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RESUMO

ABDALA, Bianca Barbosa. Variacdo no numero de copias no gene MECPZ2 e sua
relagdo com a deficiéncia intelectual em homens. 2018. 100 f. Dissertagao (Mestrado
em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A deficiéncia intelectual (DI) € uma condigdo complexa, com uma prevaléncia de
1-3%. Embora muitos fatores etioldgicos associados a DI ainda sejam desconhecidos,
cerca de 25-50% dos casos ocorrem devido a contribuicdes genéticas. Assim sendo,
variagdes do numero de copias (VNC) em Xqg28, englobando o gene methyl-CpG-binding
protein 2 (MECP2) sdo uma das causas mais comuns de DI severa em homens. O gene
MECP2 é altamente expresso nos neurbnios e codifica uma proteina associada a
cromatina, atuando como um regulador transcricional. Sendo assim, VNCs no MECP2
podem afetar a expressdao de diferentes genes no cérebro, levando a fendtipos
neurologicos anormais. Neste sentido, neste estudo foi conduzido o rastreamento de
VNCs no gene MECP2 em uma amostra ampla de 920 individuos ndo aparentados
portadores de DI idiopatica. O DNA gendmico foi isolado do sangue periférico e as
sequéncias alvo no gene MECP2 foram amplificadas pelo sistema de TagMan copy
number assay®. Ao todo, trés individuos (0,33%) exibindo duplica¢des envolvendo o gene
MECP2 foram detectados. As duplicagcbes variaram de 420 Kb a 2 Mb e a delimitagao da
regido de sobreposicdao minima demonstrou a presenca de sete genes, além do MECP2
(IRAK1, OPN1LM, TEX28, OPN1MW, TKTL1, FLNA e EMD). Posteriormente, a analise
de segregacgao das duplicagdes demonstrou que o rearranjo € de novo no probando 565,
enquanto que no paciente 4219 a duplicacao foi herdada da mée, a qual apresentou
desvio extremo de inativagcdo do cromossomo X. A avaliagdo da expressédo nesses dois
pacientes demostrou que o paciente 565 apresentou aumento de expressao do gene
MECP2, enquanto que o paciente 4219 exibiu niveis normais de expressao desse gene.
Estudos anteriores realizados em populacdes norte-americanas e européias indicaram a
prevaléncia de 1-2% de duplicagdes no gene MECP2 em homens portadores de DI. No
entanto, corroborando nossos resultados, analises em amostras amplas apresentaram
uma taxa de deteccéo de 0,3-0,4%. Além disso, tais estudos mostraram que duplica¢des
envolvendo o gene MECPZ2 levaram ao aumento de expressao desse gene. Todavia, na
analise funcional do paciente 4219 nao foi verificado, aparentemente, um aumento de
expressao, sugerindo que as duplicagdes envolvendo o gene MECPZ2 podem levar ao
desenvolvimento dos fendtipos através de outros mecanismos moleculares, além de
dosagem génica. Alternativamente, outros genes envolvidos nos rearranjos podem ter
uma contribuigdo no comprometimento cognitivo. Em conjunto, esses dados sugerem que
as duplicagdes no gene MECPZ2 representam uma causa importante da DI idiopatica em
homens e ratificam que o sistema TagMan copy number assay® € um método sensivel
para avaliar essas duplicacdes.

Palavras chave: Deficiéncia Intelectual. Duplicacdo. MECP2. Rastreamento de
VNCs.



ABSTRACT

ABDALA, Bianca Barbosa. Copy number variation in MECPZ2 gene and its relation
with intelectual disability in males. 2018. 100 f. Dissertagcdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Intellectual disability (ID) is a complex condition, with a world-wide prevalence
of 1-3%. Although many etiological factors associated with ID remain unclear, about
25-50% of the cases are due to genetic contributions. In this context, copy number
variation (CNV) at Xg28 encompassing methyl-CpG-binding protein 2 gene (MECP2)
is one of the most common cause of severe ID in males. MECPZ is highly expressed
in neurons and encodes a chromatin-associated protein, which functions as a
transcriptional regulator. Therefore, copy number variation in MECPZ2 can affect the
expression of different genes in brain, leading to abnormal neurological phenotypes.
In this view, in this study we conducted a CNV screening of MECPZ2 gene in a large
cohort of 920 unrelated males with idiopathic ID. Genomic DNA was isolated from
peripheral blood and MECPZ2 target sequences were amplified by TagMan copy
number assay®. A total of three individuals (0,33%) exhibiting duplications at MECP2
locus were detected. The duplications ranged from 420 Kb to 2 Mb and delimitation of
small region of overlap demonstrated the presence of MECPZ2 and other seven genes
(IRAK1, OPN1LM, TEX28, OPN1MW, TKTL1, FLNA and EMD). Subsequently, the
segregation analysis of the duplications demonstrated that the rearrangement is de
novo in the proband 565, whereas in 4219 patient the duplication was inherited from
his mother, which presented an extreme skewed of X-inactivation pattern. Expression
analysis in these two patients demonstrated that patient 565 has an increased
expression of MECP2 gene, whereas patient 4219 has normal expression levels of this
gene. Previous studies conducted in North American and European populations
indicate a prevalence of 1-2% of MECP2 duplications among males with ID.
Nonetheless, corroborating our results, large cohorts analysis had a lower detection
rate of 0.3-0.4%. In addition, such studies indicated that duplications involving MECP2
lead to increased expression of this gene. However, considering that apparently
normal expression levels of MECP2 were observed in patient 4219, our data suggests
that duplications involving MECP2 gene may lead to the development of the
phenotypes through other molecular mechanisms in addition to gene dosage.
Alternatively, other genes involved in the rearrangements may contribute to cognitive
impairments. Taken together, these data suggest that MECP2 duplications represent
an important cause of idiopathic ID in males and confirms that TagMan copy number
assay® is a sensitive method to assess these duplications.

Keywords: Intellectual disability. Duplication. MECPZ2. CNV screening.
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INTRODUGAO

Deficiéncia Intelectual

A Deficiéncia Intelectual (DI) € uma das condi¢des neurolégicas humanas mais
comuns e de grande impacto socioeconémico, tendo a prevaléncia estimada em 1-3%
da populacdo mundial (Ellison et al., 2012). Tal condicdo é caracterizada por
limitagdes significativas no funcionamento intelectual e no comportamento adaptativo,
abrangendo as habilidades sociais, conceituais e praticas e se manifesta antes dos
18 anos de idade (American Psychiatric Association, 2018). De acordo com a
severidade, a DI é subdividida em categorias (leve, moderada, severa e profunda),
levando-se em consideracdo as habilidades adaptativas manifestadas (Ropers &
Hamel, 2005).

A etiologia da DI esta relacionada tanto com causas ambientais, tais como
infeccbes pré-natais, traumas perinatais, uso de teratogénicos durante a gestacéo e
pré-maturidade, quanto com causas genéticas (Tabela 1). Contudo, os fatores
genéticos exercem uma importante contribuicdo na origem da condi¢cdo, sendo
responsaveis por 25-50% dos casos (Srour & Shevell, 2014). Tais fatores estédo
diferencialmente relacionados com as categorias da DI. Enquanto que fatores
genéticos e ambientais parecem exercer a mesma influéncia na origem da DI branda,
os fatores genéticos sao os principais agentes etioldégicos na DI moderada a severa
(Reichenberg et al., 2016). Tipicamente, as causas genéticas sdo divididas em
alteragbes cromossdmicas microscopicamente visiveis, com prevaléncia estimada em
15%, e alteragdes submicroscopicas (monogénicas, epigenéticas e alteragdes no
numero de copias génicas) (Vissers et al., 2016). Inicialmente, a analise de ligagao e
o cariotipo, foram fundamentais para a descoberta de componentes genéticos
relacionados a DI (Vissers et al., 2016; Coe et al., 2012). No entanto, o advento de
metodologias de alto rendimento, como o Array Comparative Genome Hibridization
(Array-CGH) e o sequenciamento de nova geragao, propiciou a identificagdo de uma
vasta quantidade de genes ligados a esta condigéo (Vissers et al., 2005; Hu et al.,
2014; Niranjan et al., 2015). Atualmente, mais de 700 genes autossémicos e ligados

ao X foram associados a DI (Vissers et al., 2016).
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Tabela 1 - Fatores etiolégicos da DI.

Causas ambientais

(Causas Pré, Peri e Pos-natal)

e Exposicao pré-natal (ex.: uso de alcool, drogas)
e Desnutricio na gravidez

e Pré-maturidade

e Infeccio pré e pos-natal

e Traumas peri e pés-natais (ex.: acidente vascular, asfixia)

Causas genéticas

Alteragdes cromossomicas microscopicamente visiveis

¢ Aneuploidias

o Alteracoes estruturais:
Delecdo
Duplicagao
Insercao

Translocacao

Alteragdes submicroscopicas
(Ndo detectadas por métodos de Citogenética classica)
e Alteracdoes no numero de copias:
Duplicagao
Delecao
e Monogénicas

e Epigenéticas (ex.: metilacio do DNA, modificacdo pos-traducional de histonas,
microRNA)

Fonte: Chelly et al., 2006; Ellison et al., 2013, com modificagbes.
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Estudos epidemioldgicos conduzidos em diferentes populagdes, demonstram
um excesso de 30% de homens afetados pela DI em relagao as mulheres (Lubs et al.,
2012). Corroborando esta observacao, analises de segregacao em grandes familias
evidenciaram a preseng¢a de um padrao de herancga ligado ao cromossomo X (Crespi
et al., 2009). Tais descobertas forneceram evidéncias de que genes localizados no
cromossomo X contribuem para o desenvolvimento da DI, principalmente em homens
(Lubs et al., 2012).

A maior prevaléncia da DI entre homens ocorre em virtude da presenca de
apenas um cromossomo X em individuos do sexo masculino, face a dois
cromossomos no sexo feminino (Deng et al., 2014). A hemizigose dos genes
localizados no cromossomo X torna os homens mais vulneraveis as manifestacoes
fenotipicas de alteragbes presentes nesse cromossomo (Lubs et al., 2012). Como
mecanismo de compensacao de dose entre o sexo masculino (XY) e feminino (XX), o
processo de inativagdo de um dos cromossomos X (XCI) ocorre em mulheres (Deng
et al., 2014). Tal mecanismo pode resultar na expressao preferencial do alelo normal,
levando a auséncia de DI ou a uma manifestacdo mais branda (Franco & Ballabio,
2006; Morleo & Franco, 2008).

A Deficiéncia Intelectual Ligada ao X

A contribuicdo de genes localizados no cromossomo X tem sido considerada
crucial para o desenvolvimento cerebral e da inteligéncia humana (Zhao & Gong,
2017). Até o momento, 841 genes codificadores de proteinas foram mapeados neste
cromossomo, constituindo 4,13% do total de genes codificadores do genoma
(Ensembl, versdo 91). Andlises mais detalhadas de expresséao global do cromossomo
X indicam um excesso de genes ligados ao X sendo expressos no tecido cerebral,
principalmente na regido do hipocampo, em comparagao aos demais tecidos (Nguyen
& Disteche, 2006). Deste modo, até o momento ja foram descritos 126 genes
envolvidos na DI ligada ao X (DILX), contribuindo para aproximadamente 10-15% dos
casos. Uma elevada proporcdo destes genes se mostra necessaria para o
desenvolvimento e fungdo do sistema nervoso, estando relacionados com o

aprendizado e memoria (Kemkemer et al., 2009).
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Os genes envolvidos na DILX desempenham fungbes em diferentes vias
celulares abrangendo processos relacionados a neurogénese, conectividade
neuronal, morfogénese de espinhas dendriticas e regulagcéo da transcri¢ao e tradugao
génica (Srour & Shevell, 2014). Mutacbes em genes ligados ao X afetam,
principalmente, a formagcdo e o processo de transmissdes sinapticas, incluindo
alteracbes da plasticidade neuronal, através da modificacdo da forma, tamanho e
densidade das espinhas dendriticas (Bassani et al., 2013).

Convencionalmente, segundo as caracteristicas clinicas, a DILX é dividida em
DILX sindrémica (DILX-S) e DILX ndo-sindrémica (DILX-NS) (Raymond, 2005). A
DILX-S é caracterizada pela coocorréncia da DI e de outras manifestacdes clinicas
como dismorfias faciais, alteragcbes metabdlicas e radiolégicas. Por outro lado, na
DILX-NS, o comprometimento cognitivo € o unico fenétipo observado (Vogel-Ciernia
& Wood, 2013). Estimativas indicam que aproximadamente dois tergos dos casos de
DILX sao atribuidos a DILX-NS (Fishburn et al., 1983; Ropers & Hamel, 2005). No
entanto, com a possibilidade de classificagao por critérios moleculares, acredita-se
que ocorra a diminuigao dessa propor¢ao, concomitantemente ao aumento dos casos
de DILX-S. Além disso, mutacées em diferentes genes implicados na DILX estdo
envolvidas em ambas as formas sindrémicas e nao-sindrédmicas, indicando que nao

ha uma base molecular para a distingdo entre as duas formas (Ropers & Hamel, 2005).
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Figura 1 - Genes localizados no cromossomo X relacionados com a DILX sindrémica e ndo sindromica.
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Legenda: Genes relacionados a DILX e sua localizagdo no cromossomo X. (A) Genes relacionados a DI sindrémica; (B) Genes relacionados a DI nao
sindrémica.
Fonte: Greenwood Genetic Center, 2017.
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Mecanismos epigenéticos e a DI

Ao longo do processo de diferenciagao celular, o perfil de expressao génica &
modificado dinamicamente, promovendo a geracao dos diferentes tipos de linhagens
celulares. No tecido cerebral, cerca de 30-50% dos ~20,338 genes codificadores de
proteina sdo expressos (Naumova et al., 2013) e o perfil de expressao génica se faz
fundamental para o crescimento e divisdo celular durante os dois primeiros anos de
vida e para a formagao de novas sinapses. A regulagao da expressao € promovida
pela acdo concomitante de fatores de transcricdo génica e de mecanismos
epigenéticos (Urdinguio et al., 2009).

O termo epigenética pode ser definido como a forma de regulacédo génica que
envolve modificagdes no DNA estaveis e herdaveis que nao incluem alteragcdes na
sequéncia de bases (Pimentel; Santos-rebougas; Gallo, 2013, p. 34). Evidéncias
sugerem que a paisagem epigenética permanece dinamica tanto nos periodos de
desenvolvimento, quanto no amadurecimento cerebral, na qual a regulagao ocorre
mesmo em neurdnios e outros constituintes pos-mitéticos do cérebro. Deste modo, a
regulacdo da expressdo génica tem sido relacionada a varios disturbios de
desenvolvimento neurolégico, tal como a DI (Naumova et al., 2013).

Os mecanismos epigenéticos incluem a metilagdo e a hidroximetilagdo do DNA,
modificagdes pos-traducionais e a incorporagcado de variantes em histonas, além da
dindmica dos nucleossomos (Sassone-Corsi, 2013; Landgrave-Gémez et al., 2015).
No entanto, dentre os tipos de modificagbes epigenéticas, a mais estudada e
abundante é a metilacdo do DNA (Guibert & Weber, 2013). Em mamiferos, tal evento
consiste na adicdo do grupamento metil ao carbono 5 de citosinas, formando a 5-
metilcitosina (5mc), encontradas, predominantemente, adjacentes a guaninas (CpG)
(Figura 2) (Kinde et al., 2015). Os dinucleotideos CpG possuem padrdes de
distribuicdo e metilagao diferentes entre as diferentes regiées do genoma, estando em
menor densidade e com maior nivel de metilagdo ao longo de exons, introns e regides
intergénicas em comparacgao aos promotores génicos, onde ha elevada densidade de
CpG, conhecidos como ‘“llhas CpG” (Guibert & Weber, 2013), que estéo
hipometiladas. Em humanos, o tecido cerebral possui 0 maior nivel de metilacao
comparado aos demais tecidos (Kobayashi et al., 2012), apresentando 5mc em cerca
de 59,7% dos sitios CpGs e constitui ~1,18% das citosinas (Wen et al., 2014).

Aproximadamente metade dos genes codificadores do genoma sofrem alteragdes no
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padrdao de metilagdo ao longo do processo de desenvolvimento cerebral, muitas das
quais afetardo a expressédo de genes neuronais e, portanto, as fungdes cognitivas e
comportamentais (Siegmund et al., 2007). Somado a isto, a metilagdo do DNA exerce
um papel fundamental nos processos de inativacdo do cromossomo X, imprinting
gendmico, manutencdo da estabilidade cromossdomica e repressdo de elementos
transponiveis do DNA (Bird, 1980; Kato & lwamoto, 2014).

O mecanismo de metilagdo das citosinas é catalisado por trés enzimas da
familia de DNA metiltransferases (DNMT): DNMT1, DNMT3a e DNMT3b (Jaenisch &
Bird, 2003; Cholewa-Waclaw et al., 2016). Apesar de possuirem estrutura similar, as
DNMTs se diferem quanto o padrao de expressao e fungado no processo de metilacédo
do DNA (Liyanage et al, 2014). A DNMT1, preferencialmente, promove a metilagdo de
citosinas hemimetiladas dos dinucleotideos CpGs. Esta enzima se liga a fita recém-
sintetizada do DNA durante a replicacdo e copia o padrdo de metilagdo presente na
fita parental (Probst et al., 2009; Sadakierska-Chudy et al., 2015). Além disso, a
DNMT1 possui a habilidade de reparar a metilagado, sendo conhecida como DNMT de
manutengdo (Kimura & Shiota, 2003; Moore et al., 2013). Em contrapartida, as
DNMT3a e DNMT3b possuem fungdo de novo, sendo capazes de promover a

metilacdo de citosinas nao metiladas (Okano et al., 1999; Weng et al., 2013).

Figura 2 - Formacéao da 5-metilcitosina.

Citosina (C) 5-metilcitosina (5mc)

Legenda: A 5-metilcitosina é formada a partir da adicdo de um grupamento metil
(destacado em azul) no carbono 5 da citosina. A reagao é catalisada pelas DNA
metiltransferases. Enquanto a DNMT1 metila sitios hemimetilados apos a
replicacédo, a DNMT3a e DNMT3b, promovem a metilagdo de citosinas nao
metiladas.

Fonte: A autora, 2018.



24

A distribuicdo da metilagdo ao longo do DNA é capaz de influenciar diretamente
a regulagao da transcricdo. A metilagcdo por toda a extensdo da sequéncia génica e
regides intergénicas tem sido, alternativamente, associada com a ativagdo da
transcrigdo e com o processo de splicing alternativo (Jones, 2012). Dois mecanismos
foram propostos para explicar o efeito da metilagdo no processo de regulacéo génica.
O mais bem caracterizado € o bloqueio estérico, no qual a metilagdo impede
fisicamente a ligacdo dos fatores de transcricdo aos seus alvos na sequéncia
promotora (Sadakierska-Chudy et al., 2015). O segundo mecanismo esta relacionado
com a ligacdo de proteinas a regido metilada, que vao mediar o recrutamento de
enzimas modificadoras de histonas e, assim, promover a compactacdo da cromatina
em uma estrutura transcricionalmente inativa. As proteinas de remodelagem da
cromatina sdo recrutadas pelas proteinas conhecidas como Methyl-CpG Binding
Proteins (MBPs) (Kim & Kaang, 2017).

Atuacao de MBPs na regulagao da expressao génica

A informacdo estabelecida pela metilacgdo do DNA é interpretada pelas
proteinas MBPs com afinidade seletiva para os dinucleotideos CpG metilados. Deste
modo, trés familias de proteinas sdo conhecidas por desempenhar dada funcéao:
proteinas MBDs (Methyl-CpG Binding Domain), proteinas Kaiso e Kaiso-like, e
proteinas com dominio SRA (Defossez & Stancheva, 2011). Dentre essas, as MBDs
foram as primeiras a serem caracterizadas, por meio da identificagdo do dominio MBD
como parte da proteina methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2), o qual é responsavel
pelo reconhecimento e ligagao as regides metiladas (Meehan et al., 1989; Lewis et al.,
1992; Hendrich & Bird, 1998; Moore et al., 2013). Subsequentemente, estudos de
homologia de sequéncia desta regido, possibilitaram a descoberta de outras quatro
isoformas pertencentes a familia; MBD1, MBD2, MBD3 e MBD4 (Clouaire &
Stancheva, 2008). Dentre essas, somente a MBD3 se mostra incapaz de se ligar ao
DNA metilado, por possuir dois aminoacidos a mais (His30 e Phe34) na sequéncia
polipeptidica do dominio MBD (Liyanage et al, 2014). As proteinas da familia Kaiso e
Kaiso-like, apesar de nao apresentarem a regiao MBD, sédo capazes de se ligar a

regido metilada por intermédio dos dominios de dedo de zinco (Liyanage et al, 2014).
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O terceiro grupo é constituido pela proteina UHRF1, a qual possui cinco dominios
proteicos reconhecidos, sendo o dominio SRA responsavel pela fungéo de ligagao a
regidao metilada (Defossez & Stancheva, 2011).

Previamente, estudos demonstraram que a metilagcdo do DNA n&o exerce uma
grande influéncia no padréo de expressao génica, até que ocorra a compactagéo do
genoma e a formagao da cromatina (Clouaire & Stancheva, 2008). A elucidagéo da
estrutura das MBDs possibilitou o entendimento sobre a atuagao dessas proteinas no
processo de regulagao da transcrigao génica, que inicialmente foi relacionado com a
repressao transcricional (Urdinguio et al., 2009). O dominio de repressao
transcricional presente nas proteinas MBDs, a partir do momento que ocorre a ligagéo
as regides metiladas, possibilita a interagdo com histonas desacetilases e histonas
metilases, modificando a cromatina e impedindo a transcricdo génica (Weng et al.,
2013).

O gene MECP2 e a proteina MeCP2

O gene MECP2 (OMIM 300005) esta situado em Xq28 e é constituido por 4
exons, 0s quais juntos constituem aproximadamente 76 Kb de extensao (Figura 3).
Este gene é responsavel por codificar a proteina nuclear MeCP2. A partir do processo
de splicing alternativo do gene, duas isoformas da MeCP2 s&o produzidas (Kriaucionis
& Bird, 2004; Mnatzakanian et al., 2004). A isoforma E1 é gerada a partir da exclusao
completa do exon 2, fazendo com que o exon 1 seja o0 unico responsavel por codificar
0s 24 aminoacidos da regidao N-terminal da proteina, a qual € composta por 486
aminoacidos (52,44 KDa), sendo essa a mais curta. Na isoforma E2, o exon 1 ndo é
incluido e a sequéncia N-terminal é codificada pelo final do exon 2 com 498
aminoacidos (53,32 KDa) (Meehan et al., 1992; Shahbazian et al., 2002; Ausié et al.,
2014; UniProtKB, 2017). Embora ambas as isoformas sejam expressas no tecido
cerebral, o nivel de expresséao difere, visto que a E1 é 10 vezes mais prevalente que
a E2 (Shahbazian et al., 2002).

A proteina MeCP2 é um membro da familia das proteinas intrinsecamente
desordenadas. Tais macromoléculas possuem um nivel muito baixo de estrutura

secundaria, o que possibilita que a MeCP2 interaja com diferentes moléculas e adote
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uma estrutura secundaria a partir do estabelecimento das interagcdes intermoleculares,
tal como ocorre apés a interagdo com a molécula de DNA (Ausio et al., 2014). A
estrutura proteica da MeCP2 é formada por seis dominios funcionais que viabilizam
sua atuacado na remodelagem da cromatina e na regulacao transcricional (Figura 3)

(Hansen et al., 2010). Sao eles:

= Dominio MBD (methyl binding domain; residuos 78-163): Situado na regido N-
terminal da proteina. Além de sua fungao ja estabelecida de ligagao a metilagao,
também atua na ligagcéo as regides ndo metiladas do DNA e na manutencao da

organizacéao estrutural da MeCP2.

= Dominio TRD (transcriptional repression domain; residuos 207-310): Responsavel
pela repressdo transcricional. A participacdo deste dominio no processo de
repressao transcricional ainda nao foi completamente elucidado. No entanto, o
principal mecanismo proposto esta relacionado com a ligacdo de fatores co-
repressores nesse sitio, tal como o mSin3A, os quais promovem o recrutamento

de histonas desacetilases.

= Dominio ID (intervening domain; residuos 164-206): A funcao deste dominio foi
recentemente associada ao aumento da estabilidade estrutural do dominio MBD e
da formagao de um sitio adicional para a interacdo da MeCP2 com a dupla fita de
DNA (Claveria-Gimeno et al., 2017).

» Dominio NTD (N-terminal domain; residuos 1-77): Em conjunto com o dominio ID,
aumenta a afinidade de ligacdo da regido MBD as regides metiladas e nao
metiladas do DNA (Claveria-Gimeno et al., 2017).

= Dois dominios CTD (C-terminal domains), sendo um CTD-a (residuos 311-355) e
outro CTDB (residuos 356-486): Os dominios CTD estdo relacionados com a
interacdo da MeCP2 com outras proteinas, sendo necessarios para mediar a
compactagao da cromatina (Hite et al., 2009).
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Figura 3 - Estrutura do gene MECPZ2 localizado em Xq28 e a proteina codificada
com seus respectivos dominios funcionais.
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Legenda: Gene MECP2 contendo 4 exons e as respectivas sequéncias codificadoras dos dominios
funcionais da proteina MeCP2. Proteina MeCP2 formada pelos seus 6 dominios funcionais.
Estrutura de transcri¢cdo para as isoformas MeCP2_E1 (gerada a partir da exclusdo do exon
2 e a sequéncia N-terminal é codificada pelo exon 1) e isoforma MeCP2_E2 (exon 1 n&o é
incluido e a sequéncia N-terminal é codificada pelo final do exon 2).

Fonte: A autora, 2018.
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A expressao da proteina MeCP2 se da em diferentes tecidos, estando altamente
expressa no cerebro (NCBI GEO database, 2017), principalmente em neurdnios pos-
mitoticos (Skene et al., 2010). Evidéncias sugerem que a MeCP2 seja necessaria para
a fungéo neuronal normal ao longo da vida (Nguyen et al., 2012). Tanto o aumento,
quanto a diminuicdo da expressao do gene MECP2 tém efeitos deletérios sobre a
formacédo dendritica, promovendo o desencadeamento de efeitos opostos na
transmissao sinaptica. Tal evidéncia demostra a importancia da manutencéo dos
niveis de MECP2 para a homeostase neuronal (Na et al., 2013). Diferentes
mecanismos de acao e interagdo da MeCP2 com outras proteinas ja foram elucidados.
A principio, a MeCP2 foi isolada a partir de regides com alta densidade de 5-
metilcitosina, estando em abundancia na heterocromatina (Claveria-Gimeno et al.,
2017). No entanto, mais recentemente estudos demonstraram sua capacidade de
ligacdo ao DNA nao metilado, sendo verificado que a afinidade por regides metiladas
€ aproximadamente trés vezes maior que por regides nao metiladas (Hansen et al.,
2010).

A atuagdo da MeCP2 na regulacdo transcricional de genes ocorre por
diferentes mecanismos (Figura 4). Inicialmente, a atuagdo da MeCP2 foi relacionada
com a repressao génica (Nan et al.,1997; Chahrour, et al., 2007) (Figura 4A). Neste
sentido, a MeCP2 se liga ao DNA metilado através de seu dominio MBD e interage
com histonas desacetilases (HDACs) e componentes dos complexos co-repressor
SIN3A (Paired amphipathic helix protein Sin3a), NCOR (nuclear receptor co-
repressor) e SMRT (silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor)
(Kokura et al., 2001; Stancheva et al., 2003; Lyst et al., 2013; Lyst & Bird, 2015). O
recrutamento do complexo NCOR-SMRT, que se liga ao dominio TRD da MeCP2, é
necessario para a ativagao das enzimas HDACs (Bienvenu & Chelly, 2006). Desta
maneira, as HDACs removem os grupamentos acetil dos residuos de lisina das
histonas, o que aumenta a afinidade dessas pelo DNA, promovendo a condensacao
da cromatina. Sendo assim, este processo impede o acesso dos fatores de
transcricdo as respectivas regides promotoras, levando, consequentemente, ao

silenciamento génico (Delcuve et al., 2012).



29

Posteriormente, a identificagdo de novos genes alvos da MeCP2 demonstrou sua
atuacao nos eventos de ativagao da transcricao génica (Figura 4B) (Yasui et al., 2007;
Chahrour et al., 2008) e processamento do RNA (Figura 4C) (Young et al., 2005).

Quanto a ativagéo génica (Figura 4B), foi verificado que em aproximadamente 69%
dos promotores, nos quais a MeCP2 estava ligada, havia aumento da transcrigao
génica (Chahrour et al., 2008). Em adicao, os sitios CpGs dos genes ativados pela
MeCP2 possuiam um menor nivel de metilagado e evidéncias indicaram que o maior
ativador transcricional associado a MeCP2 é o CREB1 (cAMP responsive element
binding protein 1) (Chahrour et al., 2008). Acredita-se que a proteina MeCP2 ative o
CREB1 nos promotores, recrutando os coativadores CBP (CREB-binding protein) e
p300, que possuem atividade histona acetiltransferase (HAT). Tal processo promove
a abertura da cromatina através da acetilacdo das histonas, o que diminui sua
afinidade pelo DNA e possibilita o acesso dos fatores de transcricdo. O complexo
formado pelos coativadores esta associado a RNA polimerase |l, promovendo assim
a ativagao da transcricdo dos genes alvos (Asahara et al., 2001).

A via alternativa para a ativagao génica pela MeCP2 esta relacionada com a 5-
hidroximetilcitosina (5hmc). A formacéo da Shmc se da a partir da oxidagdo da 5-
metilcitosina pela proteina Ten Eleven Translocation (TET). Os niveis globais de 5hmc
variam de acordo com o tecido em questao, sendo aproximadamente 10 vezes mais
abundante nos neurbénios do que em alguns tecidos periféricos (Kriaucionis and
Heintz, 2009; Munzel et al., 2010; Szulwach et al., 2011). A 5hmc é encontrada em
maior concentragao ao longo do corpo de genes que estdo altamente expressos e 0
principal ligante destes marcos epigenéticos no cérebro € a proteina MeCP2 (Mellen
et al., 2012). Sugere-se que a interagdo entre a MeCP2 e a 5hmc facilite a ativagao
da expressao génica, através da modulagdo da estrutura da cromatina, tornando-a
mais acessivel aos fatores de transcricao (Mellen et al., 2012).

Estudos de interacado indicaram a ligagdo da MeCP2 com proteinas envolvidas no
splicing alternativo, incluindo a proteina ligadora de Y-box 1 (YB-1), que é o principal
componente das particulas de ribonucleoproteinas mensageiras (MRNP) (Young et
al., 2005) (Figura 4C). No sistema nervoso central (SNC), o splicing alternativo se
mostra fundamental, sendo necessario para a formag¢ao da maior parte dos receptores
e dos canais de neurotransmissores (O’'Donovan & Darnell, 2001). Além disso, a
deplecdo da MeCP2 em cultura de neurbnios corticais é capaz de promover grandes
mudangas no splicing, confirmando seu papel neste processo (Cheng et al., 2017).
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Estudos mais recentes demonstraram que a metilacdo do DNA é capaz de recrutar a
MeCP2 para os exons, promovendo o reconhecimento e a inclusdo desses
(Maunakea et al., 2013). Em adigéo ao processo de metilagdo, a MeCP2 ¢ crucial para
0 processo de inclusao e exclusao dos exons mediado pelas modificagdes de histonas
H3K4me3 e H3K36me3, que promovem respectivamente a inclusdo e a excluséo de
exons, tendo em vista que a H3K4me3 mostrou-se altamente enriquecida em exons
reprimidos, enquanto que a H3K36me3 foi enriquecida em exons induzidos pela
MeCP2 (Cheng et al., 2017). A associagdo da MeCP2 com importantes proteinas
reguladoras de spicing (YB-1, FBP11 e HYPC), com fatores de transcricado e marcas
epigenéticas indicam que a MeCP2 poderia atuar na tradu¢cdo das modificagdes
epigenéticas, guiando os fatores reguladores de splicing durante o processo (Young
et al., 2005; Cheng et al., 2017).
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Figura 4 — Mecanismos moleculares de atuag&o da proteina MeCP2.
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Legenda: Resumo das fungdes da proteina MeCP2. (A) O processo de repressao transcricional pela
MeCP2 ocorre através da compactagdo da cromatina, por meio do recrutamento dos
complexos correpressores NCOR-SMRT e Sin3a que interagem com histonas
desacetilases. (B) A proteina MeCP2 promove a ativagdo génica por meio da ativagdo do
CREB1 nos promotores, recrutando os coativadores CBP e p300, que possuem atividade de
HAT. Tal processo promove a abertura da cromatina através da acetilagao das histonas. O
outro mecanismo esta relacionado a ligacdo da MeCP2 a 5Shmc. Tal ligacéo facilita a ativagéo
da expressao génica, através da modulagéo da estrutura da cromatina, tornando-a mais
acessivel aos fatores de transcrigéo. (C) A atuagéo no processo de splicing alterativo através
da interagdo com proteinas envolvidas no processo, incluindo a proteina YB-1, que é o
principal componente das particulas de ribonucleoproteinas mensageiras.

Fonte: A autora, 2018.
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Mutagoes no gene MECP2

Mutacbes no gene MECP2 foram primeiramente relacionadas com o
desenvolvimento da sindrome de Rett. Esta condicdo ocorre quase que
exclusivamente em mulheres, tendo uma prevaléncia estimada em 1/10.000 dos
nascimentos vivos entre individuos do sexo feminino (Trappe et al., 2001). A sindrome
€ caracterizada pelo desenvolvimento normal da crianga até os 6 a 18 meses de idade
seguido da desaceleragdo do crescimento craniano e regresséo da linguagem e das
habilidades cognitivas, sociais e motoras adquiridas (Lombardi et al., 2015). Mutagdes
no gene MECPZ2 sao responsaveis por mais de 95% dos casos classicos da sindrome,
entre as quais a maioria é de novo, ocorrendo na linhagem germinativa paterna
(Chahrour & Zoghbi, 2007).

Inicialmente, foi postulado que a sindrome de Rett acometia exclusivamente as
mulheres, sendo as mutagdes recorrentes no gene MECP?2, letais em homens, devido
a sua hemizigose para genes do cromossomo X (Trappe et al., 2001). No entanto,
estudos subsequentes demonstraram que homens portadores de mutagdes no gene
MECPZ2 eram viaveis (Orrico et al., 2000). Esses individuos apresentam uma grande
diversidade fenotipica decorrente de um amplo espectro de disturbios do
desenvolvimento neuroldgico, incluindo a DI e encefalopatias (Van Esch et al., 2005).
Diferente do que ocorre no sexo feminino, as mutacgdes identificadas no gene MECP2
em homens, ndo promovem a perda total de fungdo da proteina e ocorrem em raras
circunstancias como mosaicismo somatico e em co-ocorréncia com a sindrome de
Klinefelter (47,XXY) (Lyst & Bird, 2015).

Nesse contexto, a analise de segregacao da mutacao p.A140V no gene MECP2
em uma familia portadora de DI severa possibilitou a identificacao dessa alteragcdo em
mulheres e homens, indicando o MECP2 como um gene envolvido na DILX em ambos
os sexos (Orrico et al., 2000). Tal estudo, foi o primeiro a demostrar que mutag¢des no
gene MECP2 sao capazes de gerar comprometimento neurolégico em homens
adultos. O perfil clinico dos homens portadores de mutagbes no gene MECP2 é
complexo e compreende a forma de DI grave associada a epilepsia, ataxia, tremor,
hiperatividade, autismo e bipolaridade ou esquizofrenia juvenil (Chahrour & Zoghbi,
2007). A identificacdo de outras mutagdes de sequéncia responsaveis pelo

desenvolvimento da DI em individuos do sexo masculino fez com que alteragdes
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nesse gene fossem consideradas causas frequentes da doenga, sendo estimadas em
aproximadamente 2% dos casos de DI idiopatica (Couvert et al., 2001). No entanto,
estudos posteriores revelaram que tais mutagdes sdo menos comuns do que havia
sido postulado (Yntema et al., 2002; Bourdon et al., 2003). Tal como ocorre na
sindrome de Rett, a maior parte das mutagbes patogénicas no gene MECP2
identificadas em homens portadores de DI ocorrem dentro ou perto da sequéncia
codificadora do dominio MBD e CTD (RettBASE, 2017). Tais alteragdes geram a perda
ou comprometimento da fungao da MeCP2, através de seu truncamento, dobramento
anormal ou pela reducdo da afinidade de ligagdo aos seus alvos (Bienvenu & Chelly,
2006).

Variagao do numero de cépias e o gene MECP2

Durante a ultima década, o advento da tecnologia de array-CGH, possibilitou a
identificacdo de microdelecbes e microduplicagbes (alteragbes numeéricas
submicroscopicas) como a causa genética de diferentes condigbes do
neurodesenvolvimento. Tais alteragdes sdo conhecidas como variagdo no numero de
copias (VNC) e diferem quanto ao tamanho, envolvendo desde aproximadamente 100
pb até segmentos de DNA de megabases, podendo ser herdadas ou de novo (novas
mutagdes) (Carvalho & Lupski, 2016).

Por meio da técnica de PCR em tempo real quantitativo, Meins e colaboradores
(2005) foram os primeiros a caracterizar uma duplicagdao submicroscépica envolvendo
todo o gene MECP2 em um menino portador de DI severa. A partir desse trabalho,
através da técnica de array-CGH, outros relatos na literatura confirmaram a relacao
de VNCs do gene MECP2 com o desenvolvimento da DI (Van esch et al., 2005; del
Gaudio et al., 2006; Lugtenberg et al., 2009). Ademais, foi demonstrado que essas
duplicacbes no sexo masculino levam a fendtipos progressivos de disturbios
neurolégicos severos (Chahrour & Zoghbi, 2007).

As VNCs em Xg28 envolvendo o gene MECP2 sao classificadas como néo-
recorrentes por possuirem pontos de quebra (local em que a sequéncia se difere ao
genoma de referéncia) em regides distintas (Figura 5B e C), apresentando assim

tamanho e conteudo génico unicos entre individuos ndo aparentados (Bauters et al.,
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2008). As VNCs nao recorrentes associadas a desordens gendmicas apresentam
sitios de microhomologia nos pontos de juncdo. Além disso, alguns rearranjos desse
tipo sdo delimitados por repeticbes de baixo numero de copias (LCRs) que se
encontram invertidas e medeiam a formacado de rearranjos constituidos por um
segmento triplicado invertido entre dois segmentos duplicados (DUP-TRP/INV-DUP)
(Carvalho et al., 2011). Tais rearranjos, quando alinhados, demonstram uma regiao
de sobreposicdo minima (SRO) entre individuos, levando a fendtipos em comum
(Carvalho et al., 2009). Por outro lado, os rearranjos recorrentes (Figura 5A) possuem
pontos de quebra agrupados, onde em suas imediagdes sdo observados LCRs que
levam a formacao de VNCs pelo mecanismo de recombinagdo homologa n&o alélica
(NAHR) (Harel & Lupski, 2017).
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Figura 5 - Rearranjos gendmicos recorrentes e nao recorrentes.

Legenda: Configuragdo estrutural dos rearranjos recorrentes e nao recorrentes. (A) Rearranjos
recorrentes com tamanhos em comum, apresentando os mesmos pontos de quebra. (B)
Rearranjos ndo recorrentes apresentando tamanhos Unicos, mas possuem uma regiao de
sobreposicdo minima (SRO) delimitada pelas linhas tracejadas. (C) Rearranjos nao
recorrentes delimitados por regides de baixo numero de coépias (LCR), representados por
uma duplicacédo seguida de um segmento triplicado inserido em orientacédo invertida e de
um outro segmento duplicado (DUP-TRP/INV-DUP). Tais rearranjos possuem uma
sobreposigao limitada aos pontos de quebra referentes aos pares de LCRs invertidas

Fonte: A autora, 2018.

Estudos de analise de sequéncia, demonstraram que os rearranjos envolvendo
0 gene MECPZ2 sao complexos (rearranjos com multiplos pontos de quebra que se
justapdem a segmentos gendmicos discretos), apresentando, na maior parte dos
casos, a arquitetura DUP-TRP/INV-DUP (Carvalho et al., 2009). A regidao onde o gene
MECP2 esta localizado possui uma grande quantidade de sitios de microhomologia
(2-15pb) e LCRs invertidas em suas proximidades, propiciando a geragao de VNCs
por mecanismos de replicagao (Carvalho et al., 2011). Tais observagdes permitiram a
geracgao da hipétese de que os rearranjos envolvendo o gene MECPZ2 surjam a partir
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de mecanismos de replicagdo mediados por microhomologia, sendo eles o FoSTeS
(troca de forquilha de replicacdo) e o MMBIR (Replicagdo induzida por quebra
mediada por microhomologia) (Carvalho et al., 2009).

As consequéncias fenotipicas geradas pelas VNCs se sucedem por meio de
diferentes mecanismos moleculares (Figura 6) (Carvalho & Lupski, 2016). No entanto,
o principal efeito gerado por esses rearranjos no gene MECP2 esta relacionado com
a dosagem génica, no qual a alteragdo de copias promove a desregulagcdo da
expressdo, sendo o MECPZ2 um gene sensivel a dosagem (genes que apresentam
expressdo estritamente controlada). Nesse mecanismo, as microduplicagdes
observadas em individuos portadores de DI, promovem o aumento de expresséo da
proteina MeCP2 (Rice & McLysaght, 2016).

Alternativamente, mecanismos adicionais podem ser gerados pelas VNCs.
Primeiramente, a VNC pode promover a interrupgdo génica através da perda de
funcao ou inativacdo do gene (Harel & Lupski, 2017). Além disso, uma VNC pode levar
a fusdo de genes contidos nos pontos de quebra, gerando um novo gene funcional.
Outro mecanismo esta relacionado com o efeito de posi¢ao, em que os elementos de
regulagdo a montante e a jusante devem estar posicionados de forma adequada para
a regulagao génica apropriada. No entanto, a formagédo de VNCs é capaz de alterar
essas sequéncias, gerando o rompimento do gene (Rice & McLysaght, 2016). O ultimo
mecanismo conhecido envolve o desmascaramento de uma mutagao recessiva ou

polimorfismos adicionais presentes no cromossomo homadlogo (Harel & Lupski, 2017).
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Figura 6 - Efeitos fenotipicos gerados pelas VNCs.

X

Legenda: (A) VNCs em genes sensiveis a dosagem promovem a geragao dos fendtipos a partir do
aumento do numero de copias. (B) A interrupgdo génica pode levar a perda de fungéo ou
inativagdo completa desse gene, provocando a sua perda de expresséao. (C) O processo de
fusao génica pode ocorrer quando pontos de quebra de VNCs se encontram em paralogos
de familias génicas ou entre familias génicas, caso o quadro de leitura ndo tenha sido
alterado. (D) O efeito de posigao esta relacionado a presenga de VNCs que levam a exclusao
de elementos regulatérios dos genes, tal como os promotores e motivos reguladores de
splicing. (E) O desmascaramento de uma mutagéo ocorre a partir da delegédo de elementos
necessarios para a comunicagao entre os alelos, que acaba por desmascarar uma mutagao
recessiva ou polimorfismos adicionais presentes no cromossomo homaélogo.

Fonte: Baseado em Harel & Lupski, 2017.
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Considerando que a DI apresenta uma elevada heterogeneidade genética,
atribuida a grande gama de genes ligados a neuropatologia, uma parcela substancial
dos casos ainda permanece sem diagnostico molecular estabelecido, revelando que
muitos mecanismos moleculares continuam desconhecidos. Por conseguinte, € de
extrema valia a caracterizagdo da real contribuicdo de VNCs no gene MECP2 e os
respectivos mecanismos de formacéo de tais rearranjos, para o desenvolvimento da

DI em nossa populagao.
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1 OBJETIVOS

Objetivo geral

e Avaliar a frequéncia de VNCs no gene MECP2 em uma amostra ampla de

individuos do sexo masculino ndo aparentados portadores de DI idiopatica.

Objetivos especificos

e Avaliar a extensdo das VNCs identificadas e a segregacdo das mutagdes
encontradas, bem como o padrao de inativagdo do cromossomo X nas maes dos
portadores de VNCs, de modo a caracterizar o papel de microduplicagdes no gene
MECP2 nos casos de DI,

e Determinar os niveis de expressdo do gene MECPZ2 nos pacientes que exibiram

alteracao do numero de copias génicas;

e Correlacionar as VNCs encontradas com o fenoétipo dos individuos avaliados.
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2 METODOLOGIA

2.1 Consideragoes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CAAE 46769315.5.0000.5259) e todos os
procedimentos adotados seguiram as normas éticas da resolugédo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude. Neste contexto, todos os responsaveis pelos pacientes
envolvidos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, autorizando
formalmente a coleta do material biolégico para o estudo em questdo. As amostras de
DNA utilizadas estdo armazenadas no banco de amostras biolégicas localizado no
Servico de Genética Humana da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(SERVGEN - Regimento interno IBRAG no 001/2008), sob a responsabilidade da Prof@

Dr2 Cintia Barros Santos Reboucas.

2.2 Amostra analisada

Neste estudo, foram analisados 920 individuos do sexo masculino nao
aparentados portadores de DI idiopatica (faixa etaria no momento da coleta: 1-48
anos). O recrutamento dos pacientes ocorreu através de diferentes instituicbes
publicas de saude, entre elas o Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE/UERJ),
Hospital Universitario Gaffreé e Guinle (HUGG/UNIRIO), Instituto de Puericultura e
Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG/UFRJ) e o Instituto Fernandes Figueira
(IFF/FIOCRUZ). Os pacientes selecionados apresentaram resultados normais para
alteragcdes cromossémicas (bandeamento cromossémico GTG), com excecdo de
alguns pacientes que nao realizaram cariotipo, e para expansdes de trinucleotideos
CGG naregiao 5 UTR do gene FMR1. Além disto, parte da amostra foi analisada para
outros genes relacionados a DI, tais como: AFF2, ARX, KDM5C, HUWE1, OPHN1,

nao tendo sido identificadas alteragdes patogénicas.
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2.3 Coleta de material biolégico e extragdao do DNA

A coleta do sangue periférico foi conduzida por um técnico em analises clinicas,
seguindo condi¢des de plena assepsia. Foram coletados 5 mL de sangue periférico
acondicionados em tubos vacutainer contendo anticoagulante acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA).

Tendo em vista que a coleta do material biolégico ocorreu entre os anos de
1994 até 2016, diferentes metodologias foram empregadas para a extracdo do DNA
gendmico. Tais metodologias incluiram o processo de salting out (Miller et al., 1988)
e kits comerciais (QIAamp Mini kit, Qiagen; Gentra Puregene Blood kit, Qiagen; Blood
Extraction kit, GE Healthcare; Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Promega),

seguindo o protocolo estabelecido pelas respectivas empresas.

2.4 Estimativa da concentracao e integridade do DNA

A avaliagédo da integridade do DNA extraido foi realizada por eletroforese em
gel de agarose na concentragao de 0,8% (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., USA)
em solucao tampao TBE 1X [Tris 89 mM (GE HEALTHCARE, GBR), acido bdrico 89
mM (MERCK, GER), EDTA 2 mM (GE HEALTHCARE)]. As amostras foram
preparadas adicionando-se uma aliquota de 1,0 yL de DNA gendmico a 1,0 yL de
loading buffer [azul de bromofenol 0,25% (GE HEALTHCARE), xileno cianol 0,25%
(GE HEALTHCARE), glicerol 30% (ISOFAR, BRA)], 1,0 uL de GelRed™
(UNISCIENCE, USA) e 8,0 uL de agua MilliQ. Apds o preparo, as amostras foram
submetidas a eletroforese por 1 hora a 60 V, em uma cuba horizontal [MultiSUB
(UNISCIENCE)], empregando-se como tampao de corrida TBE 1X [Tris 89 mM (GE
HEALTHCARE), acido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE HEALTHCARE)]. A
visualizacdo do DNA gendmicofoi realizada em um fotodocumentador de luz
ultravioleta (L-PIX ex, LOCCUS BIOTECNOLOGIA, BRA). A intensidade e a
integridade das amostras de DNA foram comparadas com o padrdo de DNA de
Bacteriéfago A de 100 ng/puL (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.).
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A concentracdo estimada das amostras de DNA foi executada no
espectrofotdbmetro modelo NanoDrop Lite (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.). Para
a realizagdo da quantificagédo, o equipamento foi configurado para DNA, ensaio double
strand. Anteriormente ao inicio do processo, foi realizada a calibragao do equipamento
utilizando-se como branco 1,0 pL de tampéao TE [Tris 10 mM (GE HEALTHCARE), HCI
(MERCK), EDTA 1mM (GE HEALTHCARE), pH 7,4] ou os respectivos tampdes de
eluicado dos kits utilizados na extragcao de DNA das amostras. Posteriormente, 1,0 uL
da amostra foi colocado no pedestal do equipamento para a quantificagcdo do DNA. O
calculo da concentracdo da amostra, assim como, o grau de pureza (relagao
A260/A280; contaminacao por proteinas, fenois e carboidratos) foram estimados pelo

equipamento.

2.5 Analise de variagao no numero de cépias no gene MECP2

A detecgéao e a quantificacao de VNCs envolvendo o gene MECP2 foi realizada
através da metodologia de PCR em Tempo Real quantitativo pelo sistema TagMan®
Copy Number Assay (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.). Esta metodologia,
consiste em uma reagao duplex, na qual dois ensaios sao utilizados: TagMan® Copy
Number Assay e TagMan® Copy Number Reference Assay (figura 7). Cada ensaio é
composto por um par de oligonucleotideo e uma sonda marcada com fluoréforo,
especifica para a sequéncia de interesse. Nesse sentido, o ensaio TagMan® Copy
Number detecta VNCs no gene MECP2; no qual os oligonucleotideos pareiam em
uma regidao comum as duplicacdes ja encontradas e a sonda TagMan® MGB marcada
com fluoréforo FAM™ ¢é complementar ao segmento do exon 4 do gene MECP2
(sequéncia: 5-AGGGTCCTGGAGAAAAGTCCTGGGAAG-3)).

O ensaio RNase P Copy Number Reference (sonda TagMan® TAMRA™
marcada com fluoréforo VIC®) detecta a sequéncia do gene referéncia RPPH1. O
gene RPPH1 (situado em 14g11.2) é responsavel por codificar o ribonuclease P RNA
component H1, sendo esse um gene constitutivo e altamente conservado, que é
utilizado como gene de referéncia para as analises de quantificacdo de numeros de

copias génicas.
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Figura 7 - Quantificagdo de variagbes no numero de cépias envolvendo o gene

MECP2 pelo sistema TagMan® Copy Number Assays.

A. Componentes do ensaio Tagman Copy Number Componentes do ensaio Tagman Copy Number reference
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Legenda: (A) Os ensaios via sondas TagMan® sdo compostos pelos oligonucleotideos senso e anti-senso
e pelas sondas complementares aos respectivos alvos, marcadas com quencher (captador de
fluorescéncia) na extremidade 3’ e com o fluoréforo reporter na extremidade 5’. Enquanto o ensaio
TagMan® Copy Number detecta o gene MECP2 (sonda TagMan® MGB marcada com fluoréforo
FAM™), o ensaio TagMan® Copy Number Reference Assay detecta o gene RNase P (sonda
TagMan® TAMRA™ marcada com fluoréforo VIC®). (B) A fita molde de DNA é desnaturada e
cada oligonucleotideo e sonda se hibridizam em suas sequéncias complementares. Enquanto a
sonda esta intacta, o quencher presente na regido 3’ é capaz de captar a fluorescéncia emitida.
(C) Durante cada ciclo de PCR, as sequéncias alvo e referéncia sdo amplificadas
simultaneamente pela DNA polimerase AmpliTag® Gold, que por meio da sua atividade
exonucleasica 5—3’ degrada as sondas hibridizadas. Tal processo fara com que o fluoréforo
reporter se distancie do quencher e a fluorescéncia podera ser detectada pelo equipamento. A
medida que ha o acumulo do amplicon ao longo dos ciclos da PCR, ha o aumento de fluorescéncia
emitida.

Fonte: Thermo Fisher Scientific, 2010; com modificagoes.

Ao longo da PCR, ocorre o crescimento da emisséo de fluorescéncia devido ao
acumulo de produto especifico formado. O processo € monitorado em tempo real e a
emissao do sinal de fluorescéncia é proporcional a quantidade de produto formado em
cada ciclo, permitindo a geragéo de curvas de amplificagdo. A comparagao entre as
curvas de amplificacdo detectadas, é realizada para a quantificagao relativa do
numero de copias génicas nas amostras, para a qual se utiliza os valores do ciclo em

que a reagao atinge o limiar da fase exponencial, conhecido como cycle threshold (Ct).
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Para a realizacdo da técnica de PCR em tempo real quantitativa, todas as
amostras de DNA gendmico utilizadas foram diluidas a uma concentracéo de 5 ng. As
reagoes de amplificagao foram conduzidas em duplicatas em placas de 96 pogos, para
as quais se utilizou as condigdes reacionais estabelecidas pelo fabricante (Tabela 2).
Para cada reacgao realizada, além das amostras dos pacientes, foram utilizadas
amostras de DNA de dois controles normais, representados por dois individuos

intelectualmente saudaveis.

Tabela 2 - Condigbes reacionais para a PCR em tempo real quantitativa.

Reagente Volume

TagMan® Universal Master Mix
(THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.)

TagMan® Copy Number Assay;

5,0 pL

L
20X (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.) 0.5u
TagMan® Copy Number Reference Assay; 0.5 ul
20X (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.) O H
Agua ultrapura MilliQ q.s.p. 2,0 uL
DNA gendémico (5 ng/uL) 2,0 uL
Volume Final 10,0 uL

Fonte: A autora, 2018.

A PCR em tempo real quantitativa foi conduzida no equipamento 7500 FAST
Real-Time PCR System (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.), seguindo as
condicbes de corrida para o sistema TagMan® e analise Quantitation — Standard
Curve. As condicdes de ciclagem obedeceram as recomendacdes do fabricante num
programa padrao de 2 minuto a 50 °C, 10 minutos de desnaturagéo a 95 °C, seguido
por 40 ciclos de 15 segundos de desnaturacdo a 95 °C, 1 minuto de hibridizacao e
extensao a 60 °C. Os dados de Ct calculados pelo software do equipamento de PCR
em tempo real (7500 software- versao 2.0.6; THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.)
foram subsequentemente exportados para uma planilha do Excel (Microsoft®), onde

procederam as analises.
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Diferentes métodos s&o reconhecidos para relatar os dados de PCR em tempo
real quantitativo, incluindo a apresentacdo como quantificagdo absoluta ou relativa. A
quantificagao relativa se baseia na comparagéao entre os valores obtidos para um gene
alvo em relagao ao calibrador, que nesse estudo foi o grupo controle composto por
dois individuos cognitivamente normais do mesmo sexo que os individuos da amostra
em estudo. O método quantitativo utilizado para a analise dos dados foi o Ct
comparativo (AACt). Neste método, primeiramente é calculada a diferenga entre as
Cts para o gene referéncia e para o gene alvo, gerando um valor de ACt que é utilizado
para avaliar a diferenga entre as amostras experimentais e o grupo controle (AACt).
Subsequentemente, é avaliada a quantidade de alvo, normalizada para o gene
referéncia, em relagdo ao calibrador, por meio da férmula aritmética: 2-22°t, Foram
considerados alterados os pacientes que obtiveram valores de numero relativo de
coépias (fold difference) acima de 1,70; apresentando apds normalizagao com o gene

de referéncia duas copias do gene MECP2.

2.6 Avaliagao da expressao génica

2.6.1 Extracdo de RNA

A expressédo do gene MECPZ2 foi avaliada por meio da conversao do RNA em
cDNA (DNA complementar), nos pacientes portadores de duplicagdo e suas maes que
estavam disponiveis para a coleta de material biolégico. O RNA total foi extraido a
partir do sangue periférico, seguindo o0 mesmo protocolo de coleta descrito no item
2.3. Para este experimento, foram adicionados 500 pL de sangue periférico total em
tubos contendo 1,3 mL de solugdo RNA/ater (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.)
para a conservagao do RNA até o processo de extragao.

A extracdo do RNA se procedeu pelo kit RiboPure™-Blood Kit, segundo o
protocolo estabelecido pelo fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.). As
amostras conservadas em RNAl/ater foram centrifugadas a 16.000 rpm por 1 minuto
(EPPENDORF; GER) e o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados

800 pL de solucgéo de lise (Lysis Solution) e 50 pL de acetato de sodio e as amostras
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foram misturadas vigorosamente até a completa homogeneizagdo da solugdo. As
amostras, foram adicionados 500 uL de fenol/cloroféormio e os tubos agitados por 30
segundos, sendo posteriormente mantidos em temperatura ambiente por 5 minutos.
ApoOs este periodo, foi realizada a centrifugagdo das amostras a 16.000 rpm por 1
minuto (EPPENDORF) e o sobrenadante foi transferido para novos tubos. Foi
adicionado metade do volume do sobrenadante de etanol absoluto e, entdo, a solucéo
foi vortexada (KASVI, BR) 3 vezes por 5 segundos para a homogeneizagao completa,
seguido de spin de 1 segundo. Posteriormente, 700 pL da solugéo foram transferidos
para novos tubos coletores contendo coluna com filtro, seguido de centrifugagao
(EPPENDORF) a 16.000 rpm por 10 segundos. O precipitado foi descartado, as
colunas foram recolocadas nos tubos coletores e novamente centrifugadas
rapidamente (EPPENDORF). Tal processo foi repetido até que todo volume de cada
tubo fosse esgotado. Subsequentemente, foram adicionados 700 uL de solucdo de
lavagem 1 (Wash Solution 1) e o tubo foi centrifugado (EPPENDORF) a 16.000 rpm
por 10 segundos, descartando-se o precipitado. O segundo processo de lavagem foi
realizado através da adicao de 700 uL de solugao de lavagem 2/3 (Wash Solution 2/3),
o tubo foi centrifugado (EPPENDORF) a 16.000 rpm por 10 segundos e o precipitado
foi descartado. Tal processo foi repetido adicionando uma segunda aliquota de 700
ML de solucdo de lavagem 2/3 (Wash Solution 2/3). A centrifugagdo das amostras a
16.000 rpm por 1 minuto se procedeu para a retirada de residuos da solugcédo de
lavagem restante nas colunas. Foram adicionados 50 UL de solugéo de eluigdo a 75
°C no centro das colunas e os tubos foram deixados em temperatura ambiente por 30
segundos, seguido da centrifugagdo (EPPENDORF) a 7.000 rpm por 30 segundos e
descarte das colunas.

A fim de remover contaminantes adicionais de DNA genémico do RNA eluido,
foi realizada a etapa de tratamento com DNase |. Foram adicionados 2,5 pL de tampao
de DNase 20X e 1,0 yL de DNase | (8 U/uL) a amostra extraida, seguido da inversao
do tubo para a completa homogeneizagdo e incubacdo a 37 °C por 30 minutos.
Posteriormente, se adicionou 10 yL de reagente de inativagcdo da DNase e, entdo, o
tubo foi agitado e deixado em temperatura ambiente por 2 minutos. Posteriormente,
os tubos foram centrifugados a 16.000 rpm por 1 minuto para a separagao das fases
contendo a DNase e o RNA. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo
tubo, o qual foi armazenado a -20 °C até a utilizagao.
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2.6.2 Estimativa da concentracdo de RNA

A estimativa da concentragéo e integridade das amostras de RNA foi executada
de forma semelhante ao método descrito no item 2.4, para a analise de DNA. Para a
realizacdo da quantificagéo, o equipamento foi configurado para RNA e amostras que
apresentaram relacdo 260/280 préximas a 2,0 prosseguiram para a etapa de

conversao em cDNA.

2.6.3 Transcricido Reversa

Para a sintese de cDNA a partir do RNA extraido, foi utilizado o sistema
SuperScript® Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (THERMO FISHER
SCIENTIFIC INC.), obedecendo o protocolo proposto pelo fabricante.

A reacédo para a geracao de cDNA foi preparada a partir da adigao de 800 ng
de RNA total ao mix 1 (Tabela 3), seguido da incubagéo a 65 °C por 5 minutos no
termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (THERMO FISHER INC.), e insergdo no
gelo por no minimo 1 minuto. Posteriormente, o mix de sintese de cDNA foi preparado
através das condi¢des reacionais especificadas na Tabela 4, sendo adicionado ao mix
1. A reacao foi entdo incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e
posteriormente processada no termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler,
(THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.) com a condi¢cao de ciclagem: 50 °C por 50
minutos e 85 °C por 5 minutos. Apds essa etapa, as amostras de cDNA foram
rapidamente centrifugadas (EPPENDORF) e 1 uL de RNAse H foi adicionado em cada

tubo, os quais foram incubados a 37 °C por 20 minutos.
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Tabela 3 — Condigdes reacionais utilizadas para a preparagao do mix 1.

Reagente Volume
Oligo dt; 50 uM 1L
DNTP mix; 10 mM 1L
RNA (20-25 ng/pL) 8 pL
Volume Final 10 L

Fonte: A autora, 2018.

Tabela 4 - Condi¢des reacionais utilizadas para a preparagao do mix de sintese de

cDNA.
Reagente Volume
RT buffer; 10X 2 uL
MgCl2; 25 mM 4 uL
DTT; 0,1 M 2 L
RNase out; 40 U/pL 1L
SS Il RT; 200 U/uL 1L
Volume Final 10 uL

Fonte: A autora, 2018.

2.6.4 Analise da expressao relativa por PCR em tempo real quantitativo

A expressao génica foi analisada pela técnica de PCR em tempo real
quantitativo sistema SYBR™ Green (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.). O
SYBR™ Green € um composto que se intercala ao DNA dupla fita e, quando excitado,
emite fluorescéncia durante a reacdao de PCR. O aumento do amplicon formado
permite o crescimento da emissao de fluorescéncia por esse composto, possibilitando
a geracao de curvas de amplificacao para quantificacao relativa do numero de cépias
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génicas. Tal qual ocorre para o sistema TagMan® Copy Number Assays (THERMO
FISHER SCIENTIFIC INC.), a comparagao das curvas de amplificacao é feita pela
avaliagao do Ct.

A gPCR foi realizada em duplicata para cada paciente, utilizando-se o kit
SYBR™ Green PCR Master Mix (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.), com as
proporgdes sugeridas pelo fabricante (Tabela 5), no equipamento 7500 FAST Real-
Time PCR System (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.). Tais reagdes foram

submetidas as condi¢des de corrida padrao para o sistema SYBR™ Green.

Tabela 5 - Condigbes reacionais para o processo de gPCR por SYBR™ Green.

Reagente Volume
Oligonucleotideo senso 5 uM (IDT*) 1,25 L
Oligonucleotideo anti-senso 5 uM (IDT) 1,25 pL
SYBR™Green PCR Master Mix; 75Ul
2X (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.) ~ H

cDNA (2 ng/pL) 5,0 uL
Volume Final 15,0 uL

*INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES (IDT), EUA
Fonte: A autora, 2018.

A RT-gPCR foi realizada com oligonucleotideos descritos na Tabela 6. Além do
gene MECP2, foi avaliado o nivel de expressdo do gene GDP dissociation inhibitor 1
(GDI1) para um paciente cujo o rearranjo compreende esse gene, tendo em vista que
duplicagbes no mesmo estao relacionadas com a DILX. Os genes Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), Glucuronidase beta (GUSB) e actin beta (ACTB)
foram utilizados como genes de referéncia, por serem genes constitutivos, altamente
conservados, com expressao conhecidamente normal. Além disso, foram utilizados

como controles, amostras de cDNA de dois homens cognitivamente normais.
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Tabela 6 - Oligonucleotideos utilizados para a analise de expressao de cDNA por

qPCR.

Gene Oligonucleotideo Sequéncia Posif_;ﬁc.)
(5°-3’) Gendémica’

WECP2 EXons 2-3/F? GCTCCAACAGGATTCCATGGT chrX:154,092,205

Exons 2-3/R2 GAGGTCCTGGTCTTCTGACTTTTC  ¢hrX:154,032,530
GDH Exon 11/F3 CCTGCAACGACATCAAAGACA chrX:15,4442,566

Exon 11/R® TTTGCGCTTCATGTTCTCAAAG chrX:154,442,618
GAPDH EXOn 4/F! CCACCCATGGCAAATTCC chr12:6,536,706

Exon 4/R* TGGGATTTCCATTGATGACAAG chr12:6,536,753
Gusg EXons 2-3/F AGAGTGGTGCTGAGGATTGG chr7:65,980,249

Exons 2-3/R* CCCTCATGCTCTAGCGTGTC chr7:65,979,877
AcTB XN 3/F2 CACCCTGAAGTACCCCATCG chr7:5,529,310

Exon 3/R2 TGCCAGATTTTCTCCATGTCG chr7:5,529,264

1. Posicoes baseadas no Hg38
Fonte: 2Van Esch et al., 2005; 3Fieremans et al., 2014; “Froyen et al., 2012.

Para a analise dos dados, foram utilizadas as Cts calculadas pelo software do
préprio equipamento (Software 7500 - versao 2.0.6; Thermo Fisher Scientific Inc),

seguindo o mesmo procedimento descrito no item 2.5.

2.7 Determinacgao do padrao de inativagao do cromossomo X

Dentre as principais abordagens para analise de inativagdao do cromossomo X,
0 ensaio mais utilizado € o human androgen receptor assay (HUMARA) (Vacca et al.,
2017). O gene androgen receptor (AR) (localizado em Xg11-q12), possui uma regiao
de repeticées curtas em tandem (STR), representadas por CAG no exon 1, que se
localiza proximo a regido promotora do gene que contém ilhas CpGs. O padrao de
metilacdo dessas regides esta correlacionado com o processo de inativagdo do
cromossomo X, a qual é alvo para endonucleases sensiveis a metilagcdo. Além deste,
0 gene da retinitis pigmentosa 2 (RP2), localizado em Xp11.3, possui uma regido de

repeticio GAAA que apresenta um grande numero de sitios CpGs que estao
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diferencialmente metilados (Vacca et al., 2017). Recentemente, foi demostrado que o
padrdao de metilacdo do RP2 apresenta a mesma configuracdo do gene AR, sendo
entdo associado ao padréo de inativagdo do cromossomo X (XIC) (Machado et al.,
2014). Sendo assim, a combinac&o dos marcadores AR/RPZ2 se torna mais eficiente
para a analise de XIC, principalmente nos casos de homozigose para o marcador AR,
onde ndo se consegue determinar a proporgao de inativagao.

A determinagdo do padrao de inativagdo do cromossomo X se sucedeu por
ensaio de PCR com endonuclease de restricdo sensivel a metilagdo, que ira clivar o
segmento de DNA alvo no cromossomo X ativo (n&o metilado), mas ndo no
cromossomo X inativo (metilado).

Neste experimento, o processo de digestdo foi realizado com a enzima Hhal
(Haemophilus haemolyticus) (NEW ENGLAND BIOLAB, USA.), no qual foram
utilizados 200 ng de DNA gendmico (Tabela 7) para 1 uL de tampao CutSMART (10X)
(NEW ENGLAND BIOLAB) € 0,3 uL de enzima Hhal (20 U/uL). Adicionalmente, uma
reacao de controle foi feita, na qual o volume da enzima foi substituido por agua
ultrapura MilliQ. As reacgdes foram levadas ao termociclador (Veriti 96 Well Thermal
Cycler; THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.) por 2 horas, a 37 °C. A genotipagem do
DNA foi realizada através de ensaio quantitativo multiplex fluorescente da PCR (QF-
PCR), utilizando-se marcadores para os genes AR e RP2, sob as condicbes
reacionais descritas na Tabela 8. As condicbes de ciclagem utilizadas foram:
desnaturacao inicial a 95 °C por 11 minutos, seguida de 28 ciclos de desnaturagao a
94 °C por 1 minuto, anelamento a 59 °C por 1 minuto e extensao a 72 °C por 1 minuto;

e extenséo final 60 °C por 60 minutos.
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Tabela 7 - Condigbes reacionais para a realizagao da QF-PCR.

Reagentes Volume
Tampao de reagado 1X (BIOTOOLS, ESP) 2,5 uL
MgCl2; 2,0 mM (BIOTOOLS) 1,25 L
dNTPs; 200 pM (GE HEALTHCARE) 1,0 uL
Oligonucleotideo AR senso; 2 yM 2,5 L
Oligonucleotideo AR anti-senso; 2 pM 2,5 uL
Oligonucleotideo RP2 senso; 2 uM 2,5 L
Oligonucleotideo RP2 anti-senso; 2 uM 2,5 L
Tth DNA polimerase; 1 U/uL (BIOTOOLS) 1,0 uL
Agua ultra pura MilliQ q.s.p. 8,25 L
Produto da digestao 1,0 uL
Volume total 25 uL

Fonte: A autora, 2018.

A qualidade dos amplicons e o rendimento da reacéo foi verificada por meio da
técnica de eletroforese em gel de agarose 1% (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.),
para a qual 4,0 yL do produto de PCR foi adicionado a 2,0 yL de de GelRed™
(UNISCIENCE). A eletroforese foi conduzida a 80 V durante 30 minutos em cuba
horizontal [MultiSUB (UNISCIENCE)], utilizando como tampé&o de corrida o TBE 1X
[Tris 89 mM (GE HEALTHCARE), acido bérico 89mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE
HEALTHCARE)]. Apo6s a eletroforese, o gel foi visualizado no fotodocumentador L-
PIX ex (LOCCUS BIOTECNOLOGIA).

Posteriormente a etapa de PCR, 0,5 uL do produto de amplificagao foi inserido
na placa, juntamente com 0,1 yL do marcador LIZ 500 e 9,35 uL de formamida Hi Di
(THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.). Em seguida, a placa foi levada ao
termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler, THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.)
por 5 minutos a 95 °C para desnaturagdo e ao sequenciador automatico ABI 3130
(THERMO FISHER SCIENTIFIC INC.) para a separagao e deteccéao alélica.
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A analise dos dados gerados pela eletroforese capilar foi conduzida através do
software GeneMarker V2.6.2. A determinacdo do padrdo de inativagcdo do
cromossomo X nas células sanguineas foi estimada através do calculo descrito por
Busque et al., 2009. Visto que a metilagdo nos sitios alvos do DNA inibe a clivagem
pela endonuclease Hhal, somente os alelos que nao forem clivados serdao
amplificados, apds o processo de digestdo. A estimativa da proporc¢ao de inativagéo
de cada cromossomo X foi feita utilizando-se a proporgao entre a area sob o pico dos
alelos, apés clivagem com Hhal, ja que essa medida é inversamente proporcional a
porcentagem de células com o cromossomo X ativo (Grzesiuk et al., 2016). Foi

considerado como desvio de inativagao proporcoes >80%.

2.8 Analise de extensao das duplicagoes identificadas

A analise do conteudo génico envolvido nas duplicagdes identificadas se
sucedeu por meio de colaboracdo com a Profa Dra. Claudia M. B. Carvalho,
pesquisadora do Baylor College of Medicine (Estados Unidos), para a qual foram
enviadas as amostras de DNA gendmico dos pacientes portadores de duplicagdo no
gene MECP2 e de suas maes.

A extensdo das duplicagbées envolvendo o gene MECP?2 foi verificada através
da metodologia de array comparative genomic hybridization (array CGH) de alta
densidade. O microarray customizado 4X44K Agilent Technologies (USA) abrange 4,6
Mb em torno do MECP2 em Xq28, cobrindo a area situada em ChrX: 150,000,000-
154,600,000 (NCBI Build 36). O procedimento experimental foi conduzido conforme
descrito por Carvalho et al., 2009.

Os processos de preparo da amostra de DNA genémico e do microarray foram
realizados de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. A etapa inicial
consistiu na digestdo de 1,5 yg de DNA de pacientes e controles femininos e
masculinos, utilizando as enzimas de restricdo Alu | (5 U/uL) e Rsa | (5 U/uL)
(PROMEGA, USA), seguido da incubagao por 2 horas a 37 °C. A marcagao do DNA
foi realizada com os fluoroforos Cy5-dUTP para as amostras de pacientes e Cy3-dUTP
para as amostras referéncia, seguindo as instrugdes do fabricante (AGILENT
GENOMIC DNA Labeling Kit Plus, 5188-5309), as quais foram purificadas por meio
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da utilizagdo do Microcon Ym-30 filters (MILLIPORE CORPORATION, USA) e
posteriormente quantificadas no espectrofotometro NanoDrop. Para a etapa de
hibridizagéo, primeiramente as amostras foram combinadas com Human Cot-1 DNA®
(INVITROGEN CORPORATION, USA), utilizado para bloquear hibridizagdo nao
especifica no microarray, ao Agilent 10X Blocking Agent (minimiza a ligagdo nao
especifica) e Agilent hybridization buffer. A reagao foi desnaturada a 95 °C por 3
minutos, foi pré-incubada durante 30 minutos a 37 °C e o processo de hibridizagao ao
array ocorreu em uma camara de hibridizagao por 40 horas a 65 °C, sendo as laminas
posteriormente inseridas em uma estufa de rotacdo (AGILENT TECHNOLOGIES). As
ldaminas de array prosseguiram para o processo de lavagem utilizando as solugdes 1
e 2 (Agilent Wash solutions 1 and 2), acetonitrila (MERCK), e a solugéo de
estabilizagdo e secagem, de acordo com as condi¢gdes reacionais indicadas pelo
fabricante.

Os resultados gerados pela técnica de array-CGH foram digitalizados através
do GenePix 4000B Microarray Scanner (AXON INSTRUMENTS, GBR) e
posteriormente foram analisados, extraidos e tratados no Feature Extraction software
A.7.5.1 (AGILENT TECHNOLOGIES). A analise estatistica foi conduzida no software
CGH Analytics v3.1.28 (AGILENT TECHNOLOGIES), o qual permite detectar e
mapear as regides do genoma que exibem amplificagdo ou delecdo de um dado
segmento. O numero de copia genémica foi definido pela analise da média normal de
log2 (Cy5/Cy3) do sinal do array-CGH, no qual as regides com valor de 0,6 foram
consideradas duplicadas, enquanto que 1,2 foram consideradas triplicadas. Os dados
do array e as posicbes gendbmicas dos rearranjos foram analisados utilizando o

Genome Browser Gateway do UCSC hg18 (http://genome.ucsc.edu/).



55

3 RESULTADOS

3.1 Analise de variagao no numero de cépias no gene MECP2

Neste estudo, foi realizado o rastreamento de VNCs no gene MECPZ2 através
da técnica de PCR em tempo real quantitativo, em 920 pacientes portadores de DI
idiopatica. A amostra foi composta por individuos do sexo masculino (média de idade
no momento da coleta= 10 + 5,6 anos) residentes no Estado do Rio de Janeiro, os
quais apresentavam niveis de severidade da DI variando de leve a severa.
Inicialmente, a analise molecular possibilitou a identificacdo de seis individuos
portadores de duplicagéo (0,65%). No entanto, a confirmagao das duplicagdes a partir
da metodologia de array-CGH demostrou que trés individuos (0,33%) eram portadores
de duplicagdo em Xg28 envolvendo o gene MECP2 (pacientes 58, 565 e 4219). Os
outros trés pacientes eram portadores da sindrome de Klinefelter (47,XXY; pacientes
507 e 2771) e um era portador de aneuploidia (48,XXYY; paciente 597) (Figura 8).
Nestes trés casos falso-positivos, o cariétipo ndo havia sido realizado no momento da

coleta.

Figura 8 - Resultados do rastreamento de VNCs no gene MECP2.

Legenda: O grafico demostra o numero relativo de copias obtido para cada paciente (eixo y), estando
esses organizados em ordem crescente em relacdo aos seus respectivos numeros de
identificacao (eixo x). Foram considerados alterados os pacientes que obtiveram valores de
numero relativo de cépias acima de 1,7. Ao todo, foram identificados trés individuos
portadores de duplicagdo, os quais encontram-se destacados em vermelho.

Fonte: A autora, 2018.
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3.2 Descrigao clinica dos pacientes afetados

A etapa posterior a identificagdo dos individuos portadores de duplicagao no
gene MECP2 constituiu na reavaliagao clinica pelo geneticista clinico responsavel.
Este processo foi realizado com os pacientes cujas familias puderam ser contatadas,
tendo sido reavaliados os pacientes 565 e 4219. As caracteristicas aqui descritas para
o paciente 58 foram relatadas durante a primeira avaliagao clinica do mesmo pelo
geneticista clinico. As informacgdes clinicas dos pacientes encontram-se discriminadas
na Tabela 8.

Os heredogramas das familias dos pacientes portadores de duplicagao

encontram-se na figura 9.
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Tabela 8 - Comparacgéo entre as caracteristicas clinicas observadas nos individuos
portadores de duplicacao.

Pacientes

Caracteristicas clinicas 58 565 4219
Idade no momento da avaliagao 13 anos 25 anos 6 anos
Deficiéncia Intelectual severa + + +
Hipotonia ND + +
Atraso do desenvolvimento ND + +
motor
Espasticidade ND - +
Infecgdes respiratérias + + +
recorrentes
Atraso do desenvolvimento e

. + + +
comprometimento da fala
Comportamento autista + + +
Orelhas grandes + + +
Disfuncao da bexiga ND + +
Contato ocular pobre - + -
Déficit de atencao ND - +
Hiperatividade ND - +
Defensivo ao tato ND + -
Movimento estereotipado das + ) +
maos
Ansiedade ND + +
Temperamento docil ND + +
Perimetro cefalico aumentado + + +
Face alongada - + -
Fronte proeminente - + -
Flacidez ligamentar + - +

Legenda: ND- dados nao disponiveis; (+) presenca e (-) auséncia das caracteristicas clinicas.
Fonte: A autora, 2018.
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Figura 9 — Heredogramas das familias 58, 565 e 4219.
a) Familia 58

(b) Familia 565 (c) Familia 4219
2 1 3
'O o}
1 2 3 ‘ 4 5,77\ 6 7 e Y 8
| | Y i
O Du\p.XJqZS
I 1 2 3 *

/7 Dup.xq28

Legenda: As setas indicam os probandos de cada familia analisada, enquanto que os familiares disponiveis para avaliagdo molecular foram marcados com um
asterisco (*). As maes portadoras foram identificadas com um circulo preenchido por um ponto escuro.
Fonte: A autora, 2018.
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3.3 Analise de segregagao das duplicagées nas maes dos pacientes alterados

e inativagao do cromossomo X

A analise de segregacéao das duplicagdes no gene MECP2 e de inativagao do
cromossomo X foi conduzida nas méaes dos pacientes portadores da alteracdo que
estavam disponiveis (565A e 4219A).

3.3.1 Analise de segregacio das duplicacoes

O rastreamento das duplicagcdes nas méaes dos pacientes alterados demostrou
que a mae 565A apresentou um resultado normal, indicado pelo numero relativo de
copias igual a 1,17. Em contrapartida, a mae 4219A é portadora da duplicagao, tendo
essa apresentado um numero relativo de cépias igual a 1,52; o que configura a

presencga de 3 copias do gene MECP2 (Figura 10).

Figura 10 - Resultado da analise de segregacéo das alteragdes nas maes dos
pacientes portadores de duplicagao do gene MECP2.

Legenda: O grafico demostra o niumero relativo de copias obtido para as mées dos pacientes
alterados. Foram consideradas portadoras de duplicacado, as mulheres que exibiram
numero relativo de cépias maior que 1,3.

Fonte: A autora, 2018.
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3.3.2 Determinacao do padrio de inativacdo do cromossomo X

A andlise do padrao de inativagdo do cromossomo X foi conduzida nas méaes
565A e 4219A (Figura 11 e Tabela 9). A investigacdo demonstrou que méae 565A
apresentou uma razao de 24:76 para o marcador AR e 15:85 para o marcador RP2.
Enquanto que a raz&o obtida para o marcador RP2 representa desvio de inativagcao
do cromossomo X (>80%), para o marcador AR tal fato ndo foi verificado. A mée
4219A apresentou uma razao de 7:93 para o marcador AR e 95:5 para o marcador

RP2, indicando um desvio extremo de inativagdo do cromossomo X (>90%).
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Figura 11 - Resultados do ensaio de inativagdo do cromossomo X.

NN M JUI

[227 33725
Legenda: Eletroferogramas obtidos a partir da reagdo de digestdo pela endonuclease sensivel a
metilagdo Hhal em sitios dos genes AR e RP2, nas mées dos probandos identificados com
duplicacdo envolvendo o gene MECP2. (a) Amostra 565A: para o marcador RPZ2 foi verificado
desvio de inativagdo do cromossomo X, o que nao foi demonstrado pelo marcador AR (b)
Amostra 4219A: o resultado revelou um desvio extremo de inativagdo do cromossomo X.
Fonte: A autora, 2018.

Tabela 9 - Analise dos dados de inativacdo do cromossomo X.

Marcador AR Marcador RP2
Amostra
Genétipo Razao XCI Gendétipo Razao XCI
565A 212/226 24:76 361/372 15:85
4219A 227/246 7:93 368/372 95:5

Fonte: A autora, 2018.
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3.4 Analise de extensao das duplicagoes identificadas

A fim de determinar a extensdo do segmento duplicado, a posi¢do dos pontos
de quebra e o conteudo génico de cada duplicacao, foi realizada a técnica de array-
CGH customizado de alta densidade, abrangendo o gene MECPZ2 e regides
flanqueadoras em Xq28.

A analise demostrou que todas as duplicacdes identificadas se diferem quanto
ao tamanho, e, consequentemente, ao conteudo génico (Figura 12). Os rearranjos se
estenderam de 420 Kb a 2 Mb. A delimitagéo da regiao de sobreposi¢ao minima das
duplicagbes entre os pacientes, indicou uma regidao de aproximadamente 350 Kb, a
qual incluiu os genes IRAK1; MECP2; OPN1LM; TEX28; OPN1MW, TKTL1; FLNA;
EMD.

Figura 12 - Representacéo da regido gendmica que compreende 0s rearranjos
identificados em Xq28.

Legenda: Tamanho e conteldo génico envolvido nos rearranjos estdo identificados para cada
paciente portador. A barra azul indica a regido duplicada e a barra vermelha a regiao
triplicada. A regido minima de sobreposicdo (SRO) entre as duplicagbes identificadas nos
pacientes foi delimitada, demonstrando os genes em comum entre os individuos.

Fonte: A autora, 2018.
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3.4.1 Paciente 58

A analise desse paciente por array-CGH demonstrou que a duplicagcéo exibida
apresenta uma extensdo de aproximadamente 535 Kb (ChrX:152,791,169-
153,326,614) (figura 13a).

A cerca do conteudo génico envolvido no rearranjo, a avaliagcdo atraveés do
software online genome browser, revelou que o segmento duplicado corresponde a
uma regido de grande densidade génica. Considerando os pontos de quebra distais,
que compreendem os genes L1CAM e GDI1, 27 genes estdao envolvidos na

duplicacéo, além do gene MECPZ2 (figura 13b).
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Figura 13 - Mapeamento da extensdo e conteudo génico da duplicagao identificada
no paciente 58.

(a) Resultado da anaélise de array-CGH
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Legenda: (a) Os resultados da técnica de array-CGH sao representados em um grafico de disperséo, no
qual o eixo y representa a relagao log2 (Cy5/Cy3), enquanto o eixo x expressa as coordenadas
gendmicas no cromossomo X. As sondas em vermelho representam os pontos onde ha ganho
de cépia em relagdo ao grupo controle (duplicacdo- threshold de 0,6; triplicacédo- threshold de
1,2) e os pontos pretos s&o os resultados considerados normais. A area delimitada por setas
indica a posicdo gendmica aproximada dos pontos de quebra (inicio e término) da duplicacéo
(ChrX:152,791,169-153,326,614). Os gaps entre as linhas representam intervalos em que nao
foi possivel inferir o status do numero de copias, devido a uma fraca cobertura de sonda em
virtude da presenca de LCRs. (b) Representagéo do conteudo génico envolvido na duplicagédo
em Xq28 obtida no UCSC Genome Browser versdo Human March 2006 (NCBI36/hg18).

Fonte: A autora, 2018.
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3.4.2 Paciente 565

A anadlise de array de alta resolugdo do paciente supracitado, revelou que o
segmento duplicado em Xg28 apresenta aproximadamente 2 Mb de extensdo
(chrX:152,916,711-154,913,754) (Figura 14a). A cerca do conteudo génico presente
no rearranjo, tendo em vista que o segmento duplicado se estende do gene IRAK1 até
o teldmero, a regido com ganho de cépias apresenta uma grande densidade génica.
Ao todo, 56 genes incluindo o MECP2 estao envolvidos na duplicagao (Figura14b).

Ademais, além da duplicacdo, foi verificado que esse paciente possui uma
delecado na regiao pseudoautossémica 1 (PAR1) do cromossomo Y com extensao
equivalente a 697 Kb (chrY:1-697,574) (Figura 15a). Quanto ao segmento deletado
do cromossomo Y, foram identificados cinco genes (PLCXD1, BC033659, GTBP6,
PPP2R3B, SHOX) compreendidos em tal regiao (Figura 15b).



66

Figura 14 - Mapeamento da extensao e conteudo génico da duplicagao identificada no
paciente 565.

(a) Resultado da analise de array-CGH
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Legenda: (a) Os resultados da técnica de array-CGH sao representados em um grafico de disperséo,
no qual o eixo y representa a relagdo log2 (Cy5/Cy3), enquanto o eixo x expressa as
coordenadas genémicas no cromossomo X. As sondas em vermelho representam os pontos
onde ha ganho de copia em relagdo ao grupo controle (duplicagdo- threshold de 0,6;
triplicagéo- threshold de 1,2) e os pontos pretos sdo os resultados considerados normais. As
setas pretas indicam a posi¢cdo genémica aproximada dos pontos de quebra (inicio e término
da duplicacédo. Os gaps entre as linhas representam intervalos em que néo foi possivel inferir
o status do nimero de cépias, devido a uma fraca cobertura de sonda em virtude da presencga
de LCRs. (b) Representagao do contetido génico envolvido na duplicagdo em Xg28 obtida no

UCSC Genome Browser versdo Human March 2006 (NCBI36/hg18).
Fonte: A autora, 2018.
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Figura 15 - Identificacdo da delecao presente no cromossomo y e o conteudo génico
envolvido nesse rearranjo.

(a) Resultado da analise de array-CGH

ChrY:1-697,574

(b) Conteudo génico envolvido na dele¢gdo do cromossomo Y

chry ¢p11.32) [ ] ¥pii.2 B Yoii.221 [ vail.22s

Scale 200 kb} | hgis
chry: 5@, s08| 169, eve| 150, 00| 206, 098] 250, 00| 300, 000| 359, 000| 400, 008] 450, 008| 500, 080| 550, 000| 600, 008| 650, 080|
UCEC Genes (RefSeq, GenBank, tRNAsS & Comparative Genomics)

FLCKD1 ke FFP2R3E Hj SHOX =ph-Hr
PLCXKDL v FFPPERGE HiHl-——t———r] SHOK p=pbgerr]
BCO33659 0
GTFBFS |
GTFEFS HH

Legenda: (a) Os resultados da técnica de array-CGH sao representados em um grafico de dispersao, no
qual o eixo y representa a relagdo log2 (Cy5/Cy3), enquanto o eixo x expressa as coordenadas
gendmicas no cromossomo Y. As sondas em verde representam os pontos onde ha uma
diminuicdo de copia em relagdo ao grupo controle e os pontos pretos sao os resultados
considerados normais. A seta preta indica a posigdo genémica aproximada do término da
delegdo, a qual se estende por chrY:1-697,574. Os gaps entre as linhas representam
intervalos em que nao foi possivel inferir o status do nimero de cépias, devido a uma fraca
cobertura de sonda em virtude da presenca de LCRs. (b) Representagéo do contetudo génico
envolvido na delegdo no cromossomo Y obtida no UCSC Genome Browser versdo Human
March 2006 (NCBI36/hg18).

Fonte: A autora, 2018.
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3.4.3 Paciente 4219

A analise do paciente revelou que todo o segmento duplicado apresenta uma
extensdo de aproximadamente 420 Kb (ChrX:152,846,170-153,266,394), sendo essa
a menor duplicagao identificada entre os pacientes relatados nesse estudo. A regido
do rearranjo é formada por uma duplicagao intercalada com um segmento triplicado
(DUP-TRP/INV-DUP), onde a triplicagao representa uma sequéncia menor da regiao
alterada [ChrX: 153,157,753-153,221,909 (64 Kb)] (Figura 16a).

O conteudo génico envolvido no rearranjo foi identificado através da utilizagdo do
Genome Browser. Além do MECP2, mais oito genes estdo envolvidos na duplicagéo.
O primeiro segmento duplicado abrange os genes ARD1A, RENBP, HCFC1,
TMEM187, IRAK1, OPN1LW:, enquanto que o segundo segmento contém os genes
FLNA e EMD. Quanto ao conteudo génico compreendido no segmento triplicado ha
no total trés genes, sendo eles: TEX28, OPNT1MW e TKTL1 (Figura 16b).



69

Figura 16 - Mapeamento da extensdo e conteudo génico da duplicacao identificada
no paciente 4219.

(a) Resultado da anaélise de array-CGH
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Legenda: (a) Os resultados da técnica de array-CGH séo representados em um gréfico de disperséo, no
qual o eixo y representa a relagéo log2 (Cy5/Cy3), enquanto o eixo x expressa as coordenadas
gendmicas no cromossomo X. Os pontos em vermelho representam ganho de cépia em relagéao
ao grupo controle (duplicacéao- threshold de 0,6; triplicacéo- threshold de 1,2) e os pontos pretos
sdo os resultados considerados normais. As setas pretas indicam a posigdo gendmica
aproximada do inicio e término da duplicagdo. Os gaps entre as linhas representam intervalos
em que nao foi possivel inferir o status do nimero de copias, devido a uma fraca cobertura de
sonda em virtude da presenca de LCRs. (b) Representagcédo do conteudo génico envolvido na
duplicacdo de Xq28 obtida no UCSC Genome Browser versdo Human March 2006
(NCBI36/hg18).

Fonte: A autora, 2018.
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3.5 Analise de expressao

3.5.1 Analise de expressio do gene MECP2

O ensaio de expressdao do gene MECPZ2 foi conduzido através do cDNA em
células sanguineas dos probandos 565 e 4219 e da mae 4219A, portadora da
duplicacdo em Xq28. Para este fim, fez-se o uso da técnica de RT-gPCR pelo sistema
SYBR™ Green (Grafico 1). A analise revelou que o paciente 565 apresenta um
aumento de expressao relativa de 1,72 vezes em relagdo ao grupo controle (média
entre o fold difference obtido para os normalizadores). Em contrapartida, o paciente
4219, aparentemente, ndo apresentou o aumento de expressdao do gene MECP2
(média do fold difference= 1,15), exibindo resultados similares aos observados no
grupo controle. A mae 4219A que apresenta a duplicagao, exibiu niveis normais de
expressao (média do fold difference= 0,62) e € cognitivamente inalterada. O paciente
4219 e sua mae ainda nao retornaram para uma nova coleta de sangue e repeticéo

dos ensaios de qPCR.

Grafico 1 - Analise de expresséo do gene MECP2 pela técnica de RT-qPCR.

Legenda: Verificagdo dos niveis de expressdo dos pacientes 565, 4219 e 4219A comparados com dois
controles normais dos respectivos sexos. Os genes glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), beta glucuronidase (GUSB) e actin beta (ACTB) foram utilizados como genes de
referéncia. Os resultados sao apresentados na forma de média + desvio padrao das replicatas
experimentais.

Fonte: A autora, 2018.
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3.5.2 Analise de expressio do gene GDI/1

Tendo em vista que o paciente 565 apresenta um rearranjo que compreende o
gene GDI1, um gene de destaque relacionado com a DILX, foi conduzida a analise de
expressao desse gene. Os resultados obtidos demonstram um aumento de expresséao
relativa de 2,33 vezes em comparagdo com o grupo controle (média entre o fold

difference obtido para os normalizadores) (Grafico 2).

Grafico 2 — Analise de expressao do gene GDI1 pela técnica de RT-gPCR.
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Legenda: Verificagdo dos niveis de expressdo do paciente 565 comparado com dois
controles normais do mesmo sexo. Os genes glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), beta glucuronidase (GUSB) e actin beta (ACTB)
foram utilizados como genes de referéncia. Os resultados sdo apresentados na
forma de média £ desvio padrao das replicatas experimentais.

Fonte: A autora, 2018.
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4 DISCUSSAO

O genoma humano é estruturalmente dinamico e apresenta grande
variabilidade genética, manifestada sob a forma de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP), pequenos polimorfismos de inser¢cado-delecao (indels), sequéncias
repetitivas de numero variavel e variagbes estruturais (lafrate et al., 2004), que
incluem as VNCs. Aproximadamente 12-16% do genoma humano (Li & Olivier, 2013)
sao formados por VNCs, o que as tornam mais comuns que os SNPs (Harel & Lupski,
2017). As VNCs sao caracterizadas principalmente por delec¢des, duplicagdes ou
multiplicagbes de coépias de segmentos do DNA de um par de cromossomos
homodlogos (Carvalho & Lupski, 2016). Um total de 552.586 VNCs foram listadas no
banco de dados Database of Genomic Variant (DGV, 2018) e embora a maior parte
seja benigna, uma parcela substancial dessas € capaz de gerar consequéncias
funcionais, incluindo diferentes disturbios neurolégicos e do neurodesenvolvimento
(Carvalho & Lupski, 2016).

Estudos empregando whole-genome microarrays foram conduzidos a fim de
elucidar as causas submicroscopicas da DI, demonstrando um importante papel das
VNCs para o desenvolvimento da condicdo (Vissers et al., 2005). Ainda, o
rastreamento do cromossomo X revelou que as VNCs submicroscépicas patogénicas
sdo responsaveis por 5%—-15% dos casos de DI. Entre as regides do genoma com
maior susceptibilidade a formacgéao de tais rearranjos estao as regides Xp11.2 e Xq28,
sendo essa ultima, o locus do gene MECP2 (Whibley et al., 2010).

As duplicagdes envolvendo o gene MECP2 sdo os rearranjos mais comuns
relacionados com o desenvolvimento da DILX (Lugtenberg et al., 2009). Até o
momento, 200 casos de duplicagédo do gene MECP2 foram reportados na literatura (Yi
et al., 2016). Tais rearranjos ja foram descritos em homens e também em mulheres,
sendo consideradas 100% penetrantes para a DI em individuos do sexo masculino
(Na et al., 2013). A correlagao entre a patogenicidade das duplicagbes e os fendtipos
apresentados pelos pacientes afetados, levou ao estabelecimento de uma condi¢cao
clinica, que ficou conhecida como Sindrome da duplicagdo do MECP2 (Van Esch,
2012). As caracteristicas clinicas que sdo comumente observadas em individuos do

sexo masculino portadores dessa sindrome constituem na DI severa a profunda,
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atraso do desenvolvimento ou fala limitada, atraso do desenvolvimento motor,

hipotonia (100%) e predisposigao a infec¢des respiratorias (75%) (Van Esch, 2008).

4.1 Rastreamento de VNCs no gene MECP2

No presente estudo, a avaliagao da frequéncia de VNCs no gene MECP2 em
uma amostra de 920 pacientes com DI idiopatica foi conduzida por meio da
metodologia de PCR em tempo real quantitativo, utilizando o sistema TagMan. A
analise possibilitou a identificacdo de trés individuos portadores de duplicagdo no
gene MECP2, o que representa uma frequéncia de 0,33% (3/920). No entanto, tendo
em vista que a analise molecular foi realizada apenas no exon 4, ndo se pode excluir
a possibilidade de nao terem sido detectadas duplicacdes ou deleg¢des intragénicas
nos exons 1, 2 e 3; embora somente dois rearranjos no gene MECPZ2 desse tipo,
tenham sido relatados na literatura (Lugtenberg et al., 2009; Hanchard et al., 2012).

Apesar dos casos ja descritos na literatura, a incidéncia exata das duplicagdes
em individuos do sexo masculino ainda ndo é conhecida, pelo fato de analises nao
terem sido conduzidas na populagdo em geral. No entanto, estudos baseados em
array-CGH realizados nas populagdes norte americanas (del Gaudio et al., 2006) e
européias (Lugtenberg et al., 2009) indicam uma incidéncia que varia entre 1-2%.

A prevaléncia da duplicagdo do gene MECPZ2 depende basicamente dos
critérios de inclusdo na amostra [padrao de heranca (ligado ao X, familiar ou
esporadico); nivel de severidade da DI (branda, moderada ou severa); caracteristicas
clinicas além da DI e exclusdo de outras causas genéticas da DI], da metodologia
empregada para a analise molecular [array-CGH; MLPA (Multiplex ligation-dependent
probe amplification); qPCR] e do tamanho amostral. Sendo assim, quando sao
estabelecidos critérios de incluséo especificos, tal como a severidade fenotipica e um
padrdo de heranga ligado ao X, a frequéncia de deteccdo aumenta. Tal fato foi
observado no trabalho de Van Esch et al. (2005), no qual foram selecionados
individuos do sexo masculino portadores de DI e espasticidade progressiva, o que
possibilitou a observacdo de uma frequéncia igual a 17,6% na amostra (3/17). Além
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deste, Friez et al. (2006) demonstraram uma frequéncia equivalente a 11,8% (2/17), a
partir da selecéo de individuos do sexo masculino portadores de Dl ligada ao X.

A frequéncia de 0,33% de individuos portadores de duplicagéo envolvendo o
gene MECP?2 identificada em nosso estudo, que utilizou a presenca de DI idiopatica
como critério de inclusdo, se mostra compativel com as frequéncias detectadas nos
trabalhos realizados em amostras amplas que nao tiveram critérios de selecéo
especificos. O trabalho de Shao et al (2008), realizou o rastreamento de rearranjos
subteloméricos em um grande grupo amostral, ndo selecionado, composto por 5.380
individuos residentes nos Estados Unidos. Tais individuos apresentavam fendtipos
distintos, incluindo DI, disturbio do desenvolvimento, autismo, disturbio convulsivo e
outros disturbios comportamentais. Para este fim, foi empregada a tecnologia de array-
CGH de alta cobertura em regides subteloméricas, permitindo a identificacdo de 16
individuos (~0,30%) do sexo masculino, portadores de duplicagdo em Xq28
envolvendo o gene MECP2. No trabalho de revisao de Ramocki et al (2010), os autores
relatam que no laboratério de sua instituicao, por um periodo de 3 anos, foi realizado
como rotina para o diagndstico clinico o rastreamento por array-CGH de 4.683
individuos do sexo masculino, que possuiam as caracteristicas clinicas distintas como
atraso do desenvolvimento, DI, caracteristicas dismorficas, anomalias congénitas
multiplas, autismo, epilepsia, baixa estatura ou outros fendtipos correlatos. A analise
molecular destes pacientes revelou que 19 individuos eram portadores de duplicagao
no gene MECP2, demonstrando uma frequéncia de 0,41%. Além disso, por
comunicagao pessoal com a pesquisadora Sau Wai Cheung, os autores citam que a
analise conduzida em 600 individuos controle que eram parentes de meninos
portadores de duplicagdo do gene MECP2 nao detectou nenhuma duplicagdo nesse
gene.

O método de array-CGH, atualmente é considerado o teste inicial para a analise
molecular de pacientes com DI, por apresentar alto rendimento de diagndstico,
elevada resolugao e ser eficaz na identificacdo de rearranjos subteloméricos, tal como
as VNCs. No entanto, apesar de suas vantagens, a técnica ainda apresenta um
elevado custo e o processo de execugao é laborioso. Em relagao ao array-CGH, para
o rastreamento de alvos previamente estabelecidos, o PCR em tempo real quantitativo
possui um melhor custo-beneficio, tendo em vista que esse € menos dispendioso e
apresenta maior praticidade de execucdo. Além disso, tendo em vista que os
resultados identificados foram posteriormente confirmados por array-CGH, os dados
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gerados pelo presente estudo demonstram que o PCR em tempo real quantitativo por
TagMan® copy number assay é uma metodologia sensivel e segura para o

rastreamento de microduplicagdes.

4.2 Correlagao fenotipica e analise de extensao das duplicagdes identificadas

As duplicacdes envolvendo o gene MECPZ2 sao rearranjos grandes variando
entre 79,7 Kb a 15,5 Mb (zhang et al., 2015) e, na maior parte dos casos, envolvem
os genes adjacentes. Caracteristicamente, os rearranjos abrangendo o gene MECP2
sao classificados como nao-recorrentes, pelo fato de apresentarem pontos de quebra
em regides distintas, exibindo uma ampla variedade de tamanhos entre os individuos
afetados (Bauters et al., 2008; Carvalho et al., 2009). As duplica¢gdes envolvendo o
gene MECP?2, ja relatadas na literatura, apresentam uma regido de sobreposigéo
minima entre esses rearranjos que compreende somente os genes MECP2 e IRAK1
(Carvalho et al., 2009). Sendo assim, as caracteristicas clinicas compartilhadas entre
os portadores dos rearranjos sao devido a regiao de sobreposi¢ao minima, na qual os
mesmos genes se encontram afetados. Tal fato sugere que esses genes sejam os
causadores dos fenotipos apresentados pelos pacientes, sendo o gene MECP2 o
responsavel pelos fenétipos neuroldgicos (Chahrour et al., 2007). Enquanto isso, o
gene IRAKT1 (Interleukin 1 receptor associated kinase 1) codifica a proteina membro
das vias de sinalizagao do Toll-like receptor (TLR) e IL-1R, sendo esse um mediador
da sinalizacdo da imunidade inata e do controle da resposta imune adaptativa
(Gottipati et al., 2008). Achados recentes demonstram que o0 aumento da
suscetibilidade as infeccbes na sindrome da duplicagdo do MECP2 se deve
basicamente a deficiéncia de IgA/IlgG2, baixos niveis de anticorpos contra
pneumococos e respostas elevadas de fase aguda (Bauer et al., 2015).

A analise clinica dos pacientes portadores de duplicacdo em Xq28 envolvendo
0 gene MECP2 demonstrou que as caracteristicas clinicas estavam em concordancia
com dados anteriores da literatura (Van esch et al., 2005; Ramocki et al., 2010). Todos
os pacientes apresentaram DI severa, infeccdes respiratorias recorrentes, atraso da
fala, caracteristicas autisticas, perimetro cefdlico aumentado e orelhas grandes.

Ambos os pacientes 565 e 4219, nos quais a reavaliacdo clinica foi realizada
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apresentaram atraso no desenvolvimento motor, hipotonia, disfungdo da bexiga,
ansiedade e movimento estereotipado das méaos. Além disso, alteragdes no cerebelo
foram observadas no paciente 565, caracteristica essa que ja foi identificada em

outros pacientes portadores de duplicagdo no gene MECP2 (Van Esch, 2008).

4.2.1 Delimitacdo da extensdo das duplicacoes

A delimitagcdo dos pontos proximais e distais dos rearranjos demonstrou que
cada paciente possuia duplicagdes de tamanhos unicos, variando de 420 Kb a 2 Mb,
estando em concordéncia com dados da literatura sobre a natureza ndo recorrente
das duplicagdes envolvendo o gene MECP2. A determinacdo da regido de
sobreposi¢cao minima entre as duplicagdes dos pacientes aqui relatados, demonstrou
um segmento que abrange os genes MECP2, IRAK1, OPN1LW, TEX28, OPN1MW,
TKTL1, FLNA e EMD (Tabela 10).



Tabela 10 - Genes localizados na regiao de sobreposi¢ao minima das duplicagdes identificadas nos pacientes 58, 565 e 4219.

Simbolo do ~ T
Nome Funcao Associagao clinica
gene
interleukin 1 receptor Inducéo do inicio da resposta mune inata gysceptibilidade ao desenvolvimento de
IRAK1 : : P cpntra pat.oge.nosL estando er)voIV|do nas doengas infecciosas e desequilibrio da
associated kinase 1 vias de sinalizagdo do Toll-like receptor ta
(TLR) e IL-1R resposta imune
MethvI-CoG binding Li9acdo a regido metilada do DNA, ]
MECP2* rotei';v 2p I promovendo a regulagdo da transcrigdo Sindrome de Rett e DI
P génica
Opsin 1, long wave Pigmentos visuais que absorvem luz de Grau elevado de miopia sindrémica e nao-
OPN1LW . X A
sensitive comprimento de onda longo sindrébmica ligada ao X
TEX28 Testis expressed 28 N&o ha fungdo conhecida Nao ha fungdo conhecida
OPN1MW Ops”?. , medium wave P|gme_ntos visuais que ’apsorvem luz de Distrofia dos cones oculares
sensitive comprimento de onda médio
Participa da via das pentoses fosfato,
TKTL1 Transketolase like 1 através da catdlise de uma cetose de dois Sindrome de Wernicke-Korsakoff
carbonos para um aceptor de aldose
Associagao com as sindromes: heterotopias
Ancora proteinas transmembranares ao nodulares periventriculares, sindromes
FLNA® Filamin A mtoc;:squ(ej:leto de ?ctm? € serve com? uma  ntopalatodigitais, displasia frontometafisaria,
ponte ~ dé ~sinalizagao com  proteinas oy 4rome de Melnick-Needles e
citoplasmaticas ~ . . g
pseudoobstrugao intestinal idiopatica
congénita ligadas ao X
EMD Emerin Estabiliza e promove a formagao de uma Distrofia muscular de Emery-Dreifuss

rede nuclear de actina cortical

Legenda: *Genes que foram associados a DILX
Fonte: A autora, 2018.
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4211 Paciente 58

O paciente 58 apresentou uma duplicagdo simples com a extensao de 535 Kb.
A delimitagdo dos pontos de quebra do rearranjo demonstrou a presencga de 28 genes
compreendidos no segmento duplicado, o qual inclui, além do MECP2, outros genes
de destaque também relacionados a DILX, sendo esses o L1CAM, FLNA, RPL10 e o
GDI1. O gene L1CAM (L1 cell adhesion molecule) codifica a molécula de adesé&o
celular L1, que no SNC atua nos processos de migragdo de células neuronais,
sinaptogénese, proliferagcdo neuronal e sobrevivéncia celular (Otter et al., 2017).
Mutagbes patogénicas no gene L1CAM foram descritas em pacientes com um amplo
espectro de condigdes neuroldgicas e DI, dentre as quais as duplicagbes nesse locus
foram relacionadas ao desenvolvimento de hidrocefalia e outros fenétipos como a
sindrome MASA (DI, afasia, paraplegia espastica, polegares aductos), SPG1
(paraplegia espastica do tipo 1 hereditaria) e agenesia de corpo caloso (Adle-Biassette
etal., 2013).

Outro gene envolvido na duplicagcdo € o FLNA, o qual esta contido na regiao
SRO, sendo responsavel pela codificacdo da proteina filamina A, que se liga a actina
e promove o processo de remodelagem do citoesqueleto (Nakamura et al., 2011).
Mutagdes nesse gene afetam a migragdo neuronal por ndo induzir a reorganizagao da
actina (Bolduc et al., 2009). As sindromes associadas a mutagdes no gene FLNA
apresentam uma série de alteracbes esqueléticas severas, anomalias craniofaciais,
cardiacas, genitourinarias e intestinais e um amplo espectro de DI. As caracteristicas
do SNC incluem um amplo espectro de DI, hidrocefalia e hipoplasia cerebelar
(Stevenson et al., 2013).

O gene RPL10 (ribosomal protein L10) codifica a proteina 60S ribosomal
protein L10 (rpl10), componente da subunidade 60S do ribossomo (Brooks et al.,
2014). Inicialmente, o gene RPL 10 foi relacionado com o desenvolvimento de autismo,
e os individuos com mutag¢des neste gene podem ou nao apresentar a DI (Klauck et
al.,, 2006). No entanto, analises de familias com DILX, demonstraram mutacbes
patogénicas no gene RPL10 em individuos portadores de DI sindrédmica, os quais
apresentaram outras manifestagdes clinicas como atraso do desenvolvimento motor,
caracteristicas faciais como orelhas grandes, anomalias do sistema urogenital,

microcefalia e miopia moderada a grave (Thevenon et al., 2015).
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O terceiro gene corresponde ao GDI1 (GDP dissociation inhibitor 1), que é
altamente expresso no cérebro e codifica a proteina Rab GDP dissociation inhibitor
alpha (Rab GDI alpha). A proteina Rab GDI alpha regula o trafego de vesiculas, por
meio da recuperagao das proteinas Rab (familia de proteinas Ras-like GTPases) da
membrana apos um evento de transporte vesicular (Pereira-Leal & Seabra, 2001). O
gene GDI1 é sensivel a dosagem, desta maneira o equilibrio dos niveis da proteina
GDI1 é fundamental para que o trafego vesicular e a liberagdo de neurotransmissores
acontecam. Sendo assim, o aumento da dosagem também afeta o mecanismo Rab
GTPase, envolvido na sinalizagao das células neuronais (Vandewalle et al., 2009). A
relacdo de mutagdes no gene GDI1 com o desenvolvimento da DILX foi estabelecida
a partir da observacgao de tais alteragdes entre individuos de grandes familias, cuja a
unica manifestagao clinica era a DI. Ainda, os individuos do sexo masculino exibiram

DI variando de moderada a severa (Strobl-Wildemann et al., 2011).

4.2.1.2 Paciente 565

O paciente 565 exibiu a maior duplicagao entre os individuos detectados nesse
estudo. A duplicacdo em Xqg28 desse paciente foi gerada a partir de um evento de
translocacdo. As duplicacbes na regiao de Xg28 podem ocorrer a partir de uma
duplicacao intracromossémica ou através de uma translocacédo nao balanceada entre
Xq e Xp, ou entre Xq e o cromossomo Y (Breman et al., 2011). O surgimento de
rearranjos em Xq28 a partir do processo de translocacido € mais raro e, em geral,
estes rearranjos apresentam tamanhos maiores, variando entre 8 e 23 Mb. Além
disso, os fendtipos observados nesses pacientes séo severos (Van Esch, 2012).

O rearranjo apresentado pelo paciente 565 tem aproximadamente 2 Mb de
extensao e a delimitacdo dos pontos de quebra demonstrou a presenca de 56 genes
no segmento duplicado. Dentre os genes identificados, nove sao relacionados a DILX,
incluindo o MECP2 (FLNA, GDI1, RPL10, IKBKG, DKC1, RAB39B, CLIC2 e TMLHE).
Além dos genes FLNA, GDI1 e RPL10 cujas fungdes e associagdes clinicas foram
descritas anteriormente, o RAB39B também € um gene de destaque associado ao
desenvolvimento da DI. O gene RAB39B (RAB39B, member RAS oncogene Family)

gera a proteina de mesmo nome, membro da familia RAS-like GTPase, a qual atua no
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processo de regulagao do trafego vesicular (Mignogna et al., 2015). Recentemente,
foi demostrado que duplicagbes envolvendo esse gene promovem o aumento de
expressao génica, acarretando na diminui¢gado da ramificagdo de neurénios primarios
e do numero de terminais pré-sinapticos. Os pacientes portadores dessas duplicagdes
apresentaram DI leve a moderada, caracteristicas faciais brandas e problemas
comportamentais, como agressividade e dificuldade de socializagao (Vanmarsenille et
al., 2013).

Adicionalmente a duplicagao, o paciente 565 apresentou uma delegdo em Yp
na regidao PAR1, a qual abrange cinco genes (PLCXD1, BC033659, GTBP6,
PPP2R3B, SHOX). O unico gene envolvido no rearranjo relacionado com o
desenvolvimento de uma condi¢cdo € o SHOX (short stature homeobox) (Blaschke et
al., 2006). Considerando a multiplicidade de fatores genéticos que afetam o
crescimento, o gene SHOX desempenha um papel importante na formacédo e
desenvolvimento do tecido 6sseo. O gene SHOX é sensivel a dosagem (Binder &
Rappold, 2005), sendo assim dele¢des e mutagdes que levem a perda de funcéo da
proteina resultam na desordem da deficiéncia de SHOX, que causa insuficiéncia de
crescimento, baixa estatura idiopatica, Sindrome Léri—Weill caracterizadas pela
deformidade de Madelung e alteragcbes esqueléticas menos especificas (Binder,
2011).

4.2.1.3 Paciente 4219

O paciente 4219 apresentou a menor duplicagéo entre os pacientes relatados.
O rearranjo exibido é complexo, apresentando um segmento triplicado incorporado
entre as duplicacdes, o qual foi inserido um uma orientacéo invertida em relacéo ao
genoma de referéncia (DUP-TRP/INV-DUP). Somente esse paciente apresentou um
rearranjo com tal configuracédo, dentre os descritos no presente estudo. O primeiro
segmento duplicado apresenta aproximadamente 227 Kb, no qual o gene MECP2 esta
contido junto com mais seis genes (ARD1A, RENBP, HCFC1, TMEM187, IRAK1,
OPN1LW), enquanto que o segundo segmento € menor, ~44 Kb, e abrange dois

genes (FLNA; EMD). O segmento triplicado se estende por 64 Kb, envolvendo os
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genes TEX28 e TKTL1. Além dos genes MECP2 e FLNA, nenhum outro gene

presente no rearranjo foi associado com a DI.

4.3 Analise de expressao

A avaliagao da expressao dos genes MECPZ2 e GDI1 foi conduzida através da
obtencdo do cDNA de células sanguineas dos pacientes, o tecido mais viavel para
este tipo de analise, tendo em vista que uma bidpsia cerebral n&o seria possivel. No
entanto, cabe ressaltar que ambos o0s genes tém expresséao significativa no sangue
periférico (version 18. proteinatlas.org), o que permite o estabelecimento de uma
correlagdo em relacao a alteragdes nos niveis de expressao génica, mesmo que essa
seja diferente nesses tecidos. A expressdao do gene MECP2 no paciente 565
apresenta um aumento de expressao relativa de 1,72 vezes em relagdo ao grupo
controle. Esses dados estdo de acordo com relatos prévios da literatura, que
demonstraram aumento da expressao do gene MECPZ2 de aproximadamente 2 vezes
em individuos portadores de duplicacdo envolvendo todo o gene MECP2 em relagao
aos individuos controles (Meins et al., 2004; Van Esch et al., 2005). Quanto ao gene
GDI1, também foi observado o aumento de expressao relativa, indicado pela média
de fold difference igual a 2,33. Os resultados obtidos estdo em concordancia com os
dados da literatura que indicam o aumento de expressao do gene GDI1 variando de
2,8 a 5 vezes (Madrigal et al., 2007; Vandewalle et al., 2009). Os valores elevados de
expressao estdao de acordo com recentes achados que indicam que duplicacdes
envolvendo um dado gene ndo necessariamente levam ao dobro de sua expresséo,
podendo ser observado um aumento de 2 até 6 vezes (Santos-Rebougas et al., 2015).

A avaliagao da expressao no 4219, no entanto, ndo indicou, aparentemente, o
aumento de expressao do gene MECP2, apresentando uma média de fold diference
de 1,15. Infelizmente, este paciente ainda nao retornou para a confirmacao destes
resultados em uma nova amostra de RNA. Contudo, estes dados sugerem que o gene
MECP2 nao estaria, a principio, relacionado por um efeito de dosagem com o
desenvolvimento da DI nesse paciente em especifico.

Uma possivel explicacdo para o nivel de expressdo aparentemente normal

observado no paciente 4219 é o efeito de posigdo causado pela duplicagdo. A
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regulacdo do processo de transcricdo do gene MECPZ2 é complexa e envolve
elementos cis-atuantes localizados a longas distancias (Singh et al., 2008). Tal fato
pode ser corroborado a partir da presenga de sequéncias potencializadoras de splicing
do gene MECPZ2 localizadas na regido a montante entre os genes IRAK1 e CXorf12,
€ na regiao a montante do intron 1 do gene HCFC1. Além desses, potencializadores
e silenciadores de splicing do MECPZ2 foram identificados na regido do gene L1CAM
(Liu & Francke, 2006). A presengca de duplicagbes nessas sequéncias pode
interromper o controle da transcrigao génica através da alteragao da interagao entre o
promotor € a unidade de transcricdo, com seus reguladores cis-atuantes (Liu &
Francke, 2006). Além disso, dado que os elementos cis-atuantes podem atuar a
longas distancias, € possivel que esses regulem a expressao ndo apenas de um gene
especifico, mas de um conjunto de genes (Kleinjan & Heyningen, 2005). Sendo assim,
nossa hipétese consiste em que a duplicagado no paciente 4219 nao esta em tandem
(duas sequéncias idénticas, uma apds a outra, em um segmento cromossdmico) e,
poderia estar localizada em uma sequéncia cis-atuante que regule a transcricdo de
genes envolvidos com a DI, levando ao ganho ou perda de funcdo destes e,
consequentemente, ao fenétipo observado.

A segunda possibilidade esta relacionada com o efeito de outros genes
compreendidos na duplicagdo, que poderiam influenciar o fenétipo neurolégico no
paciente 4219, tal como o gene FLNA, que ja foi relacionado com o desenvolvimento
da DI em homens, e esta contido no rearranjo. Duplicagdes envolvendo esse gene
foram relacionadas com alguns fendtipos apresentados por individuos portadores da
sindrome de duplicagdo do gene MECP2. Sendo assim, esse gene poderia estar
levando ao desenvolvimento da DI e de outros fendtipos apresentados por nosso
paciente. Além disso, mutagdes no gene FLNA que levam ao ganho de fungéo da
proteina geram diferentes sindromes (sindrome otopalatodigital | ou Il e sindrome de
Melnick-Needles), nas quais a unica caracteristica clinica que se sobrepbe com as
apresentadas pelos pacientes com duplicagédo do gene MECP2, é a DI (Lugtenberg et
al., 2009).

Esta visdo é sustentada por estudos prévios que demonstraram que individuos
portadores de duplicacdo em Xq28 que nao envolvia o gene MECP2, mas os genes
GDI1 e FLNA, apresentavam DI variando de moderada a severa e outras
caracteristicas clinicas observadas em individuos com duplicagdo no gene MECP2

(Vandewalle et al., 2009). A analise de expressdo desses genes indicou que a
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severidade da DI e de outras caracteristicas clinicas, estava relacionada com o nivel
de expressao do gene GDI1 (Vandewalle et al., 2009). Esses achados sugerem que
outros genes sensiveis a dosagem contidos nos rearranjos podem, por si so, resultar
em um fendtipo clinico. Além disso, tendo em vista que mutagdes em outros genes
relacionados a DI, tal como SLC6A8, L1CAM, FLNA, GDI1, IKBKG e DKC1, que
comumente sdo afetados pela duplicagdo, podem resultar no desenvolvimento da DI
e autismo, criou-se a hipotese de que os fendtipos nos probandos sejam modificados
através de um efeito aditivo ou epistatico entre o MECP2 e outros genes envolvidos
na duplicagao (Honda et al., 2012; Lin et al., 2014).

4.4 Analise das maes 565A e 4219A

4.4.1 Analise de segregacio das duplicacoes

Na DI, 10% das VNCs causais sao ligadas ao X, dentre as quais de 80-90%
sao herdadas da mae (Hehir-Kwa et al., 2013). O rastreamento conduzido em familias
de pacientes portadores de duplicagdo no gene MECPZ2 por Carvalho e colaboradores
(2009) indicou que 70% desses rearranjos sao herdados maternalmente (21/30). A
andlise de segregacao nas maes 565A e 4219A demonstrou que a mae 4219A é
portadora da duplicacdo. Sendo assim, os resultados indicam que a duplicacéo no
gene MECP2 no paciente 4219 foi herdada, enquanto que no 565 essa alteragéo é de

novo.

4.4.2 Analise do padrdo de inativacdo do cromossomo X e expressdo do gene
MECP2

Em uma etapa posterior, foi determinado o padrao de inativacdo do
cromossomo X em 565A e 4219A. A mae 565 com a dosagem de cdpias normal em
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Xq28, apresentou uma razao de 32:68 para o marcador AR e 23:77 para o marcador
RP2, indicando um padrao aleatdrio de inativagdo. A mae 4219A, portadora da
duplicagcdo em Xq28 apresenta um desvio de inativagdo demonstrado pela razao de
86:14 para o marcador AR e 89:11 para o marcador RP2. A proporc¢ao de inativacao
da mée 4219A indica que ha desvio de inativagdo (>80%), resultando na inativagéo
preferencial de um cromossomo X. A analise de expressdao do gene MECP2 nessa
mulher indicou um resultado normal, similar ao obtido para o grupo controle. Tal fato
sugere que o cromossomo X com a duplicagdo do gene MECPZ2 tenha sido
preferencialmente inativado, levando a uma dosagem normal desse gene, e
consequentemente ao fendtipo assintomatico observado. Os dados obtidos estao
condizentes com outros trabalhos na literatura que mostram que a maior parte das
mulheres portadoras de duplicagdo no gene MECPZ2, que s&o cognitivamente normais,
apresentam um desvio extremo de inativacdo (Van Esch et al., 2005; del Gaudio et
al., 2006; Zhang et al., 2015). Ainda, no trabalho desenvolvido por Bauters e
colaboradores (2008) a analise em 16 maes de individuos portadores de duplicagao
em Xqg28, que também apresentavam essa alteragdo, demonstrou que todas
possuiam desvio extremo de inativagao.

A analise da expressao do gene MECP2 demonstrou que a mae 4219A, mesmo
sendo portadora da duplicacdo envolvendo o gene MECP2, apresenta niveis normais
de expressao, refletido no fold difference de 0,62. Tal resultado em conjunto com os
dados indicando um desvio de inativagdo do cromossomo X, sugerem que a mae

4219A tenha inativado o cromossomo afetado pela duplicacao.

4.5 Possiveis mecanismos envolvidos na formagcao das duplicagoes

identificadas

A formagado de duplicagdes intracromossdmicas envolvendo o gene MECP2
ocorre a partir de dois eventos. O primeiro refere-se ao modelo FoSTeS, o qual foi
proposto para explicar a formagao de rearranjos complexos que eram inconsistentes
com os outros mecanismos de formagao de VNCs nao recorrentes [non-homologous
end joining (NHEJ) e RBMs como break-induced replication (BIR)] (Zhang et al., 2009).

De acordo com esse mecanismo, durante a replicagdo do DNA ocorre a interrupgao
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do processo em uma dada forquilha de replicagao e a fita lagging se desprende da
forquilha original e invade uma forquilha adjacente. Esse processo se da em
decorréncia da presenca de microhomologia na regidao 3’ terminal de uma forquilha de
replicacdo e de uma proxima, a qual ira atuar como um primer para o reinicio da
sintese de DNA até que se complete a duplicagdo da forquilha original (figura 17a)
(lee et al., 2007; Gu et al., 2008). Tal processo promove a transferéncia de um dado
segmento do genoma para outro local, podendo ocorrer varias vezes em sequéncia,
gerando rearranjos complexos (Gu et al., 2008).

O mecanismo MMBIR foi proposto para explicar com mais detalhes o
surgimento de rearranjos mais complexos do que os gerados pelo FoSTeS (Hastings
et al., 2009). Nesse modelo, a arquitetura genémica complexa da regido, tal como a
presenca de LCRs invertidos, promovem a quebra da dupla fita de DNA durante o
processo de replicagdo. A microhomologia presente na regido 3’ terminal da
sequéncia rompida e de um segmento fita simples de DNA disponivel promovem a
formagdo de uma forquilha, reiniciando o processo de replicagao (Ottaviani et al.,
2014). Tal modelo explica a formacao dos rearranjos que apresentam ftriplicagdes
invertidas entre segmentos duplicados, observados nos pacientes portadores de
duplicacado envolvendo o gene MECP2. Na figura 17, propomos 0s mecanismos de

formacgao dos rearranjos nos pacientes 58 e 4219.
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Figura 17 — Possiveis mecanismos envolvidos na formagao das duplicagdes nos
pacientes duplicados 58 e 4219.

(A)

Legenda: Mecanismos de replicagdo mediados por microhomologia, FoSTeS e MMBIR

responsaveis por gerar rearranjos complexos. (A) No mecanismo FoSTeS, durante o
processo de replicagdo, lesbes ou estruturas secundarias podem levar a parada do
processo (quadrado cinza). A fita lagging (roxa pontilhada) invade uma forquilha de
replicacédo adjacente, a qual se anela ao segmento por meio da microhomologia
(quadrado vermelho) e atua como um primer para o inicio da sintese. Uma segunda
forquilha pode ser invadida pela fita lagging, continuando a duplicagao. Essa fita pode
voltar a forquilha original, terminando o processo de replicacdo. (B) No mecanismo
MMBIR, a forquilha de replicagdo & interrompida por uma lesdo do DNA ou por
sequéncias repetitivas invertidas (quadrado cinza), tal como LCRs. Posteriormente, e
entdo a endonuclease quebra a dupla fita de DNA. A fita 3’ invade uma molécula uma
dupla fita préxima e se anela, por meio da microhomologia. A estrutura formada se
torna uma forquilha de replicagdo, dando prosseguimento ao processo. A baixa
capacidade de processamento da DNA polimerase faz com que a fita de 3’ se
desengate da forquilha. Essa fita por microhomologia se anela em um segmento de
uma forquilha proxima. A troca de forquilha é interrompida quando uma DNA
polimerase de alta capacidade de processamento possibilita uma sintese continua.

Fonte: Ottaviani et al., 2014, com alteracgoes.
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Em conclusao, esse € o primeiro trabalho a analisar duplicagbes no gene MECP2
em uma amostra ampla no Brasil, no qual os dados gerados reforgam a importancia
do gene MECP2 na etiologia da DI em individuos do sexo masculino e promovem um
melhor entendimento sobre as manifestagdes clinicas em nossa populagdo. Tais
evidéncias demonstram que a avaliagdo de rearranjos envolvendo o gene MECP2
deve ser considerada para homens portadores de DI moderada a severa, de origem
desconhecida. Além disso, os dados sobre expressdo gerados por esse trabalho
demonstram que nem todas as duplicagdes envolvendo o gene MECP2 levam ao
aumento da expressao génica, indicando outros mecanismos moleculares envolvidos
nos efeitos a montante das duplicagbes nesse gene e geragdo dos fendtipos.
Ademais, o estudo do gene MECPZ2 possibilita um melhor entendimento sobre sua
funcionalidade com relagdo ao desenvolvimento neurocognitivo e suas disfungdes,
levando a identificacdo de novos mecanismos moleculares e, assim, ao

estabelecimento de estratégias terapéuticas.
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CONCLUSOES

O rastreamento de VNCs no gene MECP2 em uma amostra de 920 individuos do
sexo masculino portadores de DI idiopatica possibilitou a identificagdo de trés

pacientes portadores de duplicagao envolvendo este gene;

O método de PCR em tempo real quantitativo pelo sistema TagMan® copy number
assay constitui uma metodologia sensivel, rapida e de custo relativamente baixo

para avaliar as duplicagcbes envolvendo o gene MECP?2,

A frequéncia de duplicagdes detectadas (0,33%) demonstra a relevancia desses

rearranjos no gene MECPZ2 para o desenvolvimento da DI idiopatica em homens;

A delimitagdo do segmento duplicado demonstrou que os rearranjos se diferem
quanto as extensdes, caracteristicas estruturais e conteudo génico, nos quais

outros genes relacionados a DILX foram identificados;

Dentre as maes disponiveis para as analises de segregacgédo e inativagdo do
cromossomo X foi verificado que a duplicagdo em Xqg28 envolvendo o gene
MECP2 é de novo em um paciente, enquanto que no outro paciente a mesma foi
herdada, tendo sido demonstrado que a méae portadora da duplicagdo apresenta

desvio de inativagdo do cromossomo X;

Os dados de expressao do gene MECPZ2 obtidos indicam, preliminarmente, que
outros mecanismos moleculares, além da dosagem génica, € que outros genes
inseridos na duplicagdo possam estar relacionados com a geracao dos fenétipos
em pacientes portadores da sindrome de duplicacdo do MECP2, evidenciando a
necessidade de se elucidar a real contribuicdo deste gene para o desenvolvimento

das caracteristicas clinicas observadas.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pacientes com DI

TERMOC BE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECHFG

 TITULO DO PROIETO: Investigacio de alteracdes em microRNAs expfes':"s 1o ofrebro e de variagSes no nlimero de

cdpias génicas como causas de deficiéncia intelecmal ligada ao cromossomo X
INSTITUICAO RESPONSAVEL: UNIVERSIDADE DO ESTADC BO RIO BE JANEIRO
PESQUISADORA RESPONSAVEL: CINTIA BARROS SANTOS-REBOUCAS

NOME BO PACIENTE: DN:

REGISTRO: PROCEBENCIA:

O projeto “frvestigacio de alteragdes ern micraRNAs expressos nio cérebro e de variagdes no nimero
de copias gluicas como causas de deficincin inteleciual ligada ao cromossomo X7 realizado pelo Servige de
Genética Humana da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (SERVGEN), tem como objetive investigar
fatores genéticos no cromossomo X que podem levar & deficiéncia mental em homens. Através do
conhecimento gerado a partir deste projeto, pretendemos melhorar o conhecimento sobre as causas deste
distirbio e contribuir para a elaboragfo futura de estratégias voltadas para o seu tratamento/prevengio.

Os individuos selecionados para participarem deste projeto sfio pessoas diagnosticadas clinicamente
como portadores de deficiéncia mental de causa desconhecida. As condutas adotadas nesta pesquisa seguirfio as
normas de Bioética descritas na resolucio 196/96 do Consetho Nacional de Satde. Qualquer individuo
selecionado podera se recusar a participar ou retirar © seu consentimento em qualquer momento da pesquisa,
sem que haja penalizagio ou prejuizo 2o seu atendimento.

O exame gratuito serd realizado a partir de amostras de DNA ja armazenadas nas dependéncias no

Servigo de Genética Humana da UERJ (regimento interno IBRAG 001/2008), sob a responsabilidade dos
pesquisadores envolvidos, cabendo ao doador ou ac seu responsavel o direito de retird-la do banco de DNA a
qualquer momento, se assim o desejar. Todos os procedimentos serdo acompanhados por uma equipe de
geneticistas e bidlogos. Cada amostra de material bioldgico sera identificada por niimeros especificos e podera
ser utilizada para investigagdes futuras, desde que mediante o consentimento dos doadores (ou de seus
responsiveis) e/ou da aprovacio do Comité de Ftica em Pesquisa (CET’) da Instituicio.
' As condigles de sigilo quanto ao resultado do exame, assim como, a identidade dos pacientes sera
preservada. Aos responsaveis pelos pacientes serd fomecido todo e qualquer esclarecimento que se fizer
necessirio antes ¢ durante a realizagio da pesquisa. Os dados desta pesquisa podem vir a ser divulgados e
publicados cientificamente, respeitando a privacidade e o anonimato dos participantes, visando evitar a
exposi¢do e a discriminagdo dos doadores e de suas familias.

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

Rio de Janeiro, de ' de

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador

7 Endereco e telefone para contates (Hordrio de atendimento: 9:00 — 17:00 horas): Rua Sfo Francisco Xavier, 524 — Pavilhio
Haroldo Lisboa da Cunba - sala 301F - Maracand - Rio de Janeiro - RY - CEP 20550-013 - Tel: (021) 2334-0039 - Bmail: cbs@uerj br.

Caso voce tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsavel, comunigue o fato 3 Comissio de Etica em Pesquisa
da UBRJ: Av. Boulevard 28 de Setembro, 77, Térreo, - Vila Isabel - Rio de Janeiro, RY, e-mail: cep-hupe@neri.br - Telefone: (021}
23868-8253.



