (340380 e 284977) e outros 111
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registros envolvendo algum segmento do gene SHOX e outros genes. Apenas 5%
destes 113 registros possuem extensao inferior a 0,1 Mb. Além da DI, a paciente
possui epilepsia e faz uso das medicacdes: Fenergan, Tegretol, Gaballon. A mae nao
possui histérico de abortos.

3.4.3 Delecdo em 22qg11.2 — Paciente 4390

A delecdo encontrada na paciente 4390 (Figura 42), através da MLPA, foi
confirmada por array-CGH. Foi verificado que a delecdo detectada possui uma
extensdo de aproximadamente 3,17 Mb (arr[GRCh37] 22g11.21(18,626,900-
21,797,812)x1), abrangendo cerca de 90 genes e pseudogenes (Figura 43 e 44). Ela
possui 19 anos e DI severa, atraso no desenvolvimento, microcefalia, baixa estatura,
face alongada, hipotonia, prognatismo, clinodactilia nos pés, pobreza das pregas
palmares, anomalias de sistema nervoso central (IV ventriculo proeminente,
comunicacdo ampla com megacisterna, hipoplasia de vermis cerebelar) e defeito de
soldadura em arco posterior L5 e S1. Os exames de imagens realizados (ressonancia
magnética cardiaca e ultrassonografia abdominal) estavam dentro da normalidade. Os
pais sdo consanguineos e, embora ndo soubessem informar o seu grau de
parentesco, o array-CGH demonstrou seis blocos de homozigose na paciente nos
cromossomos 1, 3, 5, 14, 16 e 20, indicando uma ancestralidade comum. As amostras
parentais foram testadas para MLPA e nenhuma alteracéo foi encontrada (Apéndice
II), demonstrando que a alteracdo patogénica € de novo. De acordo com a base de
dados DECIPHER, h& 367 registros de delecdes que envolvem algum trecho da
delecdo encontrada na paciente de nosso estudo e desses, 78 registros apresentam
DlI.
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genes CLDN5, GP1BB, SNAP29 (22q11.21) estdo fora do limiar aceitavel

(faixas azul e vermelha no eixo Y) no gréfico
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Figura 42 - Resultado da MLPA da paciente 4390, indicando que as sondas para 0s

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 43 - Resultado da array-CGH da paciente 4390

erd

z zth ezth T'eth zETh

TeETh eeeTh

225,305k 0 0.100.200.300 400.500,600.700 800.901.00

2:0kh

Tz Tih EZ TTb TEEh zzib EZIh T ETh = ETR

TEETh EE'ETD

Cromossomo

Inicio da

2251 2016 210 204000 40 501201 6E2.00

101

Fim da Inicio (Hg19) Fim (Hg19) Tamanho
B = 5 Sonda Sonda (pb)
B @ 1 1q24.2 1g31.3 167,459,438 193,942,375 26,482,938
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Legenda: (a) CNV patogénica: arrfGRCh37] 22911.21(18,626,900-21,797,812)x1; (b) blocos de homozigose encontrados na paciente > 5Mb (demarcacdes
em cinza) indicando o grau de parentesco entre os pais.
Fonte: A autora, 2019.
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Figura 44 - Genes envolvidos na delecdo da paciente 4390
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Nota: Representacdo da regido envolvida obtida através do UCSC Genome Browser, 2019.
Fonte: A autora, 2019.

3.4.4 Duplicacdo em 5p15.33 — Paciente 4487

A duplicacdo no gene TERT (5p15.33) presente na paciente 4487 também foi
detectada na amostra paterna (Figura 45). Algumas regides proximas ao gene TERT
estdo presentes nos kits 245 (SEMAS5A - 5p15.31) e 036 (PDCD6 - 5pl15.3), e
apresentaram resultados dentro da normalidade (Figura 46). A busca online na
plataforma DGV para o gene TERT detectou 11 registros de duplicagcdes em estudos
populacionais envolvendo o0 gene (nsv596629, esv3575810, esv3603797,
esv3432543, esv1011324, nsv509045, nsv509044, nsv1024507, dgv3197e59,
nsv822960, esv3603804); e na plataforma DECIPHER h& 17 registros de CNVs de
ganho para o gene TERT, dentre as quais a menor regido engloba trés outros genes
(SLC12A7, SLC6A18, SLC6AL9; paciente 256488).

A paciente 4487 (5 anos) possui atraso global do desenvolvimento, dismorfias,
malformacéao da laringe (larigomalacia), dismorfias faciais, DI, baixa estatura e faz uso
de medicacéao controlada (Clenil). Em sua ultima avaliagéo clinica, possuia estatura >
P3 (1,02m), peso < P3 (15,18 Kg) e perimetro cefalico — 2 SD (49,5 cm). As
caracteristicas clinicas faciais atipicas consistem em sobrancelhas arqueadas, fendas
palpebrais ascendentes, hipertelorismo, estrabismo, nariz proeminente, filtro labial
curto, macrostomia, palato alto, orelhas posteriormente rotadas e displasicas. Em
aspectos dermatoldgicos, foi observada mudancas de pigmento para linhas de
Blaschko. Possui ainda Halux valgo, sindactilia cutanea entre 4-5° pododactilos e

hipertricose.

987
AL117485

RIMBP3C )
2 ) 75K
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Figura 45 - Resultado da MLPA e gPCR da paciente 4487
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Legenda: Na imagem a esquerda (a) o resultado da MLPA da amostra 4487, indicando a sonda TERT (5p15.33) fora do limiar aceitavel (faixas azul e vermelha

no eixo Y) no grafico; e a direita (b) gréafico representativo do gPCR para o gene TERT da probanda e amostras familiares.

Fonte: A autora, 2019.

Figura 46 - Localizacdo dos genes em 5p presentes nos kits de MLPA testados
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Fonte: A autora, 2019.
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3.4.5 Delecdo em Xg28 — Paciente 4488

A andlise de MLPA detectou uma delecdo para as trés sondas referentes ao
gene MECP2 (Figura 47), na paciente 4488. Através da analise de array-CGH, foi
verificado que a delecdo no cromossomo X envolve mais de 250 genes e
pseudogenes (arr[GRCh37] Xq25028(122,132,166-155,097,214)x1) (Figura 48). Além
disso, foi identificada também uma duplicacdo no cromossomo 2 (arr[GRCh37]
2p25.3p16.1 (42,444-55,749,307)x3) (Figura 49). A ocorréncia simultanea de
duplicacdo no cromossomo 2 sugere que possa ter ocorrido uma translocacdo 2:X
t(2;X)-der(2) (Figura 50). A paciente 4488 possui desvio extremo de ICX. Na base de
dados DGV néao foram encontrados registros envolvendo toda extenséo dos trechos
identificados na paciente. J4 na base de dados DECIPHER, ha 196 registros de
perdas envolvendo algum trecho em comum com a paciente no cromossomo X
(variando entre 185 pb a 155,19 Mb) e 284 registros de ganhos envolvendo o trecho
do cromossomo 2 (variando entre 10 pb a 89,01 Mb). As amostras parentais foram
avaliadas através de citogenética convencional para as regiées envolvidas e néo
foram identificadas alteragoes.

De acordo com os aspectos clinicos, a paciente possui dismorfias faciais, baixa
estatura, hipogonadismo, litiase biliar, EEG com moderadas alteracdes paroxisticas,
DI, com historico de importante atraso global no desenvolvimento na infancia. A
paciente apresentou convulsdes nos primeiros meses de vida e faz uso de medicacao

controlada (Fluoxetina).
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Figura 47 - Resultado da MLPA da paciente 4488, indicando que as sondas para o
gene MECP2 localizado em Xq28 (MECP2-1, MECP2-3, MECP2-4) estéo
fora do limiar aceitavel (faixas azul e vermelha no eixo Y) no gréafico
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Fonte: A autora, 2019.

Figura 48 - Genes envolvidos na delecao presente no cromossomo X da paciente
4488 (X(q25-28)

Genes do cromossomo X envolvidos na delegdo
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AK054921 BRCC3 CXORF64 FAM3A GABRQ  IDH3G LOC389895 MAPTD3 MIR4330 MIR888 OCRL PRRG3 SMARCA1 SPANXN3  TREX2 ZNF185

AK095438  BRS3 CXORFB6 FAM45B  GDI DS MAGEA1 MBHNL3 MIR452  MIR8S0 OPMILW RAB33A SMIM10 SPANXN4  U00684 ZNF275
AK307233 CD40LG DCAF12L1 FAMA0A GPC3 IDS2 MAGEA10 MCF2 MIR504  MIR8S0 OPNIMW RAB39B  SMIM3 SPRY3 U6 ZNF280C
APLN CD99L2 DCAF1212 FAMSBA GPR101  IGSF1 MAGEA11 MECP2  MIR505 MIR891A OR13H1 RAP2C SNORA3IEA SRPK3 ur ZNF75D

ARHGAP36 CDR1 DDX26B  FATE1 GPR112 IKBKG MAGEA12 MIR_106  MIR506 MIREIMB PASD1 RBMX SMORAS6  SSR4 UBE2NL
ARHGAP4  CETN2 DKCA1 FGF13 GPR113  IRAK1 MAGEA2 MIR105-1  MIR507 MIRB92A PDZD4 RBMX2 SNORA70  STAG2 UBL4A
ARHGEF6  CLIC2  DL490658 FHL1 GPR50  JB158051 MAGEA3 MIR105-2 MIR508 MIRBI2B PHF6  RENBP SNORD112 TAZ USP26
ATP11C CMC4 DNASE1L1 FLNA  GRIA3 L1CAM MAGEA4 MIR1184-3 MIR509-1 MIR934 PLAC1 RPL10 SNORD61  TENM1 UTP14A
ATP2B3 CNGA2 DUSPS FMR1 H2AFB3 LAGE3 MAGEAS MIR18B  MIR510 MOSPD1 PLXNA3 SAGE1 SOX3 TEX28 VBP1
ATP6AP1  CSAG1 ELF4 FMRINB HAUS7  LDOCAH MAGEAG MIR20B  MIR514A1 MPP1  PLXNB3 SASH3 A SPANXAZ  TFDP3 VGLLA
AVPRZa  CSAG2 EMD FRMD7 HCFC1 LINC00632 MAGEAS MIR2114  MIR514A2  MST4 PNCK SH2D1A SPANXC  THOC2 VMAZ1

BC009467  CTAGZ2 ENOX2  FUNDC2 HMGB3 LINC00883 MAGEAIB mir-220  MIR514B  MTCP1  PNMA3 SLC10A3 SPANXE  TKTL1 XIAP

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 49 - Genes envolvidos na duplicacdo presente no cromossomo 2 da paciente 4488 (2p25.3p16.1)

Genes do cromossomo 2 envolvidos naduplicacdo

ABCGS  AK124439 AX747384 C2orf61 CENPA DNAJCZ27  EPT1 FSHR HEATRSB KIF3C LOC100288911 LOCT28819  Mir_652 MSHE 0ST4 PRKCE ROCK2 SLC5AB SPTBN1  TPO UCN
DNAJICZ7
ABCGE  AK125769 AX747684 C20r70 CENPO -AS1 ERLEC1 GALM HNRPLL KLF11 LOC100505716 LOC730811  MIR1301  MTA3 OTOF PRKD3 RPL23AP32 5LCBA1 SRBDA TRAPPC12 UBXM2A
ABHD1  ALK001558 BC031304 C20rf71 CGREF1  DNMT2A FAMA10C GALNT14 HPCAL1 KLHL29 LOC100505876 LPINT MIR3125  MTIF2 OXER? PRORSDIP RP327A SLCBA1-AS1 SRD5AZ  TRIB2 UNQEI75
ACP1 ALLC BC035112 C2orf73 CHAC2 DPY30 FAM150B GAREML HS1BP2 KRTCAP2 LOC100505964 LRPPRC MIR3682  MYADML PDIAS PSME4 RPS7 SMCH SRSF7 TRMTE1B WIT
STONA-
ACYP2  APOB BC048132 C20rf91 CiB4 DPYSL5 FAM179A GCKR 14H1 LO7266 LOC100506054 LTBP MIR4261  MYCN PFN4 PTRHDA RRM2 SMNORA40  GTF2A1L  TRNA WSNL1
ADAMA7 ARHGEF332 BC048424 CAD CLHCA1 DRC1 FAM228A GDF7 D2 LAPTM4A LOC100506274 MAP4K3 MIR4262 MYCNOS PIGF PUM2 RSAD2 SNORABOB STRN TRMNA_A1a WDR35
ADCY3  ASAFP2 BCO51708 CALMZ CLIP4 DTNB FAM228B GEMING IFT172 LBH LOC100506474 MAPRE3 MIR4263 MYTIL PKDCC  PXDN RTN4 SNORD18  SULTEB1 TRNA_I1e WDR43
ADI ASB3 BC113076 CAMKMT  CMPK2 DYMNCZLI1  FAM49A GEN1 ITGB1BP1 LCLAT1 LOC150622 MATNZ MIR4429  NBAS PLB1 QPCT sDCH SNORD53  TMEM214 TRMNA Leu XDH
AF0B6285 ASXL2 BIRCE CAPN13  COLEC11 E2F6 FAMB4A  GPATCH1 ITSN2 LHCGR LOC339738 MBOAT2 MIR4757  NCOA1 PLEKHHE RAB10 SFaB14 SNORD75  TAF1B TRMNA_Pseudo XZNF512
AGBLS ATAD2B BRE CAPN14  COXJAZL EFR3B FAM38A  GPN1 JA429818 LINC00299 LOC339822 MCFD2 MIR4765  NDUFAFT POMC RADS1AP2  SH3YL1 SNORD92  TCF23 TSPYLG Y_RMA
AKD55918 ATL2 C2orf16 CCDCAH CPSF3 EHD3 FBX011 GPR113 KCNF1 LINCD0486 LOC375196 MEMO1 MIR548AD NLRC4 PPM1B  RASGRP3  SIX2 SNTG2 THADA TSSC1 YIPF4
AKO05B077 ATPGVIC2 C2o0rf43 CCDC121 CRIM EIF2AK2 FEZ2 GPR75  KCNG3  LINCO00487 LOC388942 Metazo_SRP MIR558 NOL10  PPM1G  RBKS SIX3 SNX17 THUMPDZ2 TTC27 ¥YPEL5
AKO0S7187 ATPEVIEZ C2o0rf44 CCDC121 CRIPT EMILING FKBP1B GREB1 KCMNE12  LINCOOS70 LOC385948 MFSD2B MIR559 NRXN1 PPP1CB RHOB SLC30A6 S0CS5 TMEM178A TTC32 YWHAQ
NTSC1B-
AK093525 ATRAID C2orf44 CCDCBBA CYP1B1 EML4 FLI33534 GRHL1 KCNK3  LINC00954 LOC400940 Mir_186 MORN2 ROH14  PPP1R21 RHOQ SLC3M 5031 TMEM18 U2 ZFP36L2
AK094343 AX746487 C20rf48 CDC42EPICYS1 EMLE FNDC4  HAARD KCNS2  LOC100129726 LOCE45949 Mir_544 MRPL32  NTSR2 PQLC3 RMDN2-AS1 SLC435F6 SOX1 TTC7A U4 ZNF513
AK095310 AX746649 C20M50 CDKL4 DDx1 EPAS1 FOSL2 HADHA  KHK LOC100134259 LOCT727982 Mir_548 M3GN1 oDc FREB RMASEH1 SLC4A1AP SUPTVL TMEM247 UG
RMF144A-
AK123934 AX747197 C20rf53 CEBPZ DHX57 EPCAM FOXN2 HADHB  KIDINS220L0C100271832 LOCYV28730 Mir_584 MsH2 0sSR1 PREPL  AS1 SPAST SPDYA TP53I3 u7

Fonte: A autora, 2019.

Figura 50 - CNVs encontrada na paciente 4488, sugerindo uma translocacéo 2:X.
chra ¢pas.s-pt6. 1O T I DB N I II3E »«4 B0 B DR "IN B B D B 1 BN

Trecho duplicado:
2p25.3pl6.1
(42,444-55,749,307)x3

chryx (o25-028) | N =N N | Hzi.iE B ] (T B EEEE | []

Trecho deletado
Xq25q28
(122,132,166-155,097,214)x1 Genoma
Referéncia: Hg37

Nota: Representacdo da regido envolvida obtida através do UCSC Genome Browser, 2019.
Fonte: A autora, 2019.
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3.4.6 Delecdo em 20p13 — Paciente 4531

Na paciente 4531, foi encontrada uma delecdo envolvendo o gene SOX12,
localizado em 20p13 através da MLPA (Figura 51). Contudo, a g°PCR com marcadores
especificos para regido do gene SOX12 (Apéndice ) apresentou resultados
insatisfatorios, impedindo a confirmacao da alteracdo. O gene ZCCHC3 (FLJ22115),
também situado em 20p distal a SOX12 (Figura 52), foi testado nesta paciente atraves
do kit 070 de MLPA e os resultados estavam dentro do padrdo considerado como
normal (valor da sonda ZCCHC3=1,113). De acordo com o0s registros depositados no
DGV, ha duas ocorréncias de delecdo envolvendo a regido do gene SOX12
(esv3893263 e nsv1133498). Ja na base DECIPHER, ha 30 ocorréncias envolvendo
delecdes no gene SOX12, porém a ocorréncia de menor tamanho possui 407,6 kb
(paciente: 250840), ocorre de forma simultanea com uma duplicagdo no cromossomo
22 (853,51 kb) e envolve dez outros genes incluindo o gene ZCCHC3. Oito dos 33
registros depositados no DECIPHER apresentam como caracteristica clinica comum
a DI.

Figura 51 - Resultado de MLPA da paciente 4531, indicando que a sonda para o gene
SOX12 (20p13) esta fora do limiar aceitavel (faixas azul e vermelha no
eixo Y) no grafico
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Figura 52 - Localizacdo dos genes presentes na regido subtelomérica 20p13

Ichreo (GCION | BEITIEMN 20012, SEIER 260pi2.1 ] 0 2 I l

Scale S0 kb} { hg19
chrae: | 260, 008| 270, 808| 288, 000| 290, 800| 300, 008| 319, 000| 320, 000| 330, 000| 340, 000| 358, 000| 360, 000|

UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, TRNAsS & Comparative Genomics)
C2R0rFI6 e Sox12f> ] NRSN2 #iffm TRIB3 e
2CCHCS D

Nota: Representacgdo da regido envolvida obtida através do UCSC Genome Browser, 2019.
Fonte: A autora, 2019.

A paciente 4531 teve uma nova solicitagdo do cariétipo ao decorrer de nosso
estudo e foi identificado como resultado: 46,XX, t(2;20)(g33;p13). Os pais possuem
cariétipo normal. A delecdo no gene SOX12 identificada através do MLPA faz parte
do trecho que envolve a translocacdo encontrada na paciente. De acordo com a
avaliagdo clinica, a paciente foi encaminhada ao ambulatério de geneética pela
endocrinologia pediatrica por puberdade precoce, dificuldade leve no aprendizado,
distarbio no comportamento, obesidade e dismorfias. A probanda € a primeira filha de
casal jovem, ndo consanguineo. Nasceu a termo de parto cesareo (Apgar 9/9) com
peso adequado para idade gestacional, comprimento e perimetro cefélico também
adequados. Necessitou de internacdo por uma semana por anomalia anoretal (anus
anteriorizado com fistula perineal, refluxo vescioureteral). Apresentou refluxo
vesicoureteral que foi corrigido aos trés anos de idade, evoluiu com dilatacdo renal
grau lll e incontinéncia urinaria. Ao longo de seu desenvolvimento, apresentou atraso
no desenvolvimento da linguagem, dificuldade de aprendizado escolar e
comportamento agitado. Faz uso de medicacdes (Neuleptil e Cefalexina), possui
intolerancia a lactose e dermatite atopica. O estrabismo da paciente foi corrigido aos
cinco anos e 10 meses de vida. Em sua ultima avaliagdo clinica, apresentou peso e
estatura em P50, dismorfias caracterizadas por face arredondada, olhos amendoados,
manchas hipercrémicas em escleras oculares bochechas salientes, labios finos,
palato ogival, implantagéo baixa de orelhas, implantacéo posterior baixa de cabelos.
Possui ainda: Cubitus valgum, genu valgo, quirodactilos afilados e anus anteriorizado.
Em aspectos dermatoldgicos, possui pele seca com areas de eczema e descamacao

em maos e pés.
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MLPA (Figura 53) para a regido RBFA foi confirmada através de gPCR com
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3.4.7 Delecdo em 18923 — Paciente 4545
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Figura 54 - Localizacdo dos genes presentes na regido subtelomérica 18923
Nota: Representagdo da regido envolvida obtida através do UCSC Genome Browser, 2019.

Fonte: A autora, 2019.
Fonte: A autora, 2019.
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Na base de dados DGV ha quatro registros envolvendo a regido do gene RBFA,
dois deles localizados a partir do estudo 1000 genomas (nsv470437, esv3643326,
esv3643328, nsv1072826). Ja no DECIPHER, foram depositados 90 registros de
delecdes envolvendo o gene RBFA. O registro que possui a menor extensao (paciente
255106) envolve cinco outros genes, além do gene RBFA, sendo trés codificantes de
proteinas (ADNP2, PARD6G, TXNL4A), e ainda apresenta uma duplicacao simultanea
no cromossomo 2 de 4,89 Mb.

A paciente 4545 foi avaliada pelo ambulatério de Genética aos 15 anos de
idade, por queixa de DI e artrite reumatoide. Trata-se de primeira filha de casal jovem,
nao consanguineo. A mae possui histérico de um aborto no primeiro trimestre e perda
de gemelar intautero. O pré-natal foi sem intercorréncias com uso social de alcool na
gestacdo. A paciente nasceu a termo de parto normal (Apgar 7/8), com peso ao
nascimento (AlG), comprimento e PC adequados. O desenvolvimento psicomotor
evoluiu sem atraso mas a paciente apresentou diversas quedas por deformidade dos
pés, possuia habitos de andar na ponta dos pés e usou gesso nos primeiros meses
de vida. Apresentou dificuldade de aprendizado escolar. Desenvolvimento puberal
normal, menarca aos 12 anos com ciclos regulares. Faz uso de 6culos desde os
primeiros meses de vida, diagndstico de coloboma no olho direito. Teve quadro de
incontinéncia urinaria diurna e noturna até os seis anos e atualmente possui enurese
noturna, estando sob avaliacdo urologica. Foi diagnosticada aos 14 anos de idade
com artrite reumatoide juvenil, sob tratamento medicamentoso. Nega cirurgias,
convulsdes ou internacdes. Ao ultimo exame clinico, apresentou peso em P50,
Estatura em P10-P25 e perimetro cefalico na média. Possui dismorfias caracterizadas
por fonte proeminente, hipertelorismo ocular com fendas oculares obliquas, orelhas
pequenas, raiz nasal plana, cavidade oral sem alteracdes. Tronco sem assimetrias,
membros sem assimetrias. Quirodactilos e pododactilos fusiformes e prega palmar de
Sidney bilateral. Possui radiografia de coluna, ultrassonografia abdominal total e de

vias urinarias sem alteracoes.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, foram investigados fatores genéticos associados a DI em
mulheres a partir de desvios extremos de ICX e de CNVs patogénicas em regides
comuns a sindromes/condi¢des previamente associadas a fungédo neurocognitiva. Os
resultados obtidos deram origem a dois manuscritos em fase de elaboragdo. O
primeiro € voltado para a descricdo das variantes patogénicas, duas delas inéditas,
encontradas a partir dos desvios extremos de ICX e sequenciamento de exoma total.
O segundo aborda as variantes encontradas a partir da metodologia de MLPA,
algumas das quais vinculadas a fenotipos atipicos. A seguir serdo discutidos
detalhadamente os resultados obtidos, sob a forma de tépicos.

4.1 Aplicacdo de nova metodologia para estudo de ICX em mulheres com DI

Para o estudo da ICX, foi utilizada uma ferramenta molecular descrita em 2014
ainda pouco explorada, que combina a analise do perfil de metilacdo do gene AR com
a do gene RP2 (MACHADO et al., 2014). Nao ha registros na literatura deste tipo de
abordagem para avaliar o perfil de ICX em mulheres com DI. Embora o ensaio para o
gene AR seja considerado um padrao ouro, cerca de 20% da populacdo de mulheres
ndo é informativa por apresentarem homozigose para repeticbes de nucleotideos
nesse locus (AMOS-LANDGRAF et al., 2006). A avaliacdo de ambos 0s genes
permitiu uma cobertura de 100% das mulheres com DI. Através da inclusdo do gene
RP2, foi possivel determinar o perfil de ICX em 13% das mulheres homozigotas para
o gene AR (7/53). Além disso, o0 uso do gene RP2 foi imprescindivel para a
identificacdo de desvio de ICX néao observado para o gene AR em duas amostras
(paciente 4330 — desvio moderado; paciente 4311 — desvio extremo). Na maioria das
amostras do estudo, os desvios de ICX apresentaram concordancia entre os loci AR
e RP2. Entretanto, cinco pacientes (4311, 4322, 4364, 4390 e 4423) e uma das maes
das pacientes (4313A) apresentaram discrepancias de mais de 15% entre os genes
AR e RP2 (Apéndice IlI).

Alguns outros marcadores que possuem sitios para endonucleases de restrigdo

sensiveis a metilacdo como PGK1 e PCSKI1N ja foram usados para complementar



112

estudos de ICX em mulheres nédo informativas para o gene AR (BERLETCH et al.,
2011; FIEREMANS et al., 2016). No entanto, ndo ha registro de marcadores para uso
simultdneo. Assim, com o uso de apenas uma reacao foi possivel definir o perfil de

ICX para cada paciente, diminuindo os custos das reacfes e o tempo dispensado.

4.2 Desvios de inativagdao do cromossomo X

Dentre as 53 mulheres com DI avaliadas, sete apresentaram desvio extremo
(13,2%) e quatro apresentaram desvio moderado (7,5%) de ICX. Como abordado
anteriormente, sabe-se que os desvios de ICX podem ocorrer no estagio primario do
desenvolvimento embrionario, quando as células ainda ndo sofreram processo de
diferenciacdo, ou no estagio secundario, quando um grupo de células ja diferenciadas
sofre uma vantagem proliferativa (GENDREL; HEARD, 2011). N&o foram identificadas
mutacBes no gene XIST que pudessem caracterizar um desvio de ICX primario
(BROWN; ROBINSON, 2000). Assim, as pacientes que apresentaram desvios de ICX
neste estudo provavelmente sofreram uma selecao preferencial caracterizada por ICX
ndo randémica secundaria, caracterizando uma priorizacdo proliferativa de um grupo
celular portando um cromossomo X em relacao ao outro.

A etiologia dos desvios de ICX em uma populacao de mulheres saudaveis tem
sido objeto de estudo em diversos grupos étnicos e faixas etarias (AMOS-LANDGRAF
et al., 2006; BOLDUC et al., 2008; SANDOVICI et al., 2004). Os desvios de ICX numa
populacdo normal de neonatos, na qual ainda ndo ha uma selecéo tecido especifica
relacionada a idade, sédo atribuidos a uma combinacéo de efeitos estocasticos e uma
selecdo preferencial apos a ICX primaria (BOLDUC et al., 2008). Ja num estudo
realizado com 1.005 mulheres americanas, finlandesas e judias asquenazim
fenotipicamente normais, 8,8% apresentaram desvio de ICX a partir de 80%, 1,8% a
partir de 90% e 0,8% acima de 95%, totalizando uma proporc¢éo de 11,4% de mulheres
com desvio de ICX. Essa proporcédo tende a aumentar de acordo com a idade (recém-
nascidos: 5,6% versus mulheres: 19,5%) e pode estar relacionada também a uma
preferéncia celular de um cromossomo X em relacdo ao outro no sangue, o tecido
mais usualmente estudado (AMOS-LANDGRAF et al., 2006).
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Um trabalho recente foi realizado pelo nosso grupo utilizando o mesmo ensaio
biplex AR/RP2 em 118 mulheres saudaveis numa faixa etaria média de 26,5 anos
(idade minima: 18 anos, idade maxima: 35 anos). Destas, 2,54% apresentaram desvio
moderado e n&do foram identificadas amostras com desvio extremo de ICX (BORGES,
2018). A porcentagem de desvio de ICX moderado e extremo observada nas mulheres
com DI no presente estudo foi de 20,7% (n=11/53). Comparado a amostra de
mulheres saudaveis do RJ exibida no estudo de Borges (2018), o percentual de
desvios nas mulheres com DI é significativamente superior aquela esperada na
populagdo normal (p < 0,001, x®>= 18,61). No estudo realizado por Fieremans e
colaboradores (2016), com 288 mulheres com DI, a propor¢cdo de mulheres com
desvio extremo de ICX foi de 7,6% e destas 31,5% (n=6/19) tiveram mutacdes
associadas a DI. Embora nosso grupo amostral tenha sido menor em relacdo ao de
Fieremans e colaboradores (2016), o nUmero de mulheres com desvio extremo de ICX
foi maior e ambos os estudos demonstram uma alta prevaléncia de desvios de ICX
dentre mulheres com DI, quando comparados aos estudos controles (Tabela 13). Isto
demonstra que os desvios de ICX funcionam como uma excelente ferramenta
molecular para a identificacdo de (novas) causas genéticas envolvidas na DI em

mulheres.

Tabela 13 - Comparacao da prevaléncia de desvio de ICX entre diferentes estudos

% da % da
Perfil das amostra com amostra
Estudos mulheres Idade desvio com desvio
estudadas Pais (anos) N moderado extremo de
de ICX ICX
Amos-Landgraf e Fenotipicamente EUA; 0-ND 1.005 8,8 2,6
colaboradores (2006) normal Finlandia
e Israel
Bolduc e Fenotipicamente Canada 0-43 894 21 3,5
colaboradores (2008) normais
Borges (2018) Fenotipicamente Brasil 18-35 115 2,6 0
normais (Rio de
Janeiro)
Fieremans e DI Bélgica <35 288 ND 7,6
colaboradores (2016)
Plenge e DILX EUA ND 94 48 30
colaboradores (2002)
Tzschach e DILX Alemanha ND 95 23
colaboradores (2015)
Presente estudo DI Brasil 3-43 53 7,5 13,2
(Rio de
Janeiro)

Legenda: ND - néo disponivel; DILX — deficiéncia intelectual ligada ao cromossomo X.

Fonte: A autora, 2019.
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Os dados sobre os desvios extremos de ICX deste estudo, quando associados
as causas da DI identificadas nas pacientes, representam uma alta taxa de rendimento
e sucesso. Em estudos envolvendo sequenciamento em larga escala, com centenas
e milhares de amostras (DDD, 2015; GILISSEN et al.,, 2014; HU et al., 2015;
TZSCHACH et al., 2015), e até mesmo com o estudo de Fieremans e colaboradores
(2016), o percentual de causas atribuidas a DI varia de 10 a 59%. Neste estudo, seis
dos setes casos (85,7%) de desvio extremo de ICX tiveram mutac¢fes atribuidas a DI.
Esses dados revelam um alto rendimento na caracterizacdo de causas associadas a
DI, quando comparado aos demais estudos de larga escala e também quando
comparado ao percentual das causas genéticas atribuidas a DI, que atinge uma
proporcdo de 50% dos casos (MARRUS; HALL, 2017). Esta alta taxa poderia ser
explicada pela avaliacdo clinica minuciosa das pacientes inserida no estudo,
afastando causas ambientais e genéticas comuns relacionadas a DI.

Uma vez que a ICX pode ser tecido-especifica, a analise do perfil de ICX a
partir de células de mucosa bucal demonstra ser um método eficiente para verificar o
perfil de ICX em tecidos inacessiveis que possam ter origem embrionaria semelhante
a do sistema nervoso central (ectoderma). Um estudo realizado com autépsia de 12
mulheres avaliou o perfil de ICX entre diferentes tecidos, verificando que entre sangue
periférico e o epitélio bucal , este ultimo possui uma melhor correlagdo com o perfil de
ICX de tecidos inacessiveis (DE HOON et al., 2015). Como néo seria possivel realizar
bidpsias do tecido cerebral em nosso estudo, o uso da mucosa bucal para confirmacéo
do perfil de ICX encontrado no material sanguineo foi eficaz em cinco amostras com
desvios extremos de ICX no sangue (n=5/7). Cabe ressaltar que 0 uso da mucosa
bucal como material biolégico de partida para todas as analises moleculares nao seria
possivel, tendo em vista que a extracdo de DNA a partir de mucosa bucal gera uma
concentracdo e qualidade inferior, quando comparada as amostras provenientes de
sangue, e este fator possui um papel relevante para o uso dessas amostras nas
técnicas de array-CGH e WES, principalmente.

Através das analises de mucosa bucal nas mulheres com DI que apresentaram
desvio extremo de ICX, dois casos nao apresentaram concordancia com o status
obtido a partir do material proveniente de sangue (4329 e 4517). No entanto, na
paciente 4329 foi identificada uma variante missense patogénica através do WES para
0 gene TAF1, localizado no cromossomo X. Como a paciente ndao apresentou desvio
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de ICX para a mucosa bucal (4329) e ndo se sabe o padrao de ICX no tecido cerebral,
ela pode ter sofrido uma selecdo preferencial favoravel a um determinado
cromossomo X. Sabe-se que durante o processo de ICX pode ocorrer uma selecéo
preferencial tecido- ou célula-especifica para o cromossomo X (GENDREL; HEARD,
2011).

Ha estudos que explicam o desvio de ICX como uma vantagem seletiva da
populacdo celular com um cromossomo X normal em mulheres integrantes de familias
com DILX (PLENGE et al., 2002; TZSCHACH et al., 2015). Em contraposi¢do, no
estudo realizado por Fieremans e colaboradores (2016), os desvios de ICX em
mulheres com DI estavam favorecendo o cromossomo X mutado. Das 22 pacientes
com DI e desvio extremo de ICX deste estudo prévio, 19 foram submetidas ao
sequenciamento de exoma (WES) e foram identificadas 11 variantes patogénicas,
sendo 9 no cromossomo X e 2 autossdmicas (FIEREMANS et al., 2016). Embora
nosso estudo ainda ndo possua dados de expressdo que permitam indicar que
cromossomo X foi preferencialmente inativado (mutado ou normal), os desvios de ICX
foram de extrema relevancia para dar prosseguimento as demais andlises
moleculares.

Fieremans e colaboradores (2016) descreveram uma categorizacdo de eventos
gue possivelmente contribuiram para o desvio de ICX nos pacientes, cujas variantes
identificadas através de WES foram associadas a DI. A primeira hip6tese € a de que
somente um gene ligado ao X foi afetado, denominado “modelo de um hit”. O modelo
de um hit permite trés diferentes condi¢des: na primeira, uma mutacao causando a DI
também influenciou o processo de ICX, levando ao desvio de ICX; na segunda, as
células s6 sdo viaveis em caso de desvio secundario extremo (mas ndo completo)
contra o X portador da mutacéo; e na terceira, uma mutacéo é responsavel pela DIl e
um desvio de ICX ocorreu ao acaso. A segunda hipbtese é que dois genes possuam
mutag¢des, denominado de “modelo de dois hits”. Os eventos desse modelo de dois
hits podem ocorrer independentemente, como por exemplo, um gene autossémico
causar a DI e uma mutagdo no cromossomo X causar o desvio de ICX. Ainda assim,
uma mutacgao pode ter influéncia na expressao da outra mutacdo (FIEREMANS et al.,
2016). As mutacdes encontradas em nosso estudo estdo de acordo com o modelo de

um ou de dois hits, 0 que sera discutido a seguir caso a caso.
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4.2.1 Avaliacado das maes das mulheres com desvio extremo de ICX

Bolduc e colaboradores (2008) avaliaram 500 maes e suas filhas recém-
nascidas e ndo encontraram correlacdes entre o perfil de ICX de maes e filhas. Neste
estudo, foi verificado que 77% das méaes (4/6) ndo possuiam desvios extremos de ICX
e uma nao foi informativa para ambos os genes (4489A). Isto indica que o perfil de
ICX, pelo menos na maioria dos casos, ndo € herdado, ndo havendo associa¢éo com
alelos determinantes de uma preferéncia de ICX, como ocorre em camundongos para
os alelos Xce (BOLDUC et al., 2008).

Duas maes avaliadas (n = 2/7) também apresentaram desvios de ICX (4313A
e 4488A), nado podendo ser desconsiderada a interferéncia da idade neste processo.
A mae 4313A apresentou desvio de ICX extremo apenas para o gene AR (91% - alelo
240), enquanto o gene RP2 teve um perfil de ICX aleatoério (74% - alelo 360). O desvio
de ICX extremo somente para o gene AR também foi observado na amostra a partir
de mucosa bucal da méae 4313A (92%). O gene AR se encontra no brago longo do
cromossomo X (Xgl2), mais proximo a regido XIC do que o gene RP2, que se
encontra no braco curto do cromossomo X (Xpl11.3). Como diferentes mecanismos
epigenéticos mantém o estado inativo do cromossomo X, pode-se supor gue a
regulacdo entre braco curto e braco longo do cromossomo X sdo variaveis, assim
como os achados recentes de diferencas entre tecidos e individuos dos genes de
escape da ICX (TUKIAINEN et al., 2017). Além disso, é sabido que a maior parcela
dos genes de escape a ICX e que possuem ICX heterogénea entre tecidos e
individuos estdo situados no braco curto do cromossomo X (BALATON; BROWN,
2016).

A mae da paciente 4488 (4488A) exibiu desvio de ICX moderado na amostra
de sangue periférico (AR - 80:20), enquanto que a amostra de mucosa bucal
demonstrou um perfil de ICX randémico (£75%). No entanto, o alelo que estava
preferencialmente ativo nas células sanguineas foi desfavorecido na amostra de
mucosa (alelo 246: 38% ativo na mucosa versus 80% no sangue). De acordo com
Hatakeyama e colaboradores (2004), apos os 30 anos de idade, os desvios de ICX
sdo mais comuns em células sanguineas, como consequéncia da senescéncia das

células tronco hematopoiéticas. Isto estaria de acordo com a preferéncia da ICX



117

presente somente nas células sanguineas e, por isso, a diferenca no alelo

preferencialmente ativo nas células de mucosa bucal.

4.3 Variantes detectadas a partir dos desvios extremos de inativacdo do

cromossomo X

O desvio de ICX em nosso estudo atuou como um sinalizador para posteriores
investigacOes de fatores genéticos que pudessem estar associados a DI. Assim, seis
pacientes que possuiam desvio extremo de ICX apresentaram variantes patogénicas
como responsaveis pela DI, uma autossémica (4351) e as demais ligadas ao
cromossomo X (4311, 4313, 4329, 4488, 4489). Desta forma, verificamos que a
analise de desvio de ICX constitui uma metodologia rapida e de baixo custo que possui
grande valia na caracterizacdo de (novas) alteracdes genéticas ligadas ao X em
mulheres com DI, muitas das quais ja adultas e sem um aconselhamento genético
apropriado.

Dentre as mutagfes identificadas através do WES, duas estdo presentes em
genes submetidos completamente a ICX (paciente 4311: HDACS8 e paciente 4329:
TAF1) e duas localizam-se em genes que escapam completamente a ICX (paciente
4313: NLGN4X e paciente 4489: USP9X). As mutacdes envolvendo os genes de
escape a ICX supostamente afetam a dosagem génica, gerando haploinsuficiéncia,
tendo em vista que ambos os alelos deveriam ser expressos a partir dos cromossomos
X ativo e inativo (MIYAKE et al., 2013).

4.3.1 Variante missense no gene HDACS8 — Paciente 4311

A mutacdo missense identificada na paciente 4311 envolve o exon 9 do gene
HDAC8 (NM:018486/ENST00000373573 - ¢:958G>A, p.G320R, rs398122909),
localizado em Xg13.1. Este gene possui 16 exons, 60 transcritos alternativos, sendo
que a mutacdo presente na paciente 4311 compromete quatro deles
(ENST00000373573, ENST00000373583, ENST00000373589, ENST00000429103).



118

De acordo com as predi¢des in silico geradas pelo MutationTaster, a mutacdo causa
efeitos nos sitios de splicing (aumento doador — g. 111050, score: wt: 0,64 / mu: 0,72;
ganho doador — g. 111048, score: 0,46; g. 111053, score: 0,63), troca de amino&cido
de glicina para arginina e a regido € conservada entre diferentes espécies (PhastCons
=1, Phylop = 0,835; 4,893; 2,048).

O gene HDACS8 nao escapa a ICX em nenhum grau (CARREL; WILLARD,
2005; COTTON et al., 2013; TUKIAINEN et al., 2017), possuindo expressao em todos
os tecidos humanos (tecidos cerebrais - cortex e hipocampo: expressdao média;
cerebelo: expressdo baixa) e desempenhando um importante papel na regulacédo da
transcricdo génica, por pertencer a familia das histonas desacetilases (HDAC)
(PROTEIN ATLAS, 2018). As HDACs estao associadas com altos niveis de expresséo
génica (WADE, 2001) e compreendem onze categorias, classificadas segundo
dominios cataliticos evolutivamente conservados de classes de | a IV (DE RUIJTER
et al., 2003). Diversos processos celulares podem ser afetados pela HDACs, ja que
suas funcdes sdo catalisar a remocdo de grupos acetila de residuos de lisina de
substratos nucleares e citoplasméticos. Sua deplec¢do ou inibicdo também prejudicam
0S mecanismos de reparo do dano ao DNA, uma vez que uma das funcdes das
HDACs também é atuar contra os danos do DNA (YANG; SETO, 2008; LI; ZHU, 2014).
A HDACS faz parte da classe | das HDAC juntamente com HDAC1, HDAC2 e HDAC3
(DE RUIJTER et al., 2003).

O primeiro relato da associagéo de mutacées no gene HDAC8 com a DI foi em
uma familia com a forma sindrdmica de DILX segregando uma mutacdo no éxon 2 do
gene (c.164+5G>A) (Harakalova et al., 2012). As mulheres da familia portadoras da
mutac&o exibiram um desvio extremo do perfil de ICX, indicando uma sele¢&o contra
o alelo mutado (HARAKALOVA et al.,, 2012). No presente estudo, a mutacdo
identificada foi responséavel pela DI na paciente 4311, e supostamente esta associada
também ao desvio de ICX. A mutacao esta relacionada a sindrome de Cornélia de
Lange do tipo 5 e embora a amostra paterna néo esteja disponivel, como o HDACS8 é
um gene associado a DILX (Harakalova et al., 2012), provavelmente, o pai
cognitivamente normal da paciente 4311 ndo carrega mutacdo somatica no gene
HDACS.

A sindrome de Cornélia de Lange (MIM # 122470, 300590, 610759, 614701,
300882, sinbnimo para sindrome de Brachmann-de Lange) é uma sindrome de
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heranca dominante ligada ao X e teve seu primeiro relato clinico em 1849; possui uma
rara incidéncia (0,5-10/100.000 nascimentos) e alguns casos mais leves sao
subdiagnosticados (BOYLE et al., 2015). A sindrome de Cornélia de Lange € uma
condicao clinica e geneticamente heterogénea, com caracteristicas faciais tipicas,
retardo de crescimento, DI, anomalias de membros e possui cinco genes associados
a condicdo (NIPBL, SMC1A, SMC3, RAD21 e HDACB8) (KAISER et al., 2014; BOYLE
et al., 2015).

As mutacbes em HDAC8 compreendem cerca de 4% das mutacbes em
individuos com caracteristicas sugestivas da sindrome de Cornélia de Lange e, as
vezes, resultam em um fendtipo clinico atipico (KAISER et al., 2014). Os pacientes
com a sindrome de Cornélia de Lange que possuem mutacbes em HDACS8 tém
fenétipos que se sobrepdem aos casos de mutacdes no gene NIPBL. No entanto,
Kaiser e colaboradores (2014) sugeriram que o desenvolvimento embrionario anémalo
ocasiona o desenvolvimento tardio das estruturas da linha média da face que resultam
em hipertelorismo, telecanto e/ou nevus flammeus e varias caracteristicas faciais
adicionais que sdo particulares aos casos que possuem mutac¢des no gene HDACS.

Dois outros estudos identificaram a variante (NM:018486:¢.958G>A:p.G320R)
encontrada na paciente 4311 (DEARDORFF et al., 2012; FIEREMANS et al., 2016).
No estudo realizado por Deardoff e colaboradores (2012), a mutacéo foi identificada
em um homem severamente afetado pela DI e, através de estudos de imunoblotting,
foi observado que a mutagdo em p.G320R em hemizigoze causava instabilidade da
proteina HDACS8, sendo consistente com o alto grau de conservacdo do complexo
substrato-HDACS. Ja no estudo de Fieremans e colaboradores, a mutacédo c:958G>A
em HDACS foi identificada em uma paciente que ndo possuia caracteristicas tipicas
da sindrome de Cornélia de Lange e, através da avaliacdo de cDNA, foi observado
gue apenas o0 alelo G era expresso no sangue, indicando que o cromossomo X
portador da mutacgéo foi preferencialmente inativado. Dessa forma, atribuimos que a
mutac&o missense foi a responsavel pela DI e também pode estar associada ao desvio
extremo de ICX na paciente 4311. De acordo com as hipoteses definidas por
Fieremans e colaboradores (2016), os achados da paciente 4311 sdo compativeis
com o modelo de um hit (primeira ou terceira hipéteses), cujo desvio de ICX pode ter

ocorrido ao acaso, inativando preferencialmente o X normal, e isso pode ter sido
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responsavel pelo fenotipo mais severo na paciente, ou ainda, o desvio de ICX ter sido

causado pela mutacéao.

4.3.2 Variante missense no gene NLGN4X - Paciente 4313

A mutacdo missense identificada na paciente 4313 envolve o éxon 6 do gene
NLGN4X (NM_001282146/ ENST00000275857:ex0n6:¢.C2284G:p.L762V,
rs764361221), localizado em Xp22.31-32. O gene NLGN4X possui 13 exons, oito
transcritos alternativos, sendo que a mutagéo presente na paciente 4313 compromete
cinco deles (ENST00000381095, ENST00000275857, ENST00000381092,
ENST00000381093, ENST00000538097). De acordo com as predicbes in silico
geradas pelo MutationTaster, a mutacéo causa efeitos nos sitios de splicing (aumento
marginal do aceptor: g.335870, score: wt: 0,7145/mu: 0,7558; aumento do doador:
0.335879, score: wt: 0,71/mu: 0.99, aumento marginal do doador g. 335884, score: wt:
0,9486 /mu: 0,9523), troca de aminoacido de leucina para valina e a regido é altamente
conservada entre diferentes espécies (PhastCons = 0,975; 0,974; 0,848, Phylop =
4.002; 2.286; -0,594). A expresséo da proteina NLGN4X € maior nos tecidos cerebrais
(expressdo média no cortex e baixa no hipocampo, zona caudal e cerebelo) e foi
detectada em baixos niveis nos musculos da boca, mama, placenta e cdélon. Sua
expressao em outros tecidos néo foi detectada (Protein Atlas, 2018).

Mutacdes no gene NLGN4X foram associadas com condigdes neurocognitivas
em um estudo relacionado ao autismo, juntamente com seu homoélogo NGLN3
(JAMAIN et al., 2003). Jamain e colaboradores (2003) identificaram uma mutacao
frameshift no éxon 5 do gene NLGN4X (c.1186insT), em dois irmaos afetados com
autismo e Sindrome de Asperger. Este gene pertence a uma categoria funcional de
genes que codificam moléculas sinapticas de adeséao celular (SCAMs). Os SCAMs
estdo localizados nos terminais sinapticos, nos quais conectam pré e pos-sinapses
durante o processo de formacgéo, maturacao e modificacdo de sinapses por interacao
homofilica ou heterofilica, através de seus dominios de adesao celular extracelular.
Sua funcéo néo se restringe a adeséo fisica das sinapses, mas também envolve a
inducao da sinalizacéo intracelular (BAIG; YANAGAWA; TABUCHI, 2016). Apenas 15

a 25% dos casos de transtornos do espectro do autismo sdo sindrémicos. No entanto,
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os efeitos das variantes comuns geralmente sdao mais leves (BAIG; YANAGAWA,
TABUCHI, 2016; BOURGERON, 2015). No estudo realizado por Laumonnier e
colaboradores (2004), foi identificada uma mutacdo no éxon 5 de NLGN4X
(9.1253delAG), em uma grande familia francesa com DILX sugestiva, que gerou um
cédon de parada prematuro. Na familia portadora da mutacdo, alguns membros
apresentavam caracteristicas autistas e outros apenas a DI, sugerindo uma
heterogeneidade fenotipica e que os efeitos de mutacdes no gene NLGN4X também
estdo associados a DI (LAUMONNIER et al., 2004).

A paciente 4313 tem atraso de fala e possui face sindrébmica. O gene NLGN4X
apresenta escape variavel a ICX (CARREL; WILLARD, 2005; COTTON et al., 2013;
TUKIAINEN et al., 2017) e possui um importante pardlogo no cromossomo Y, 0 gene
NLGN4Y, que também ja teve mutacdes associadas ao fenétipo de autismo (JAMAIN
et al., 2003; YLISAUKKO-OJA et al., 2005; YAN et al., 2008; ROSS et al., 2015). Pelo
fato do gene NLGN4X ser expresso a partir de ambos 0os cromossomos sexuais, uma
mutacdo neste gene associada a um desvio de ICX poderia comprometer o
desenvolvimento intelectual. Assim, consideramos que a mutacdo em NLGN4X
encontrada na paciente possui contribuicdo no fenétipo de DI e com o desvio de ICX.
Ao comparar com as hipoteses atribuidas por Fieremans e colaboradores para
explicar o desvio de ICX, genes que escapam a ICX podem estar associados com o
modelo de um hit ou de dois hits. No modelo de um hit, 0 gene NLGN4X poderia ser
responsavel pela DI e pelo desvio de ICX, visto que ha uma expressao menor do alelo
mutado, independente se esta no Xi ou Xa. Alternativamente, a mutacdo no gene
NLGN4X poderia explicar a DI e uma mutac¢édo nao identificada em outro gene teria
sido responsavel pelo desvio extremo de ICX (FIEREMANS et al., 2016).

4.3.3 Variante missense no gene TAF1 — Paciente 4329

A mutagdo missense identificada na paciente 4329 envolve o exon 18 do gene
TAF1 (NM_001286074:exonl18:c.G2774A:p.G925D), localizado em Xpl11.4. O gene
TAF1 possui 45 exons, 20 transcritos alternativos, sendo que a mutacao presente na
paciente 4329 compromete quatro deles (ENST00000373790, ENST00000276072,
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ENST00000449580, ENST00000423759). De acordo com as predicbes in silico
geradas pelo MutationTaster, a mutacéo causa efeitos nos sitios de splicing (aumento
do doador: g. 23333, score wt: 0.81 / mu: 0.92 e g.23338, score wt: 0.25 / mu: 0.53;
aumento marginal do doador: g. 23328, score: wt: 0.6580 / mu: 0.6641 e g. 23336,
score: wt: 0.9877 / mu: 0.9916), troca de aminoacido de glicina para acido aspartico e
a regido é conservada entre diferentes espécies (PhastCons = 1; 0,917, Phylop =
5.196; .5271; - 0,619). A proteina TAF1 é expressa em todos os tecidos e altamente
expressa nos tecidos cerebrais (expressao alta no cortex, hipocampo, zona caudal e
cerebelo) (Protein Atlas, 2018). O gene TAF1 ndo escapa a ICX em nenhum grau
(CARREL; WILLARD, 2005; COTTON et al., 2013; TUKIAINEN et al., 2017).

O gene TAF1 foi recentemente adicionado a lista de genes envolvidos na DILX
(Greenwood Genetic Center, 2018). A primeira associacdo de mutacdes no gene
TAF1 com a DI foi no estudo desenvolvido por Hu e colaboradores (2015) com 405
familias ndo resolvidas com DILX sugestiva. Neste estudo, foram identificadas duas
variantes missense do gene TAF1 (p.Asn493Asp, p.Argl190Cys) em duas familias
distintas, nas quais os homens afetados apresentavam DI moderada ou severa e
caracteristicas faciais tipicas (HU et al.,, 2015). No mesmo ano, O’'Rawe e
colaboradores (2015) descreveram alteracdes no gene TAF1l (c.2419T>C
[p.Cys807Arg], ¢.2926G>C [p.Asp976His], ¢.3736C>T [p.Argl246Trp], c.3708A>G
[p.Arg1228llefs*16]), em individuos do sexo masculino com atraso global do
desenvolvimento, DI, dismorfias faciais caracteristicas, hipotonia generalizada e
caracteristicas neurolégicas variaveis.

No inicio da transcricéo, a RNA polimerase Il necessita da atividade de diversos
fatores transcricionais. A proteina que coordena a atividade destes polipeptideos é
denominada fator de transcricdo basal (TFIID). Assim, TFIID se liga ao promotor
central para posicionar a polimerase adequadamente e atua como arcabouco para a
montagem do restante do complexo de transcricdo e como um canal para sinais
regulatorios. O TFIID é composto pela proteina de ligacdo a TATA (TBP) e por um
grupo de proteinas evolutivamente conservadas conhecidas como fatores associados
a TBP ou TAFs. Dessa maneira, os TAFs podem participar da transcricdo basal
atuando como coativadores. Eles atuam no reconhecimento do promotor ou
modificam os fatores gerais de transcricdo para facilitar a montagem complexa e a

inicio da transcricdo. O gene TAF1 codifica a maior subunidade do TFIID que se liga



123

as sequéncias promotoras nucleares que abrangem o local de inicio da transcricao.
Também se liga a ativadores e outros reguladores transcricionais, e essas interacdes
afetam a taxa de inicio da transcricdo (PAPAI et al., 2011). Muta¢gBes em genes que
codificam subunidades de TFIID também tem sido associadas com doencas
neurodegenerativas ou atraso no desenvolvimento, quando estas séo interrompidas,
como na distonia parkinsonismo ligada ao X e DI (ROOMS et al., 2006; MAKINO et
al., 2007; NAJMABADI et al., 2011; JAMBALDORJ et al., 2012).

A mutacdo missense em TAF1 encontrada na paciente 4329 é de novo e
inédita. Intrigantemente, a paciente apresentou desvio extremo de ICX (99:1)
exclusivamente para o material proveniente de sangue periférico. Como discutido
anteriormente, a paciente 4329 pode ter sofrido uma selecéo preferencial a favor de
um cromossomo X para apenas um determinado grupamento de células, durante o
desenvolvimento embrionario. Embora saibamos que o tecido da mucosa bucal possui
uma maior similaridade quanto ao perfil de ICX dos tecidos inacessiveis (DE HOON
et al., 2015), como o tecido nervoso, e ambos possuem origem embrionaria
ectodérmica, ndo é possivel afirmar o padrao de ICX no cérebro da paciente. A
mutacdo detectada pode ter ocasionado implicacdes severas no desenvolvimento e
funcdes neuroldgicas. Dessa forma, tendo em vista o importante papel de TAF1 na
regulacdo da expressao génica, € possivel que a mutacao na paciente 4329 esteja
relacionada com o desvio de ICX e a DI. Quanto ao desvio de ICX identificado na
paciente 4329, pode ser hipotetizado que a causa do desvio esta de acordo com o
modelo de dois hits. Assim, TAF1 é responsavel pela DI e outro gene foi responsavel
pelo desvio de ICX (FIEREMANS et al., 2016).

5.3.4. Insercao frameshift no gene USP9X — Paciente 4489

A mutacao frameshift identificada na paciente 4489 envolve o exon 29 do gene
USP9X (NM_001039590/ENST00000324545:ex0n29:¢.4290dupC:p.H1430fs),
localizado em Xpl11.4. Essa mutacéo é de ocorréncia de novo, inédita e gera um codon
de parada prematuro. O gene USP9X possui 45 exons e 8 transcritos. De acordo com
as predicoes in silico geradas pelo MutationTaster, a mutacéo presente na paciente
4489 compromete apenas o transcrito ENST00000324545, ndo causando efeitos nos

sitios de splicing, mas a regido envolvida é conservada entre diferentes espécies
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(PhastCons = 1, Phylop = 4.004; 4,73). A proteina USP9X é expressa em todos 0s
tecidos e possui expressdo média a alta nos tecidos cerebrais (expresséo alta no
cortex e hipocampo, expressdo média na zona caudal e cerebelo) (Protein Atlas,
2018). O gene USP9X é classificado como um gene de escape pleno a ICX, na maioria
dos relatos (COTTON et al., 2013; TUKIAINEN et al., 2017), exceto para o estudo de
Carrel e Willard (2005) que categorizaram 0 gene como de escape variavel. Cabe
ressaltar que o gene USP9X possui um homoélogo no cromossomo Y, o gene USP9Y.

A primeira associacao de mutacdes envolvendo o gene USP9X (MIM*300072)
com a DI foi no estudo realizado por Homan e colaboradores (2014) que identificou
trés variantes do gene dentre 208 familias com DILX-NS avaliadas (c.6278T>A
p.Leu2093His, ¢.6469C>A p.Leu2157lle, c.7574delA p.GIn2525fs*18), com heranca
recessiva ligada ao X (MIM#300919). Em 2016, Reijnders e colaboradores (2016)
associaram mutacées em USP9X com a DI de heranca dominante ligada ao X restrita
a mulheres (MIM #300968) (REIJNDERS et al., 2016; AU et al., 2017). Neste ultimo
estudo, foram identificadas 17 muta¢des e CNVs de novo envolvendo o gene USP9X
(c.2554C>T,; ¢.3804T>A,; c.3028-2A>G; €.2644 _2645insA, ¢.1986-1G>T, ¢.5078T>G;
€.4082delTinsTGG, ¢.7492_7507delCAAGATGCTCCAGATGInsC;  ¢.3763C>T;
€.1111C>T; ¢.1154 1155delGAinsG; ¢.3709del; c.4055dup).

O gene USP9X codifica uma proteina que atua como uma desubiquitilase
altamente conservada estruturalmente e funcionalmente. As enzimas desubiquitilases
atuam a jusante da ubiquitilacdo, que por sua vez trata-se de um processo reversivel
no qual ha a separacao da ubiquitina. Além de atuar no processo de desubiquitilacéo,
a proteina USP9X possui um papel de grande importancia no desenvolvimento
neuronal de humanos e camundongos, sendo requisitada durante o periodo de
desenvolvimento embrionario (MURTAZA et al., 2015).

Uma vez que o gene USP9X escapa a ICX, possui um homodlogo no
cromossomo Y e desempenha func¢des de grande importancia no desenvolvimento, é
essencial que haja conservacao do gene. Assim, consideramos que o desvio extremo
de ICX pode estar associado a DI da paciente 4489. Como discutido anteriormente
para a paciente 4313, o desvio de ICX pode estar de acordo com o0 modelo de um hit
ou de dois hits (Fieremans et al., 2016), mas independente se a mutagcédo de USP9X
estiver presente no Xi ou Xa, uma dosagem génica menor de USP9X seria o0 suficiente

para causar a DI.
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5.3.5. CNVs patogénicas - Translocacao 2:X — Paciente 4488

Na paciente 4488, a presenca concomitante da delecdo no cromossomo X e da
duplicacdo no cromossomo 2 sugere uma translocacao t(2;X)-der(2). O trecho do
cromossomo X compreendido na delecéo engloba o importante gene MECP2, cujas
mutacBes sdo associadas a Sindrome de Rett em mulheres (LEONARD; COBB,;
DOWNS, 2016). Como abordado anteriormente, o gene MECP2 possui um papel
fundamental para o desenvolvimento neuroldgico e atua na regulacdo epigenética. A
proteina MECP2 atua no reconhecimento e ligacdo a dinucleotideos CpG metilados
no genoma, promovendo a desacetilacdo de histonas e compactacao da cromatina,
reprimindo assim genes alvo (JONES et al., 1998). O gene MECP2 possui sua maior
expressao no cérebro, com niveis de proteina MECP2 sete vezes maior nos neurénios
do que o encontrado na glia. Possui ainda um importante papel na funcéo glial, além
de possuir grande importancia para a maturacdo da sinapse (FASOLINO; ZHOU,
2017). As principais caracteristicas clinicas em mulheres com a Sindrome de Rett sdo:
a perda de habilidades adquiridas e da fala apds os seis meses de vida,
anormalidades da marcha e movimentos estereotipados das maos (NEUL et al.,
2010). Entretanto, curiosamente as caracteristicas clinicas observadas na paciente
4488 nédo se assemelham ao fendtipo observado na sindrome de Rett, uma vez que a
paciente possui a fala e movimentos preservados aos 27 anos de idade.

De acordo com as hipéteses desenvolvidas por Fieremans e colaboradores
(2016), no modelo de um hit (primeira condi¢do), é citada a possibilidade de ocorrer
uma translocacao X:autossémica com um ponto de quebra num gene associado a
DILX. Nesse caso, o desvio de ICX ocorreria contra 0 cromossomo X normal em 95%
dos casos para que o mecanismo de ICX néo afete a regidao autossdmica translocada
(FIEREMANS et al., 2016). Nos casos de translocacdo X:.autossomo, caso O
cromossomo X derivado sofra a inativagdo, os genes da regido autossdmica
translocada também podem ser inativados (WHITE et al., 1998; SHARP et al., 2002).
Como a paciente 4488 possui uma grande duplicacdo autossémica (55,7 Mb) e parte
do cromossomo X deletado (33 Mb), sugerindo uma translocacao t(2;X)-der(2),
importantes genes foram afetados. Como exemplo, no trecho duplicado do
cromossomo 2 esta o proto-oncogene MYCN, responsavel pelo desenvolvimento de

neuroblastomas (HUANG; WEISS, 2013) que também possui registro de associacao
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a DI, além de outros genes presentes no cromossomo 2 ja associados com a DI
(heranca dominante: DNTM3A, MYCN, MYTILL, SIX3, SOS1, SOX11; heranca
recessiva: IFT172, COLEC11, NRXN1, LRPPRC) (VISSERS et al., 2015). A paciente
perdeu importantes genes na delec¢do, incluindo genes que escapam a ICX e também
estdo associados a DILX como os genes IKBKG e L1CAM (VISSERS et al., 2015).
Somados, estes fatores podem ter contribuido para a DI. Dessa forma, € suposto que
a delecdo do cromossomo X foi a responsavel pela DI na paciente, bem como pelo
desvio de ICX.

5.3.6. CNVs patogénicas - delecdo em 3926 — Paciente 4351

A delecdo patogénica detectada na paciente 4351 engloba dois genes
codificantes de proteinas (TBL1XR1, NAALADL2), trés genes de ncRNAs
(LINC00501, LINC01208, LINC01209) e um gene de miRNA (MIR7977).

Em dois trabalhos realizados por O’Roak e colaboradores (2012a; 2012b), o
gene TBL1XR1 é citado como um dos responsaveis pela DI e transtornos do espectro
autista. Outros dois estudos sugerem que a sua haploinsuficiéncia é suficiente para
causar DI leve ou moderada (Figura 55; TABET et al., 2014; PONS et al., 2015). No
estudo realizado por Pons e colaboradores (2015), a dele¢do no TBL1XR1 encontrada
em uma paciente foi herdada de sua mae, que compartilha com ela dismorfismos
faciais, DI leve a moderada e atraso na fala. Recentemente, Vaqueiro e colaboradores
(2018) relatam uma paciente com uma CNV envolvendo o gene TBL1XR1 que possui
malformacgBes cardiacas e cerebrais, além de caracteristicas dismoérficas. Mutacdes
pontuais no gene TBL1XR1 causam a sindrome de Pierpont, no entanto, foi proposto
gue ha diferencas marcantes dos fenotipos de individuos com sindrome de Pierpont
comparados aqueles que possuem delecbes do gene inteiro ou outras mutacdes
pontuais (HEINEN et al., 2016).
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Figura 55 - Regido da delecdo em 3926 encontrada em nosso estudo em comparacao
com as delecdes relatadas por Tabet e colaboradores (2014), Pons e
colaboradores (2015) e Vaqueiro e colaboradores (2018)
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Fonte: A autora, 2019

O gene TBL1XR1 é um membro da familia génica de repeticdes WDA40,
apresenta 21 éxons, 36 transcritos e possui como paralogos os genes TBL1X
(transducin beta-like 1X-linked) e TBL1Y (transducin beta-like 1Y-linked), localizados
nos cromossomos X e Y, respectivamente (RefSeq, 2016).

A proteina TBL1XR1 é expressa em todos os tecidos e possui uma alta
expressao nos tecidos cerebrais (cortex, hipocampo, zona caudal e cerebelo). Embora
a delecéo tenha sido no cromossomo 3, a proteina TBL1XR1 atua como um ativador
transcricional e atua como um co-repressor do receptor nuclear (N-CoR) e dos
complexos de histonas desacetilases 3 (HDAC 3) (PERISSI et al., 2004). Além disso,
ela também interage com as histonas H2B e H4. A metilagcdo de histonas atua como
um importante papel na regulacdo da expresséo génica. A acetilagdo de histonas H4
esta envolvida no processo de ICX, bem como outras modificacdes epigenéticas da
cromatina incluindo a metilacdo das histonas H3, enriquecimento das variantes de
histona macroH2A e metilacdo do DNA (PLATH, 2003). O gene TBL1XR1 foi
identificado como um componente do co-repressor SMRT/N-CoR que regula multiplas
vias de transducéo de sinal e transcricfes de genes (ZHANG et al., 2002). A proteina

TBL1XR1, de 515 aminoacidos, contém sete dominios WD40 e um dominio LisH
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(homologia lis) que medeia a dimerizacédo e tetramerizacdo de proteinas (LI et al.,
2015).

De acordo com 0s mecanismos propostos por Fieremans e colaboradores
(2016), o modelo de um hit (terceira condicdo) poderia ser associado ao caso da
paciente 4351, de modo que a variante seria a responsavel por causar a DI, tendo o
desvio de inativacdo ocorrido ao acaso. Como o gene TBL1XR1 possui uma funcéo
associada a regulacao epigenética através das interacdes com as histonas, o desvio
de ICX encontrado na paciente pode estar relacionado aos mecanismos reguladores,
nos quais o TBL1XR1 esta envolvido.

Num trabalho realizado por Millson e colaboradores (2012), € relatado ainda
um paciente com microcefalia, epilepsia e DI severa envolvendo uma delec&o parcial
dos genes NLGN1 e NAALADL? (3g26.3-39g26.32). No entanto, o fendtipo € atribuido
ao gene NLGNL1, por ser expresso predominantemente no sistema nervoso central e
ser um dos cinco genes da familia de neuroliginas. Um estudo de autismo realizado
na populagéo de Taiwan colocou o gene NAALADLZ2 como uma regiao potencialmente
de risco para o desenvolvimento de transtornos do espectro autista (ASD) (KUO et al.,
2015). O gene NAALADL?2 possui uma grande extensdao com 14 exons e 1,3 Mb e
estd envolvido com a doenca de Kawasaki e a sindrome de Cornélia de Lange
(TONKIN et al., 2004). Sendo assim, consideramos que a delecdo em 3026 tem
relacdo com a DI, causada pela delecdo no gene TBL1XR1, mas ndo podemos
desconsiderar que a alteragao no gene TBL1XR1 nao tenha tido envolvimento com o

desvio extremo de ICX.

5.4. Sequenciamento do gene XIST

Dentre as pacientes com desvio moderado ou extremo de ICX, ndo foram
identificadas mutagcfes no gene XIST que pudessem explicar a DI (n = 5/11) ou o
desvio de ICX.

O alelo G identificado no éxon 1 do gene XIST em quatro das onze amostras
(9.73071141C>G, rs41305409) é considerado um polimorfismo comum (MAF:
G=0,05847/165509 — GnomAD; G=0,0589/4748 — Exac; G=0,092/348 — 1000

Genomas). Interessantemente, no estudo realizado por Radic e colaboradores (2015)
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este SNP foi identificado em familias portadoras de hemofilia A e o alelo G foi
correlacionado com uma maior expresséo em relacéo ao alelo C nestas familias. Com
a interpretacdo dos dados da andlise de RNA do XIST, foi relacionado que o alelo C
nas portadoras da mutacgéo relacionada a hemofilia (tia materna e mae do probando)
possuia algum envolvimento com a incapacidade de tornar o cromossomo X inativo
(in cis) nestas mulheres (RADIC et al., 2015). No entanto, ndo ha relatos na literatura
que o alelo G tenha um efeito causal direto no desvio de ICX, pois ha registros do SNP
na populagdo controle sem desvios no perfil de ICX. Dentre as mulheres que
apresentaram esse SNP, apenas a paciente 4308 apresentou desvio moderado de
ICX. Dentre as demais pacientes que possuiam o alelo G, identificamos as alteracdes
em HDACS8, 3026 e USP9X (4311, 4351 e 4489, respectivamente) que estédo
associadas a DI e possivelmente ao desvio de ICX.

As mutacdes encontradas no gene XIST séo raras, devido a alta conservacéo
do gene. Ha apenas dois estudos que relatam duas variantes na mesma posicado da
regido promotora do gene XIST (-43C>A e -43C>G) e que relacionam aos desvios de
extremos de ICX em estudos familiares (PLENGE et al., 1997; TOMKINS et al., 2002).
No estudo realizado por Fieremans e colaboradores (2014) foi identificada uma
variante de A>T no éxon 1 (g: 73.072.402 A>T) em mae e filha que possuiam desvio
extremo de ICX, no entanto, ambas possuiam muta¢cdes no gene ATRX que também

estdo frequentemente associadas a desvios extremos de ICX.

5.5.Alteracdes no numero de copias génicas

Com o avanco tecnolégico e a massiva quantidade de dados genéticos gerados
nos ultimos anos, caracterizar a patogenicidade das CNVs tem sido um grade desafio
(LEE; IAFRATE; BROTHMAN, 2007). Neste trabalho, foram encontradas oito CNVs,
sendo destas: trés patogénicas envolvendo os cromossomos 3 (delecdo em 3g26), X
(t(2;X)-der(2) e 22 (delecdo em 22911.21); duas provavelmente benignas envolvendo
0os cromossomos 5 (duplicacdo em 5p15.33) e 22 (duplicacdo 22q13.3); e trés VUS
envolvendo os cromossomos X (duplicacdo em Xp22.33), 20 (delecdo em 20p13) e
18 (18023).
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Girirajan e colaboradores (2012) avaliaram um grupo de 32.587 criangcas com
atraso no desenvolvimento, com ou sem malformacfes congénitas, e investigaram o
genoma de 2.312 criangas com CNVs associadas a DI ou anomalias congénitas,
através de array-CGH. Dentre as CNVs encontradas, foi observado que os individuos
do sexo masculino apresentam mais variacdes fenotipicas em relacdo as mulheres e,
frequentemente, as CNVs deletérias herdadas eram de maes ndo afetadas
(GIRIRAJAN et al.,, 2012). Um “modelo protetor feminino” tem sido proposto por
Jacquemont e colaboradores (2014), ap6s um estudo com transtornos do espectro
autista (ASD) em 762 familias. No estudo realizado, foi observado um excesso de
CNVs deletérias em mulheres, quando comparado aos homens (p = 0,03), assim
como SNPs autossémicos deletérios em probandas (p = 0,0006). Nesse modelo,
associa-se também a maior taxa de heranca materna de CNVs autossdmicas (57%),
além da maior frequéncia de heranca materna em CNVs que possuem tamanhos
maiores que 400 kb e CNVs deletérias (p = 2x10%). Assim, nota-se uma maior
prevaléncia de homens afetados nos disturbios de desenvolvimento neurolégico e
uma propor¢gdo maior de CNVs de heranca materna associada aos disturbios
neurolégicos (JACQUEMONT et al.,, 2014). Dessa forma, as mulheres acabam
mascarando os fenotipos causados por alteracbes que sdo fenotipicamente mais
perceptiveis em homens, e as mulheres que possuem comprometimento do
desenvolvimento neuroldgico, desenvolvendo distlrbios neurolégicos como a DI, séo

geralmente afetadas por possuirem CNVs mais extensas ou mais complexas.

Em nosso estudo, além das pacientes identificadas com desvio extremo de ICX
e alteracdes patogénicas detectadas a partir destes, que possuem relacdo com a DI,
foram detectadas CNVs insterticiais e subteloméricas em mais sete pacientes. Sendo
assim, a MLPA se mostrou uma técnica eficaz para complementar o estudo do perfil
de ICX nas mulheres com DI, pois os kits selecionados para avaliacdo das amostras
possuiam regides comumente associadas a DI. Das sete altera¢cfes detectadas, uma
também foi associada ao desvio extremo de ICX (4488), conforme discutido
anteriormente. Dentre as seis restantes, duas foram identificadas como CNVS
provavelmente benignas (pacientes: 4306, 4487), uma patogénica (4390) e trés VUS
(4327, 4531 e 4545).
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5.5.1. Duplicacdo em 22g13.3 — Paciente 4306

Na paciente 4306, foi detectada uma duplicacdo localizada na regido 22913,
envolvendo o gene RABL2B. Nao foi possivel avaliar se o rearranjo € de novo ou se
tem origem paterna, devido a indisponibilidade do pai.

O gene RABL2B (MIM*605413) € um membro da familia de RAS GTPases e
possui um paralogo no cromossomo 2 (2g13). A proteina codificada por este paralogo
difere daquela codificada pelo RABL2B apenas por uma mudanca de trés aminoacidos
conservados entre os 228 residuos. O RABL2A surgiu apdés um evento de fusao
telomérica, sugerindo que esse também tenha sido um gene subtelomérico como o
RABL2B (WONG et al., 1999). Uma analise realizada através de pirosequenciamento
para ambos os genes demonstrou que RABL2B é preferencialmente expresso no
cérebro e na placenta, podendo apresentar por si sS6 um papel ho comprometimento
neurolégico como observado na Sindrome de Phelan-McDermid (KRAMER et al.,
2010). Devido a regido paraloga, o gene RABL2B nédo pbde ser testado através de
PCR convencional ou qPCR.

Num estudo prévio realizado por nosso grupo em homens com DI foi
identificada uma delecdo patogénica envolvendo exclusivamente o gene RABL2B
(GONCALVES, 2012). Em geral, as CNVs que englobam o gene RABL2B envolvem
também os genes SHANK3 e ACR, e estdo associadas a sindrome de Phelan-
McDermid (MIM#606232). As caracteristicas fenotipicas da sindrome de Phelan-
McDermid sdo DI, comprometimento da fala e linguagem e comportamento autista
(PHELAN; MCDERMID, 2011). De acordo com a literatura, a sindrome € associada a
haploinsuficiéncia do gene SHANKS3 localizado a montante de RABL2B (YI et al.,
2016). O gene SHANKS3 codifica a proteina SHANKS de densidade pos-sinaptica (do
inglés postsynaptic density, PSD), que atua nas sinapses excitatorias, funcionando
como uma proteina mestre para o comando da rede na construcédo do complexo PSD.
No complexo PSD, SHANKS3 se liga as neuroliginas e neuroxinas para formar um
complexo de sinapses glutamatérgicas (MOESSNER et al., 2007; PHELAN;
MCDERMID, 2011). Contudo, no trabalho de Disciglio e colaboradores (2014), a
avaliacdo de nove pacientes com DI através de array-CGH sugere uma nova sindrome

de genes contiguos envolvendo genes proximos a SHANK3. O trabalho associa a
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haploinsuficiéncia dos genes ao atraso do desenvolvimento cognitivo e fala, sem
incluir a regido de SHANKS3 (DISCIGLIO et al.,, 2014). Apesar disso, a variante
encontrada na paciente 4306 em RABL2B trata-se de uma duplicacdo. Uma vez que
h& registro de dados no DGV de duplicacdes envolvendo apenas o RABL2B
(nsv966116 e nsv1160783) e que no DECIPHER a menor regido envolvendo o
RABL2B também abrange o gene ACR (paciente: 288753), consideramos que a

duplicagdo em RABL2B na paciente 4306 ndo seja a responsavel pela DI na paciente.

5.5.2. Duplicacdo em Xp22.33 — Paciente 4327

Na paciente 4327, foi identificada uma duplicacdo envolvendo o gene SHOX
(MIM*312865), localizado em Xp22.33. Por estar presente na regido PAR1, o gene
SHOX possui escape completo a ICX (TUKIAINEN et al., 2017). A paciente 4327
apresentou perfil de ICX randémico (AR - 72:28 RP2 - 64:36; Apéndice Ill). O gene
SHOX é altamente conservado entre as espécies e alteracdes nesta regido sao
associadas com baixa estatura e atraso idiopatico de crescimento nas pacientes com
Sindrome de Turner (RefSeq release 30 - PRUITT et al., 2009). A haploinsuficiéncia
do gene SHOX causa ainda discondrosteose de Léri-Weill (LWD — MIM 127300)
causando deformacbes 6sseas com despropor¢cdes como deformidade de Madelung
(AUGER et al., 2016). Ambas as condi¢des estao associadas a baixa estatura, devido
a atuacdo de SHOX como ativador transcricional, suprimindo a proliferacdo e
diferenciacéo de condrdcitos na placa de crescimento. Assim, uma falha da expresséao
de SHOX leva a desorganizacdo da placa de crescimento (MARCHINI et al., 2004).

Foi identificado um registro de duplicacdo envolvendo a regido na base de
dados DGV (dgv555e59) e dois registros de duplicacbes na base de dados
DECIPHER envolvendo apenas o gene SHOX em mulheres (340380 e 284977).
Sabe-se que a paciente possui baixa estatura. Contudo, devido a inviabilidade de
contato com a paciente, uma reavaliacdo clinica mais detalhada a respeito dos
fendtipos que ela apresenta nao foi viavel, bem como a coleta do material bioldgico
dos familiares para avaliar se a duplicagdo € de novo. Assim, classificamos a CNV

como possivelmente patogénica.
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5.5.3. Delecdo em 22g11.21 — Paciente 4390

A delecdo encontrada na paciente 4390 envolvendo a regido 22g11.21 esta
associada a Sindrome de DiGeorge (MIM#188400) / Velocardiofacial (MIM#192430),
também atualmente conhecida como Sindrome da dele¢céo 22q11.21. A Sindrome de
delecdo 22ql1l1.21 € a microdelecdo mais recorrente na populacdo, com uma
incidéncia de 1 a cada 4.000 nascimentos com heranca autossomica dominante
(BURNSIDE, 2015). As caracteristicas fenotipicas principais associadas sao defeitos
cardiacos, insuficiéncia velofaringeal, deficiéncia imune e hipocalcemia devido a
hipoplasia da paratireoide (MCDONALD-MCGINN; EMANUEL; ZACKAI, 1993). De
acordo com a avaliacao clinica e exames complementares, a paciente ndo exibe sinais
clinicos caracteristicos da Sindrome de Delecao em 22q11.21, como as complicacfes
cardiacas (74%), problemas psiquiatricos e de comportamento (= 60%), anomalias no
palato (70%), dentre outras (BURNSIDE, 2015), o que contribuiu para que o
diagnéstico somente fosse realizado tardiamente, aos 19 anos de idade.

De acordo com a literatura, as LCR22s sdo categorizadas de A-H e podem
contribuir para o desenvolvimento da Sindrome de Delecdo em 2211 (Figura 56). As
LCR22s de A-B e A-D sao as que estao relacionadas com a sindrome e cada ponto
de quebra esta atrelado a fenétipos clinicos distintos (BURNSIDE, 2015; GUO et al.,
2018). A delecdo da paciente do nosso estudo aparentemente envolve a regido
proximal de A-D, que é a mais comum nos casos da Sindrome de Delecdo em
22q11.21. Embora a paciente ndo apresente as caracteristicas fenotipicas mais
classicas envolvidas na sindrome, ela compartilha caracteristicas clinicas com os
fendtipos clinicos encontrados nos pacientes com LCR22A-D como: microcefalia
(mais de 50% dos casos das LCRs A-D), anomalias esqueléticas (> 15% dos casos
das LCRs A-D), DI (70-90% dos casos) e hipotonia. Como trata-se de um “hotspot
gendmico” e 0s pais sdo consanguineos, supomos que a consanguinidade identificada
entre os pais possa ter contribuido para o mecanismo de recombinacdo homadloga
nao-alélica (NAHR). Os pais da paciente ndo apresentam a delecdo em 22q11.2,
tratando-se de uma variagdo de novo. Curiosamente, o pai da paciente possui
esquizofrenia e a regido envolvida na delecdo é considerada um hotspot para
esquizofrenia (MARSHALL et al., 2016; BASSETT et al., 2017). De acordo com o
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banco de dados geneimprint, a regido da delecédo envolve dois genes de imprinting
randémico DGCR6 e DGCR6L.
Figura 56 - Comparativo das repeticoes de baixo numero de coépias (LCRS)

encontradas em paciente com a Sindrome de Delegéo de 22q11.21. A
paciente 4390 exibe uma LCR similar aos casos categorizados de A-D
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Fonte: Adaptado de Burnside (2015).

5.5.4. Duplicacdo em 5p15.33 — Paciente 4487

Na paciente 4487, foi identificada uma duplicacdo envolvendo o gene TERT
(MIM*187270), que possui 16 éxons e 6 diferentes transcritos. O kit usado para o
MLPA inclui o gene TERT, cuja haploinsuficiéncia esta associada a Sindrome de Cri-
du Chat (MIM#123450), assim como as sondas para 0os genes SEMASA e PDCDS6,
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também associados a sindrome. Ndo houveram alteracdes envolvendo outras sondas
além de TERT no MLPA.

O gene TERT codifica uma ribonucleoproteina com funcéo de polimerase que
mantem as terminacfes teloméricas através da adicdo de repeticbes teloméricas
TTAGGG (LINGNER et al., 1997). A Unica duplicacdo no DGV que envolve por
completo o gene TERT possui uma extenséo de 1 Mb e envolve pelo menos 15 genes,
além do TERT. A referéncia dos dados é do trabalho desenvolvido por Cooper e
colaboradores (2011), com criancas com DI e defeitos congénitos. No DECIPHER, h&
registros de 17 casos de ganho envolvendo o gene TERT, que variam entre 169 kb a
42 Mb, com fendtipos diversificados que incluem DI, autismo e atraso no
desenvolvimento. Curiosamente, dentre as variantes de ganho localizadas no
DECIPHER envolvendo o gene TERT (n=17), 18% séo de heranca paterna e ndo ha

registro de heranca materna.

A duplicacdo do gene TERT foi confirmada através de qPCR, no entanto, a
variante foi classificada como provavelmente benigna por estar presente no pai
assintomatico. Como a CNV foi herdada e ndo sabemos a extensdo da CNV da
paciente, pode ser que a CNV encontrada no pai da paciente possua um perfil
diferenciado e a duplicacdo da paciente tenha envolvido genes vizinhos ao TERT.
Caso isso tenha ocorrido, o gene SLC6A18 pode ter alguma contribuicdo no quadro
da DI, pois pertence a familia de genes SLC6, cujas proteinas atuam como
transportadoras especificas de neurotransmissores, aminoacidos e osmolitos como
betaina, taurina e creatina (HOGLUND et al., 2005). Alguns genes da familia SLC6 ja
foram associados a DI: SLC6A3, SLC6A8, SLC6AL17 (VISSERS et al., 2015).

555, Delecdo em 20p13 — Paciente 4531

A paciente 4531 foi identificada com uma dele¢ao envolvendo o gene SOX12
(MIM*601947). Apds o inicio das andlises deste estudo, a paciente 4531 foi submetida
novamente a uma avaliacdo do cariotipo e foi identificada uma translocacao
envolvendo o cromossomo 20 (t(2;20)(q33;p13). Assim, a delecdo detectada pelo

MLPA em SOX12, que esta localizado em 20p13, provavelmente faz parte da regiao
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deletada envolvida na translocacdo da paciente. Sabe-se ainda que a translocacéo
nao afetou o gene ZCCHC3, também localizado em 20p13, distal ao gene SOX12,
pois a sonda referente a esta regido no MLPA n&o demonstrou alteragoes.

Dentre os registros depositados na base de dados DECIPHER, a sobreposi¢ao
dos fendtipos dos pacientes com delecdes envolvendo a regido de SOX12, a DI é uma
caracteristica comum a 11 casos (n=11/40). De acordo com a literatura, casos de
delecdo em 20p13 s&o recorrentes em pacientes com atraso no desenvolvimento, no
entanto, ndo ha atribuicdes de que genes podem estar associados (AN et al., 2013).
Um estudo realizado por Ravnan e colaboradores (2006) avaliou 11.688 pacientes,
através de Hibridacdo in situ fluorescente (FISH) para regides subteloméricas, e
verificou que a delecdo de 20p estava entre os desequilibrios clinicamente mais
significativos e mais comuns. H4 uma série de estudos que descrevem dele¢des
envolvendo a regido 20p13 e as associam com DI, doencas de espectro autista, atraso
no desenvolvimento, mas alguns néo sinalizam quais genes estdo envolvidos nestas
CNVs (BAKER et al., 2002; RAVNAN et al., 2006; SEBAT et al., 2007; MCGILL et al.,
2010; MOUTTON et al., 2012).

O gene SOX12 possui um exon apenas, codifica um transcrito e faz parte do
grupo C de fatores de transcricdo do grupo de alta mobilidade relacionados a SRY
(SOX). Também conhecido como SOX22, SOX12 é abundantemente expresso no
sistema nervoso central de embrides humanos e poderia ser um gene candidato para
DI associado a mdultiplas malformacbes, baseado em seus niveis de expressao
significativos em tecidos neuronais e mesenquimais (JAY et al., 1997; DY et al., 2008).
Todavia, ndo ha dados que suportem o envolvimento de SOX12 em disturbios do
desenvolvimento humano. De acordo com os dados de An e colaboradores (2013), a
perda génica dessa regido afetaria o desenvolvimento humano normal, sugerindo
assim que o gene SOX12 pode estar associado a Dl/atraso no desenvolvimento.

Com base nisso, classificamos a CNV encontrada na paciente 4531 como
possivelmente patogénica, considerando que ha uma grande importancia no papel de
S0OX12 no desenvolvimento da delecéo presente na paciente 4531. Entretanto, como
trata-se de uma translocacdo e ndo se sabe que genes estéo incluidos no rearranjo,
outros genes envolvidos na translocacdo podem ter contribuido para o fenétipo da

paciente.
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5.5.6. Delecdo em 18023 — Paciente 4545

Na paciente 4545, foi identificada uma delecao envolvendo o gene RBFA que
esta localizado em 18g23. O gene RBFA possui sete exons, codifica cinco transcritos
e atua como um fator A de ligacéo ao ribossomo, também é conhecido como C180rf22.
A literatura é escassa quanto ao impacto de dele¢des envolvendo o gene RBFA e sua
relacdo com a DI. O gene RBFA é um gene altamente conservado e sua proteina
possui envolvimento na ligacdo ao ribossomo, desde organismos como as bactérias
até em humanos, desempenhando papéis distintos (JEGANATHAN et al., 2015;
ROZANSKA et al.,, 2017). De acordo com Rozanska e colaboradores (2017), a
proteina RBFA controla a qualidade da biogénese do ribossomo na mitocondria
humana, enquanto a ortéloga bacteriana se associa a pequenas subunidades
mitoribossémicas para promover dimetilacdo de adeninas conservadas. Um estudo
realizado com 245 membros de 73 familias austriacas com casos de autismo inclui o
envolvimento do gene RBFA em dois casos (EGGER et al., 2014). Dois outros estudos
em larga escala, envolvendo mais de mil casos de autismo e familiares, identificaram
CNVs, incluindo o gene RBFA (PINTO et al., 2010; LEVY et al., 2011).

Embora haja quatro registros no DGV de altera¢des envolvendo o gene RBFA
(nsv470437, esv3643326, esv3643328, nsv1072826), entre o0s registros que incluem
RBFA depositados na base de dados DECIPHER, 23 demonstram a presenca de DI
(n=23/90), seis de atraso global do desenvolvimento (n=6/90) e cinco ocorréncias
associam autismo ou comportamento autista (n=5/90). Pela analise do MLPA,
verificamos que o gene CTDP1, & montante de RBFA, se encontra integro. Entretanto,
isso ndo exclui a possibilidade de outros genes préximos a RBFA terem sido afetados
na delecdo. Tendo em vista esses dados e a confirmagédo da delecdo através de
gPCR, consideramos a CNV envolvendo RBFA na paciente 4545 como possivelmente
patogénica.

Concluindo, o presente estudo contribuiu para o esclarecimento de condi¢des
genéticas associadas a DI em mulheres, possibilitando a compreenséo do papel de
mecanismos genéticos que possam estar colaborando para a DI em mulheres, além
da importancia para o aconselhamento genético familiar (Tabela 14). Com o avanco
das metodologias moleculares de sequenciamento massivo do DNA, como o CHIP-
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seq (do inglés, chromatin immunoprecipitation sequencing technique), o qual realiza
uma combinacdo da imunoprecipitacdo da cromatina com a analise de array-CGH,
haverd oportunidades de observar um panorama mais completo sobre os
desdobramentos epigenéticos de mutacdes que possam ter envolvimento com a ICX

e a DI, principalmente relacionados aos genes que escapam a ICX.



Tabela 14 - Sintese das alteracdes encontradas neste estudo

Amostra

4306
4308

4311

4313

4327

4329

4330
4350
4351

4390

4398

4487
4488

4489

4517
4531

4545

Legenda: Alelos sublinhados sdo respectivos aos alelos presentes no X inativo. NS: ndo se aplica ; SI: Sem informacéo; SR: sem

% ICX
AR RP2
58:42 55:45
(230/245) (371/374)
81:19 -
(206/221) (364/364)
81:19 98:2
(235/238) (363/371)
98:2 -
(222/240) (360/360)
28:72 64:36
(231/240) (364/382)
99:1 96:4
(226/241) (371/374)
- 84:16
(229/229) (358/371)
82:18 -
(226/258) (371/371)
90:10 83:17
(241/250) (367/382)
54:46 79:21
(225/243) (367/374)
85:15 86:14
(215/227) (364/373)
71:29 63:37
(218/231) (377/381)
93:7 95:5
(219/243) (359/366)
97:3 95:5
(220/233) (349/359)
99:1 86:14
(229/235) (371/375)
59:41 61:39
(237/243) (360/387)
54:46 55:45
(225/231) (360/378)

% ICX
materna
AR RP2
NS NS
NS NS
63:37 55:45
(216/235) (363/382)
94:6 78:22
(231/240) (360/371)
NS NS
67:32 75:25
(239/241) (371/381)
NS NS
NS NS
74:26 -
(237/241) (367/367)
NS NS
NS NS
NS NS
80:20 -
(237/243) (366/366)
(233/233) (359/359)
52:48 -
(229/250) (371/371)
NS NS
NS NS

Cari6tipo

46,XX
46,XX

46,XX

46,XX

46,XX

46,XX

46,XX
46,XX
46,XX

46,XX

46,XX

46, XX
46, XX t(2;X)-der2

46,XX

46,XX

46, XX,1(2;20)(q33;p13)

46,XX,inv(9)(p12913)

Alterac8es no
MLPA

Duplicagdo em
RABL2B

Duplicagdo em
SHOX

Duplicagdo em
CLDN5, GP1BB,
SNAP29

Duplicagdo em
TERT
Deleg&o em
MECP2

Delegéo em
SOX12
Delecéo em
RBFA

Sequenciamento
daregido
promotora do
XIST

Polimorfismo no éxon
1 - rs41305409
Polimorfismo no éxon
1 - rs41305409

Polimorfismo no éxon
1 - rs41305409

Polimorfismo no éxon
1 - rs41305409

Array-CGH

Delecédo em
3026
Delecédo em
22g11.21

WES
Nome do Tipo de Variante
gene variante
HDAC8 Missense NM_018486:

exon9:c.G958A:

p.G320R
NLGN4X Missense NM_001282146:
exon6:c.C2284G

:p.L762V
TAF1 Missense NM_001286074:
exonl8:c.G2774

A:p.G925D
USP9X Insercdo NM_001039590:
frameshift exon29:c.4290d
upC:p.H1430fs;
NM_001039591:
exon29:c.4290d
upC:p.H1430fs
SR SR SR
resultados.
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De novo

Ausente na
mée

Ausente na
mée

Ausente na
mae

Sl

Sim

Sim

Sim

Heranga
paterna
Sim

Sim

SI
Sim

Sim
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CONCLUSOES

Com a realizacéo desse estudo, conclui-se que:

a)

b)

d)

f)

O perfil de ICX em mulheres com DI através do estudo de microssatélites nos
genes AR/RP2 permitiu a caracterizacao do perfil de ICX em todo o grupo de
estudo, incluindo as mulheres homozigotas para o polimorfismo do gene AR;
Com a analise dos tecidos de diferentes origens embrionérias (sangue e epitélio
bucal) quanto ao perfil de ICX, verificou-se uma sele¢céo preferencial tecido-
especifico em duas mulheres avaliadas pelo nosso estudo (pacientes: 4329 e
4517);

Através da avaliagdo do padrdo de ICX nas maes de mulheres com desvio
extremo de ICX néo foi observada heranca dos desvios de ICX na maioria dos
casos;

Por meio da avaliacdo da sequéncia no gene XIST nas mulheres com desvio de
ICX, foi identificado o polimorfismo rs41305409 no exon 1 do gene em quatro
das onze amostras (pacientes: 4308, 4311, 4351 e 4489), embora este
polimorfismo néo tenha sido associado a desvios de ICX;

Os desvios extremos de ICX permitiram identificar seis alteracbes patogénicas
responsaveis pela DI nas pacientes do estudo que podem estar associadas
também ao desvio de ICX, sendo: duas CNVs nos cromossomos 3 (3926 —
paciente 4351) e X (Xq25-28 — paciente 4488); e quatro muta¢des pontuais no
cromossomo X (duas inéditas). Dentre as muta¢des pontuais no cromossomo X,
duas envolvem genes que escapam a ICX: NLGN4X (paciente 4313) e USP9X
(paciente 4489), e outras duas mutacdes envolvem genes que estao sujeitos a
ICX: HDACS (paciente 4308) e TAF1 (paciente 4329);

O estudo das CNVs através do MLPA em paralelo a avaliagdo dos desvios de
ICX permitiu a identificacdo de uma CNV patogénica no cromossomo 22
(22911.21), duas CNVs provavelmente benignas (duplicacdes em RABL2B —
paciente 4306, e TERT — paciente 4487) e trés CNVs possivelmente
patogénicas nos cromossomos 18 (187923 — paciente 4545), 20 (20p13 -
paciente 4531) e X (Xp22.33 — paciente 4327) que podem estar associadas a DI.
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ANEXO A — Sequéncia dos iniciadores usados de outros trabalhos

e Sequéncia dos iniciadores descrita por Fieremans e colaboradores (2014).

Regiao Iniciador Sequéncia dos iniciadores (5°-3’) Tamanho dos
cromossbémica fragmentos (pb)

XQg13.2 XIST1 F- CTTTCTGGTATGTCTTTGCT 686

R- CAGAGGGGAAGGGAATCA
Xqg13.2 XIST2 F- CGTGGATACCTGCCTTTT 761

R- CTGCACCTTAGTCTTTCCT

Xqgl3.2 XIST3 F- ATTTGGGGCTTGTTAGGA 807

R- GGGGACAAATAAGAGGGGA
Xqgl3.2 XIST4 F- GGGTGAATTAGCATGGCACT 598

R- GCAAACCACAAAATCAGACTGT

Xq13.2 XIST5 F- TGGGGTCGGATTTTGATTTA 813

R- TGAAGATCAGCAATGCCAAG

e Sequéncia dos iniciadores descrita em Machado e colaboradores (2014).

Regido Iniciador Sequéncia dos iniciadores (5’-3’) Tamanho dos
cromossbémica fragmentos (pb)
Xqgl2 AR F- GTGCGCGAAGTGATCCAGAA 244
R- CCAGGACCAGGTAGCCTGTG
Xpll.23 RP2 F- TGACATAGCGAGACCCTGTG 383

R-GTGGTGGGTTCTCTAGCTGG
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ANEXO B — Sondas dos Kits de MLPA

Tabela 1: Representacéo das sondas e regifes analisadas por MLPA - Kit P036.

Tamanho do fragmento (pb) Posicdo cromossémica Sonda Respectiva
64-70-76-82 Q-fragments: Quantidade de DNA, visivel somente quando a amostra de DNA esta
menor que 100 ng
88-92-96 D-fragments: Sinal abaixo de 88 ou 96 pb indica incompleta desnaturagéo

100 X-fragment: Marcador especifico para o cromossomo X (AMOT)
105 Y-fragment: Marcador especifico para o cromossomo Y (UTY)
118 Y-fragment: Marcador especifico para o cromossomo Y (ZFY)
130 1p TNFRSF4
136 2p ACP1
142 3p CHL1
151 4p PIGG (FLJ20265)
158 5p PDCD6
166 6p IRF4
172 7p ADAP1 (CENTAL)
179 8p FBXO025
186 9p DMRT1
193 10p DIP2C(KIAA0934)
202 11p RIC8A (RIC-8)
208 12p SLC6A12
219 13g-cen PSPC1
227 14g-cen CCNB1IP1 (HEI10)
235 15qg-cen MKRN3
242 16p POLR3K
250 17p RPH3AL
258 18p USP14
265 19p CDC34
274 20p SOX12
283 21g-cen RBM11
289 22Q- cen BID
298 Xp/Yp(PAR1) SHOX
307 1q SH3BP5L (KIAA1720)
313 2q CAPN10
322 3q BDH1
330 4q TRIML2
337 5q GNB2L1
346 6q PSMB1
355 7q VIPR2
361 8q ZC3H3 (KIAA0150)
372 9q EHMT1
379 10q PAOX (PAO)
386 11q NCAPD3(KIAA0056)
395 12q ZNF10
402 139 F7
411 14q MTA1
418 15q ALDH1A3
426 169 GAS8 (GAS11)
434 179 TBCD
441 18q RBFA (C180rf22)
450 199 CHMP2A (BC-2)
458 209 OPRL1
466 21q PRMT2 (HMT1)
475 22q RABL2B

483 Xa/Yq (PAR2) VAMP7 (SYBL1)
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Tabela 2: Representacéo das sondas e regifes analisadas por MLPA - Kit PO70.

Tamanho do Posi¢céo cromossdmica Sonda Respectiva
fragmento
64-70-76-82 Q-fragments: Quantidade de DNA; visivel somente quando a amostra de DNA esta
menor que 100 ng
88-92-96 D-fragments: Sinal abaixo de 88 ou 96 pb indica incompleta desnaturacao

100 X-fragment X-fragment: Marcador especifico para o cromossomo X (gene AMOT)
105 Y-fragment Y-fragment: Marcador especifico para o cromossomo Y (gene UTY)
121 Y-fragment Y-fragment: Marcador especifico para o cromossomo Y (gene ZFY)

132 1q SH3BP5L

139 2q ATG4B

145 3q KIAA0226

152 4q FRG1

160 5q GNB2L1

166 6q TBP

172 79 VIPR2

179 8q RECQL4

186 9q EHMT1

193 10q ECHS1

202 11q IGSF9B

211 12q ZNF10

218 13q CDC16

226 149 MTAL

233 15q TM2D3

241 16q GAS8

250 179 SECTM1

258 18q CTDP1

265 19q CHMP2A

274 20g UCKL1

281 21q S100B

290 22q ARSA

298 X/Yq (PAR2 VAMP7

306 1p TNFRSF18

315 2p ACP1

323 3p CHL1

329 4p PIGG

337 5p CCDC127

346 6p IRF4

355 7p SUN1

362 8p FBXO25

370 9p DOCKS8

379 10p ZMYND11

387 11p BET1L

393 12p KDM5A

402 13p PSPC1

409 14p PARP2

418 15p NDN

427 16p DECR2

436 17p RPH3AL

444 18p THOC1

451 19p PPAP2C

459 20p ZCCHC3

466 21p HSPA13

479 22p ILI7RA

490 X/Yp (PAR1) SHOX
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Tabela 3: Representacao das sondas e regides analisadas por MLPA - Kit P245.

Tamanho do Posicédo Sonda Sindrome associada
fragmento (pb) cromossomica Respectiva
64-70-76-82 Q-fragments: Quantidade de DNA, visivel somente quando a amostra de DNA esta menor
que 100 ng
88-92-96 D-fragments: Sinal abaixo de 88 ou 96 pb indica incompleta desnaturacao

100 X-fragment: Marcador especifico para o cromossomo X
105 Y-fragment: Marcador especifico para o cromossomo Y
118 Y-fragment: Marcador especifico para o cromossomo Y
130 1p36.33 TNFRSF4 sindrome da delecdo 1p36
136 10p14 GATA3 Regido 2 DiGeorge
142 17p13.3 PAFAH1B1 Sindrome de Miller-Dieker
148 Xg28 MECP2 Sindrome de RETT
154 5q35.3 NSD1 Sindrome de Sotos
160 1p36.33 GABRD sindrome da delecdo 1p36
166 15q911.2 UBE3A Sindrome de Prader-Willi-Angelman
172 16p13.3 CREBBP Sindrome de Rubinstein-Taybi
178 1p36.33 GNB1 Sindrome da delecdo 1p36
184 Xg28 MECP2 Sindrome de RETT
190 15924 SEMATA Sindrome de Microdelecdo em 15¢g24
196 22911.21 CLDN5 Sindrome de DiGeorge
202 Xg28 MECP2 Sindrome de RETT
208 22q11.21 GP1BB Sindrome de DiGeorge
214 2023.1 MBD5 Sindrome de Microdelecdo em 2¢g23.1
220 22911.21 PPIL2 Sindrome 22q11 Distal
226 2pl6.1 REL Sindrome de Microdelecdo em 2p16.1
232 4p16.3 LETM1 Sindrome de Wolf-Hirschhorn
238 17p13.3 PAFAH1B1 Sindrome de Miller-Dieker/ Lisencefalia
244 15q911.2 SNRPN Sindrome de Prader-Willi-Angelman
252 22913.33 SHANK3 Sindrome de Phelan-McDermid
260 17911.2 NF1 Sindrome de microdelecdo NF1
265 22911.22 RTDR1 Sindrome de 22911 Distal
272 17921.31 MAPT Sindrome de microdelecdo 17g21.31
278 17p11.2 LRRC48 Sindrome de Smith-Magenis
283 5p15.31 SEMASA Sindrome de Cri du Chat
292 Xp21.1 DMD Marcador para n° de cépias do cromossomo X
300 15qg11.2 SNRPN Sindrome de Prader-Willi-Angelman
307 17p11.2 LLGL1 Sindrome de Smith-Magenis
315 7911.23 ELN Sindrome Williams-Beuren
323 9922.32 PTCH1 Sindrome de microdele¢&o 9922.3
331 15924.1 CYP1A1 Sindrome de microdelecdo 15q24
339 17q911.2 NF1 Sindrome de microdelecdo NF1
346 17921.31 KANSL1 Sindrome de microdelecdo 17g21.31
355 3029 DLG1 Sindrome de microdelecdo 3929
364 7911.23 ELN Sindrome de Williams-Beuren
373 22911.21 SNAP29 Sindrome de DiGeorge
382 22913.33 RABL2B Sindrome de Phelan-McDermid
391 2g33.1 SATB2 Sindrome de microdelecdo 2g33.1
401 8023.3 TRPS1 Sindrome de Langer-Giedion
411 2g23.1 MBD5 Sindrome de microdelecdo 2g23.1
422 3929 DLG1 Sindrome de microdelecdo 3929
429 8024.11 EXT1 Sindrome de Langer-Giedion
436 9922.32 FANCC Sindrome de microdelecdo 9922.3
445 5p15.33 TERT Sindrome de Cri du Chat
454 4p16.3 WHSC1 Sindrome de Wolf-Hirschhorn
462 5035.3 NSD1 Sindrome de Sotos
471 17p11.2 RAI1 Sindrome de Smith-Magenis
485 2g33.1 SATB2 Sindrome de microdelecdo 2g33.1

499 2p16.1 PEX13 Sindrome de microdelecdo 2p16.1



APENDICE A - Iniciadores desenhados para este trabalho

Regiao

cromossbmica

3026
3026
3026
3026
3026
4q13.3
5p15
8p21.1
18923
20p13
22013.33
22013.33
22013.33
22013.33
22013.33

22q13.33

22q13.33
Xp1l.4

Xp22.32-p22.31
Xq13.1
Xq13.1
Xq13.2

Xq13.2

Iniciador

Primer 1
(268)
Primer 2
(288)
Primer 3
(276)
Primer 4
(292)
Primer 5
(290)
ALB

TERT
ESCO2
RBFA
SOX12
ACR

SHANKS3-
Primer 1
SHANKS3-
Primer 2
SHANKS3-
Primer 3
SHANKS3-
Primer 5
SHANKS3-
Primer 6

SHANKS3-
Primer 7
USP9X
NLGN4X

TAF1
HDACS8
XIST4C

XIST4CP

Sequéncia (5-3’)

F- ttgtcacgtaggcaggaaag
R- tgccacagtggtgagaaaag
F- gctatgtgttccttgectttg

R — ttcaccattaatctctcatgtgc
F- gaaatatgcagcctggaagg
R- ttgtcatctttgccctggag

F- gaattccatgccatcaaagg
R— gagccaggctgacataatcac
F- cttggcttttgtatggctcag

R- ttctggcaggcatgctaatc
F- aatgctgcacagaatccttggt
R- tcatcgacttccagagctgaaa
F- gacaccgcatatccagtcaac
R-tgtgctgtatccagatggtg

F- cagcggcttcctcctage

R- ggagaacgagtcagtggcttc
F- actggaagacaacgctctctg
R- caaaggtcatcacctcatgtgc
F- acgatgaagacgacgacgag
R- ggaccatcctccacagctc

F- aagataacgccacgtgtgag
R- ttagggatgcagcctccttttc
F - aggcgggtgatgttcagatg
R - aacaccggccgtcagtca
F- cctgcgcacgccatgt

R- gagaccatccgagcacaaca
F- cagcgggcagcaaacg

R- cacattagaaccaagtgagagtccaa

F- gacacacggcctggtgagt

R- atttagcaccaagagagaacaaagg

F- cgcctcgtcatgaaggttgt
R- cgagccccgtcctcttct

F- gctgtctctgccccctaaatg
R- gcaccaaaagctacaagagcaa
F- cctccctttcataagctagaca
R- gcacctcctttttcacaacc

F- ttggaatcatggtgatggtg
R- tatcgctcacatccagaacg
F- tggaatccatctatgcaaaat
R- tcattttcttcttctggagca

F- aatgactcagctcttcccctt
R- ggaggctataaccttgccaac
F- gggtgaattagcatggcact
R- tgatccattctggtccttgc

F- cctgcactgcactgttgc

R- agacttaaattcaaacactagcaaacc
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APENDICE B - Resultados individuais Array-CGH e MLPA

4306A 1

Resultado do MLPA da amostra da mée da paciente 4306.
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Resultado do array-CGH da paciente 4313
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Resultado do array-CGH da paciente 4329
e VUS: arr[GRCh37] Xp22.33(60,814-219,632)x2
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4390A 1
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Resultado da MLPA dos pais da paciente 4390.
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APENDICE C - Perfil de ICX para das mulheres com DI

Tabela 1: Perfil de ICX das amostras mulheres com DI. Os valores percentuais séo referentes ao percentual de atividade de cada alelo
representado.

Perfil de ICX Perfil de ICX
Amostra Registro Alelos AR Alelos RP2 (DNA sangue periférico) Desvio (DNA - mucosa bucal)
SERVGEN de ICX
AR AR RP2 RP2 AR AR RP2 RP2
(% aleloA) (% aleloB) (% alelo A) (% alelo B) (% alelo (% alelo (% alelo (% alelo
A) B) A) B)
A B A B

1 P4306 230 245 371 374 58 42 55 45 N ND ND ND ND
2 P4307 218 227 360 371 35 65 61 39 N ND ND ND ND
3 P4308 206 221 363 363 81 19 X X M 57 43 ND ND
4 P4309 235 244 364 367 21 79 76 24 N ND ND ND ND
5 P4310 214 238 364 371 44 56 54 46 N ND ND ND ND

6 P4311 235 238 363 371 81 19 98 2 E 80 20 95 5
7 P4312 241 241 371 374 X X 45 55 N ND ND ND ND

8 P4313 222 240 360 360 2 98 X X E 8 92 X X
9 P4314 227 239 378 378 47 53 X X N ND ND ND ND
10 P4322 211 241 367 374 70 30 44 56 N ND ND ND ND
11 P4325 220 235 371 375 27 73 28 72 N ND ND ND ND
12 P4326 232 232 371 382 X X 24 76 N ND ND ND ND
13 P4327 231 240 364 382 28 72 64 36 N ND ND ND ND
14 P4329 226 241 371 374 1 99 96 4 E 44 56 56 44
15 P4330 229 229 358 371 X X 81 19 M ND ND ND ND
16 P4331 226 238 367 374 48 52 62 38 N ND ND ND ND
17 P4350 226 258 371 371 20 80 X X M ND ND ND ND
18 P4351 241 250 367 382 10 90 17 83 E 13 87 29 71
19 P4352 235 235 374 385 X X 46 54 N ND ND ND ND
20 P4353 220 241 356 374 31 69 33 67 N ND ND ND ND
21 P3387A 229 238 367 371 54 46 54 46 N ND ND ND ND
22 P4361 226 229 367 371 66 34 58 42 N ND ND ND ND
23 P4363 222 222 349 367 X X 28 72 N ND ND ND ND
24 P4364 235 238 363 367 70 30 54 46 N ND ND ND ND
25 P4370 229 232 367 371 53] 47 39 61 N ND ND ND ND
26 P4371 231 231 364 367 X X 28 72 N ND ND ND ND
27 P4388 216 228 364 375 55 45 65 35 N ND ND ND ND
28 P4389 233 233 374 378 X X 41 59 N ND ND ND ND
29 P4390 225 243 367 374 46 54 21 79 N ND ND ND ND
30 P4398 215 227 364 373 86 14 14 86 M ND ND ND ND
31 P4399 232 244 375 375 42 58 X X N ND ND ND ND
32 P4400 220 232 367 371 46 54 50 50 N ND ND ND ND



Amostra

Registro
SERVGEN

P4401
P4405
P4423
P4450
P4458
P4474
P4483
P4487
P4488
P4489
P4506
P4507
P4512
P4513
P4517
P4526
P4531
P4540
P4545
P4579
P4587

Alelos AR
A B
232 241
223 241
235 238
209 251
230 239
217 220
236 248
218 231
219 243
220 233
223 241
226 241
216 226
228 240
229 235
231 234
237 243
222 231
225 231
224 242
212 224

Alelos RP2
A B
360 360
375 382
371 376
349 360
370 381
363 377
360 370
377 381
359 366
349 359
356 367
371 374
374 374
370 385
371 375
360 371
360 387
374 378
360 378
371 375
371 374

AR
(% alelo A)

Perfil de ICX
(DNA sangue periférico)
AR RP2
(o aleloB) (%alelo A)
33 X
79 67
54 25
62 66
43 69
55 39
65 51
71 37
93 5
97 5
73 25
31 29
39 X
62 43
1 86
40 49
59 39
67 77
46 45
43 60
42 32

RP2
(% alelo B)

Desvio
de ICX

Z2Z22Z2Z2Z2ZMZ2Z2Z2Z2IMZ2222Z2Z2Z22

AR
(% alelo

Perfil de ICX
(DNA - mucosa bucal)
AR RP2
(Yo alelo (% alelo

B) A)
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
53 54
ND ND
91 7

96 9

ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
28 61
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
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APENDICE D - Predicdes in silico das variantes encontradas por WES

Predicdes in silico da variante encontrada em HDACS — paciente 4311.

Mutatic documentation

Taster N -
- &1y, mutation tsting

Alteration HDAC8
Prediction disease causing Model: simple_aae, prob: 0.999998292966838 (classification due to ClinVar, real probability is shown anyway)  (explan)
Summary periink
« amino acid sequence changed et
- known disease mutation: rs398122909 (pathogenic)
- protein features (might be) affected
» splice sile changes
analysis result
name of alteration HDACE
alteration (phys. location) chr23:71681901C>T show variant in all franscripls  1GV
HGNC symbol HDACS
Ensembl transcript ID ENST00000373573
Genbank ranscript ID NM 018436
UniProt peptide QoBY41
alteration type single base exchange
alteration region cos
DNA changes A
CDNA 1300G>A
g 111053G>A
AA changes G320R Score: 125 exolsn szore(s)
position(s) of altered AA 320
# AA sterston in COS
frameshift no
knowm variant Reham;a 1D:
g
mowndlmscmmw (pathoge niclorcam _de_Lange_syndrome_5inot_specified) dbSNP NCBI variation viewer
regulatory features H3K36me3, Histone, Histone 3 Lysine 36 Tri-Methyl
H3K27me3, Histone, Histone 3 Lysine 27 Tﬁ-Me«hylthn
phyloP / phastCons PhyloP PhastCons
(fanking) 2.048 1
4893 1
(fanking) 0.835 1
— ‘exeiain scorefs) andlor inspect your position(s) in in UCSC Genome Erowser
splice sites effect gDNA position score wi detection sequence exon-intron border
Donor increased 1|1050 wt 0.64/mu: 0.72we: ACTTGACCGGGGTCA TTGA|ccgg
mu: ACTTGACCAGGETCA
Donor gained 111048 0.46 mu: ATACTTGACCAGGGT ACTT|gacc
Donor gained 111053 063 mu: TGACCAGGGTCATCC ACCA|ggst

b
PROVEAN Genome Variants Result - Full version (Download)

Database: human37_66

Note: Far each variant all protein isoforms

VARIATION PROTEIN SEQUENCE CHANGE PREDICTIO PREDICTIO OTATIO

m e mwﬂwwﬂﬁ o : : . : - caer : - : : o

1 X71681501,C,T ENSPO0000362665 41 AccleajeaeTC 229 G R SingleaaChenge  -3.51 eleterigus | 261 0] oom Damaging 303 | 0s
ENSPO0000362674 41 ACC(GAIGGGTC 320 6 R Single AA Change  -3.57 Deleteripus | 162 ] o002 Damaging 285 | 203
ENSP00000362691 286 41 AccleajeaeTc 229 G R SingleAAChange  -3.50 Oeleterius | 248 0| oom Damaging 202 | s0s
ENSP00000388459 182 1 ACC[a/AlGGGTC 125 G R SingleAAChange  -3.62 Oeieterigus | 263 0] o0 Damaging 26| am
ENSPO0000396424 258 41 accle/aleere 284 G R Single AAChange  -4.08 Deeterius |__177 30l o000 Damagin 28] 336

Legenda: A variante encontrada na paciente 4313 foi predita como patogénica pelos programas
MutationTaster (a), PolyPhen-2 (b) e Provean/SIFT (c), conforme as imagens dispostas
acima, respectivamente.
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Predicdes in silico da variante encontrada em NLGN4X — paciente 4313.

Mutatic
a | aster - -
1T mutation tsting

Alteration missensenign4x

Prediction disease causing Model: simple_aae, prob: 0.994850433041445  (axgian)
Summary bygerink

« amino acid sequence chal
« protein features (mlom be) aﬂecmed

« splice site change:
2analysis result
name of alteration missensenignax
aiteration (phys. location) chr23:5811025G>C show vaniant in all transcripts 1GY
Ensembl transcript ID ENST00000275857
Cenbank tramcript 10 NA
UniProt peptide QSNOW4
alteration type single base exchange
alteration region CDS
DNA changes €.2284C>C
CDNA 2748C>G
AA changes L762V Score: 32 expian scorels)
position(s) of altered AA 762
 AA ateraton in
frameshift no
known variant
ma c‘ neither found in EXAC nor 1
regulatory features 3, Histone, Histone 3 Lysine 36 Tri-Methylation
I»BlQ7me3 Histone, Histone 3 Lysine 27 Tri-Methylation
PphyloP / phastCons PhyloP PhastCons
(flanking) 4.002 0.975
228 0974
(fianking) -0.594 0.848
‘expian score(s) aNd/or inspect your position(s) in in UCSC Genome Browser
splice sites effect gDNA score wt detection sequence exon-intron
position border
Acc marginally increased 335870 wt 0.7145/ mu: 0.7558 (marginal change - ot wt: gecalGACT
scored) CTGAGGCTCACCTGCCCGCCAGACTACACCCTCACGCTGLG
mus
CTGAGGCTCACCTGCCCGCCAGACTACACCGTCACGCTGLG
Donor increased 335879 wt:0.71/mu: 0.99 wt: TACACCCTCACGCTG cacCctca
mu: TACACCGTCACGCTG
Donor marginally 335884 wt: 0.9486 / mu: 0.9523 (marginal change - not wt: CCTCACGCTGCGCCG TCAC|getg
increased scored) mu: CGTCACGCTGCGCCG
b PolyPhen-2 report for QBNOW4 L762V
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
QENOW4 762 L V  Canonical; RecName: Full=Neuraligin-4, X-linked; Short=Neuroligin X; AitName: Full=HNLX; Flags: Precursor; Length: 816
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumbDiv
This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING  with a score of 0.978 (sensitivity. 0.76; specificity. 0.96)
0.80 0.20 0.40
(=] Humvar

c
PROVEAN Genome Variants Result - Full version (Download)
Database: human37_66

Note: For each variant all av;ren isoforms are shown

novElN SEQUENCE CHANGE

PROVEAN PREDICTION SIFT PREDICTION ANNOTATION

R T e e el bl el T
(cutoff=-2.5) (cutoff=0.05)
1 XS811025G.C ENSPOCOCO275857 816 -1 ACC [C/GITC ACG L Single AA Change 5] Neutral 336 30 0.001 Damaging 3.47 256
ENSPO0000370482 816 1 ACC[C/GITCACG 762 L Single AA Change - Meutral 338 30 0.001 Damaging 3.47 256
ENSPO0000370483 836 -1 ACC [UGITCACG 782 L Single A Change 1.4 Neutral 335 30 0.001 Demaging 3.46 250
ENSPO00003I70485 a6 1 ACC [C/G]TC ACG 762 L Sngle AA Change o! Neutra! 336 30 0.001 Damaging 3.47 256
ENSPO0000439203 816 1 ACC[C/GITCACG 762 L Single AA Change o Meutral 338 30| o0.001 Damagin: 347 256

Legenda: A variante encontrada na paciente 4313 foi predita como patogénica pelos programas
MutationTaster (a), PolyPhen-2 (b) e Provean/SIFT (c), conforme as imagens dispostas
acima, respectivamente.
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Predic¢des in silico da variante encontrada em TAF1 — paciente 4329.

Mutatic
a 3 a S
Alteration TAF1
Prediction disease causing Model: simple_aae, prob: 0.999999999769254  (axolas)
Summa perlink
cd « amino acid sequence changed 1
« protein features (might be) affected
- splice site changes
analysed issue analysis result
name of alteration TAF1
alteration (phys. location) chr23:70609448G>A show variant in all transcripts IGV
HGNC JAF1
Ensembi transcript ID ENST00000276072
Genbank D NM 004606
UniProt peptide 21675
alteration type single base exchange
alteration region CDS
DNA changes C2774G>A
g.23335G>A
AA changes G925D Score: 94 expiain scorels)
position(s) of altered AA
# AA alteraton in COS
frameshift no
known Variant was neither found in EXAC nor 1000G.
regulatory features H3K36me3, Histone, Histone 3 Lysine 36 Tri-Methylation
phyloP / phastCons PhyloP PhastCons
(flanking) 5.196 1
52711 1
(fanking) -0.619 0917
= ‘explain scoce(s) and/or inspect your position(s) in in UCSC Genome Browser
splice sites effect gDNA position score wt detection sequence exon-intron border
Donor increased 23333 wt 0.81/mu: 0.92 wt: GGCTATGGTGAGAAA CTAT|ggtg
mu: GGCTATGATGAGARA
Donor marginally increased 23328 wt: 0.6580/ mu: 0.6641 (marginal change - not scored) wt: ATGCTGGCTATGGTG GCTG|gcta
mu: ATGCTGGCTATGATG
Donor marginally increased 23336 wt: 0.9877 / mu: 0.9916 (marginal change - not scored) wt: TATGGTGAGAAATCC TGGT |gaga
mu: TATGATGAGAAATCC
Donor increased 23338 v 0.25/ mu: 0.53 wt: TGGTGAGAAATCCTT GTGAleaaa
b
PolyPhen-2 report for P21675 D925G
Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description

21675 925 D

Results
Prediction/Confidence
HumDiv

Canonical; RecName: Full=Transcription initiation factor TFIID subunit 1; EC=2.7.11.1; AltName: Full=Cell cycle gene 1 protein; AltName: Full=TBP-associated factor
250 kDa; Short=p250; AltName: Full=Transcription initiation factor TFIID 250 kDa subunit; Short=TAF(11)250; Short=TAF1I-250; Short=TAFII250; Length: 1872

PolyPhen-2 v2.2.2r398

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING  with a score of 0.999 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.99)

[=] Humvar

8.20 0.40 0.60 .80 1.00

This mutation is predictedtobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.992 (sensitivity: 0.49; specificity: 0.95)

c
PROVEAN Genome Variants Result - Full version (Downbad)

Database: human37_66

Note: For each vanant all p otein isoforms are shown.
PROTEIN SEQUENCE CHANGE

mm = i WW_H Rah --

1 X.70609448,GA ENSPOO000276072 1893
ENSP00000362895 1872
ENSP00000389000 1906 1
ENSPOO00D40ES49 1895

TAT GIG/AIT GAG 925
TAT GIG/AIT GAG 904

Legenda: A variante encontrada na

SIFT PREDICTION

PREDICTION MEDIAN_INFO #SEQ
(cutotf=0.05)

G D Single A Change Deleterigus 124 30| o003 Damaging 286 117
G D Single A Change Deletengus 125 2| o003 Damagng 286 115
G O Single A Change Deleterious 12¢ 30| o002 Damaging 286 125
G D Single AA Change

Deleterovs 124 30 ] 0.003 c.mi »i 288 119

paciente 4329 foi predita como patogénica pelos programas

MutationTaster (a) PolyPhen-2 (b) e PROVEAN/SIFT (c), conforme as imagens dispostas

acima, respectivamente.
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Predicao in silico da variante encontrada em USP9X - paciente 4489

Mutatio
Taster

TT mutation t(sting

Alteration usp9x
Prediction disease causing Model: complex_aae, prob: 1 (classification due to NMD, real probability is shown anyway)  (esslai)
N  Aino acid changed
. uence
seq

. Drotein features (might be) affected

analysed issue  analysis resuit
‘name of alteration

alteration (phys.  chr23:41056674_41056675insC
location)

Legenda: A variante encontrada na paciente 4489 foi predita como patogénica pelo programa
MutationTaster.



