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RESUMO

A Deficiéncia Intelectual (DI), € um grande problema de saude publica, visto que sua
prevaléncia é de aproximadamente 2%-3%. Sua maior prevaléncia em homens se
deve ao grande numero de formas de DI Ligada ao cromossomo X (DILX). Essa
podem ser, classificadas como sindrémicas (S-DILX) ou ndo-sindrémicas (NS-DILX).
Uma das causas mais comuns de DILX em meninos é a duplicacdo do gene MECP2.
Estudos anteriores relatam frequéncias de 1 a 15% de portadores de CNVs incluindo
o gene MECP2 em coortes de meninos com DI. Este trabalho buscou rastrear a
presenca de microduplicacbes do gene MECP2 em uma populacao de 265 pacientes
do sexo masculino, sendo 138 analisados pela técnica de gPCR e 127 pacientes
provenientes do banco de dados de analise cromossémica por microarray do
laboratorio de Genética da UnB. Néao foram identificados CNVs do gene MECP2 nos
265 pacientes estudados. A frequéncia de CNVs de MECP2 nesse estudo foi menor
gue a reportada anteriormente na literatura e sua baixa prevaléncia nao justifica a

triagem individual de alteracdes de numero de copias de MECP2 em meninos com DI.

Palavras-chave: Sindrome de Duplicacdo do gene MECP2; Deficiéncia Intelectual
(DI); gene MECP2.



ABSTRACT

The Intellectual Disability (ID) is a big problem of public health, since its prevalence is
approximately 1%. Its higher prevalence in men is due to the large number of forms of
ID linked to the X chromosome (DILX). It can be classified as syndromic (S-DILX) or
non-syndromic (NS-DILX). One of the most common causes of DILX in boys is the
duplication of the MECP2 gene. Earlier studies reported frequencies from 1 to 15% of
CNVs carriers including MECP2 in cohort of boys with ID. This study aimed to trace
the presence of microduplications of the MECP2 gene in a population of 265 male
patients, 138 analysed by qPCR technique and 127 patients from the chromosomal
analysis database by microarray from the Genetics Laboratory at UnB. We have not
identified none of the MECP2 gene in 265 patients studied. The frequency of CNVs
from MECP2 in this study was lower than reported previously in the literature and its
low prevalence does not justify the individual triage of the alteration of MECP2 number

of copies in boys with ID.

Keywords: gene MECP2 Duplication Syndrome; Intellectual Disability (ID); MECP2

gene.
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1. INTRODUCAO
1.1 Deficiéncia Intelectual

A Deficiéncia Intelectual (DI), anteriormente tratada como Retardo Mental, esta
inserida no cenario social ha séculos, figurado principalmente como deméncia e
comprometimento do controle comportamental. Esta € uma condicdo que envolve
déficit das habilidades intelectuais, comportamento adaptativo e interacdo social
sendo um grave problema de saude publica. Um atual modelo conceitual proposto
pela American Association on Mental Retardation (AAMR) define DI como: “Limitagbes
significativas no funcionamento intelectual e no comportamento adaptativo, como
expresso nas habilidades praticas, sociais e conceituais, originando-se antes dos

dezoito anos de idade.” (1).
O diagndstico da DI requer a observancia de trés critérios basicos (2):
19) Inicio do quadro clinico antes dos 18 anos de idade;

2°) Funcéo intelectual significativamente abaixo da média, demonstrada por um

guociente de inteligéncia (QI) igual ou menor que 70;

3°) Deficiéncia das habilidades adaptativas em pelo menos duas das seguintes
areas: comunicacdao, habilidades sociais/interpessoais, autocuidados, rendimento

escolar, trabalho, salde e seguranca.

Com a prevaléncia de aproximadamente 2 a 3% na populacdo mundial, a DI é
a razao mais comum de investigacao genética e um dos mais importantes problemas
de saude publica. Uma caracteristica relevante € o fato de que sua ocorréncia € maior
em homens do que em mulheres. A DI é caracterizada quanto a gravidade de acordo
com a avaliacéo pelo teste de Quociente de Inteligéncia (QI) realizado aos moldes da
Wechsler Intelligence Scales for Children (WISC), o qual estipula scores: QI normal

guando for >85, DI grave quando o QI <50 e DI leve quando o QI varia entre 50-85.
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Supdbe-se que as formas leves de DI sé&o provenientes da interacdo de varios genes
e/ou de fatores ndo genéticos, como o ambiente ou situacdes fetais especificas. Em
contradicdo, as formas mais graves tém suas causas por motivo de eventos perinatais
catastroficos como asfixia fetal e infec¢des pré-natais ou em maior frequéncia, as
causas genéticas especificas, incluindo as anormalidades cromossémicas e as

doencgas monogénicas (3).

Dentre os casos de DI estima-se que 2/3 do total sdo de retardo moderado a
grave e apenas 1/3 de casos leves. A DI pode ser dividida em duas categorias de
acordo com a presenca ou nhdo de sinais dismérficos ou outros sintomas associados
sendo assim classificada como sindrémica ou n&o sindromica. Nos casos sindromicos
as causas genéticas sdo mais claras naqueles em que € possivel definir uma
sindrome genética conhecida ou quando se trata de alteracdo cromossdmica

(duplicacfes ou delecdes) (4).

Vérias podem ser as causas do fenétipo de DI, sendo elas sindrémica ou nao.
Entre as causas ambientais temos por exemplo: Infeccbes do Sistema Nervoso
Central (SNC) neonatal ou p6s-neonatal, asfixia perinatal, Sindrome do éalcool fetal,
encefalopatia hipoxico-isquémica, entre outras. As principais causas genéticas sao
ocasionadas por rearranjos cromossémicos, aumento ou diminui¢des do nimero de
copias de um gene ou cromossomo (Duplicacdo ou delecdo) e mutacdes de ponto
(SNPs) (5).

1.2 Deficiéncia Intelectual Ligada ao X

7

A segunda causa mais comum de DI depois da sindrome de Down € a
Deficiéncia Intelectual Ligada ao cromossomo X (DILX) (6). Assim como as demais
formas de DI, as ligadas ao X também sé&o classificadas como sindrdmicas e nao-
sindrdmicas. A identificacdo da forma de DI Sindrémica Ligada ao X (S-DILX) esta
associada a varios outros achados clinicos como por exemplo: dismorfias
craniofaciais, alteragbes cardiacas ou de outros 6rgados relacionados, alteracdes

neuroldgicas, entre outras. Em contraposicao, a DI Nao-Sindromica Ligada ao X (NS-
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DILX) é muito mais dificil de ser elucidada, visto que, muitas vezes a falta de
caracteristicas clinicas relevantes e especificas, bem como o efeito das varias
mutacgdes genéticas distintas ndo associadas a caracteristicas sindromicas, dificulta a
comparacao de caracteristicas advindas de familias ndo correlacionadas entre si.
Nestes casos o0 diagndstico mais conclusivo € obtido pela realizacdo de mapas de
ligacdo entre as familias ou mais precisamente pela deteccdo da mutacao originaria

da DI por métodos mais precisos (3).

Indmeras abordagens foram desenvolvidos para auxiliar a identificacdo de
genes e mutacdes associadas as DILX, entre elas temos: (1) clonagem das posi¢cdes
dos rearranjos cromossdmicos ou variantes de numero de copias (CNVs) que afetam
0 cromossomo X; (2) rastreio de genes localizados em intervalos candidatos
identificados por meio de analise de ligacdo em grandes familias afetadas por DILX,
(3) sequenciamento de genes candidatos com uma funcdo ou padrdo de expressao
que sugere um papel na cognicdo ou que se encaixa com as observacdes clinicas
e/ou metabdlicos em individuos afetados, e (4) sequenciamento de nova geragao que
permite rastreio de mutacdes em todas as regibes codificadoras de proteinas do

genoma total ou apenas no cromossomo X (7).

Dois tercos dos casos de DILX sdo caracterizados como nao-sindrémicos, mas
com o avanco tecnolégico ha um aumento dos casos sindrémicos, visto que com
técnicas mais avancadas de investigacdo das familias, as sindromes sdo melhores
diagnosticadas ocasionando um maior nimero de S-DILX. Ha também a ocorréncia
de mutacbes em um mesmo gene ou até de uma mesma mutacdo causar DILX
sindrdmica ou ndo-sindrdmica. Na ultima atualizacdo do banco de dados dos genes
do cromossomo X ja relacionados as Dls, acrescentou se outros genes as formas
sindrdmicas ligadas ao cromossomo X como visto na Figura 1, sendo que a grande
maioria das mutacOes destes genes acrescentados € de alteragcbes de numero de

copias (CNVs) como duplicagbes ou deleces. (7) (6).
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As regibes do cromossomo X com maior numero de mutacdes descritas sao:
Xpll e Xg28 e ambas regides possuem uma enorme quantidade de genes
precursores do desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC), o que torna o
cromossomo X alvo para o esclarecimento da origem de muitas causas de DI (3). A
observacdo de que problemas cognitivos sdo mais comuns em homens do que em
mulheres, bem como a descoberta de um importante sitio fragil no cromossomo X de
varios homens afetados, foram inicialmente os fatores mais relevantes para o grande
interesse no estudo da DI ligada ao cromossomo X. As primeiras especulacdes a este
respeito foram de que aproximadamente 20 a 25% dos casos DIs fossem
consequéncias de mutacdes no cromossomo X como um todo. Como as mulheres
possuem dois cromossomos X, é esperado que o cromossomo X mutado seja

preferencialmente inativado compensando o desequilibrio causado pela mutacéo (8).

1.3 Sindrome de X-Fragil

Lubs , em 1969, em estudos de um caso familiar de DI observou uma falha
(sitio fragil) recorrente na extremidade do braco longo do cromossomo X (9). Em
estudos posteriores Richards (1981) reanalisou um caso familiar composto por uma
mae normal com 11 filhos com “retardo mental”, onde foi entdo confirmado a presenca
do sitio fragil do cromossomo X afetado e caracterizado o quadro clinico da chamada
Sindrome do X-Fragil (10).

Esta sindrome é causada por uma expansao de trinucleotideos CGG na regiao
5’ nado traduzida do gene FMR1. Em individuos normais a frequéncia desta repeticao
é de 5-40 vezes, mas € observado nos individuos afetados uma frequéncia igual ou
superior a 200 repeti¢cdes, ocasionando assim a inativacdo do gene FMR1. A proteina
por ele traduzida, Fragile X mental retardation 1 protein (FMRP), € encontrada em
abundancia no Sistema Nervoso, em especial nos neurdnios. Uma de suas principais
funcdes é na maturacao estrutural e funcional de sinapses trabalhando como um

repressor da tradugdo pos-sinaptica (11).
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A Sindrome do X Fragil, é a principal causa de DI herdada. Ha inUmeros outros
genes citados na literatura também frequentemente associados com a DILX, como
por exemplo: RPS6KA3, ARX, TSPAN7, PQBP1, OPHN1, ACSL4, DCX e 0 gene
MECP2, entre outros.

1.4 Inativacdo do Cromossomo X

A inativacdo do cromossomo X consiste num processo de inativagdo de um
dos dois cromossomos X que as mulheres possuem, por meio de processos
epigenéticos. Este silenciamento ocorre através do aumento de metilacdo do
cromossomo a ser inativado. A inativacdo de um dos cromossomos X € um evento
aleatdrio, sendo que podem ser inativados tanto o cromossomo de origem paterna,
quanto o de origem materna. Este processo ocorre em todas as células no inicio do
desenvolvimento embrionario, tornando assim as mulheres mosaicos, ou seja,
possuem as duas linhagens celulares ativas. A inativacdo de um ou outro cromossomo
X, em média, deve ocorrer na mesma propor¢ao, no entanto foi observado que nas
mulheres portadoras de mutacdes deletérias ou patogénicas ha uma tendéncia da
inativacdo do cromossomo X mutado, apresentando assim desvios grandes ou

mesmo totais de inativagdo para compensar os efeitos do alelo mutado (12).

Desvios no padréo de inativagdo do X podem ser observados em mulheres
portadoras de mutacdes patogénicas nesse cromossomo e foram descritos
associados a diversas mutacdes em genes associados a deficiéncia intelectual,

principalmente nos casos de alteragdes cromossomicas (13).

1.5 Sindrome de RETT

A sindrome de RETT é caracterizada por uma desordem progressiva no
desenvolvimento neurologico manifestada durante a primeira infancia de meninas. As

pacientes com RETT possuem o desenvolvimento normal até os 18 meses de idade
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aproximadamente, e uma boa parte delas iniciam a fala e o desenvolvimento motor
normal. A partir de entdo um importante sintoma do inicio da degeneracéao é o retardo
no crescimento, que pode levar & microcefalia por volta dos 2 anos de idade (14).
Entre as demais caracteristicas desta sindrome, destaca-se a perda de controle dos
movimentos das maos, hipotonia muscular grave, comportamento irritadico, perda da
fala e algumas caracteristicas similares ao autismo, como por exemplo: falta de
contato visual, hipersensibilidade a sons, indiferenga com o meio externo e auséncia
de expresséao facial significativa (15). A maioria das meninas com RETT sofrem
anomalias respiratérias, incluindo apneia, perda de respiracdo e mais
progressivamente hiperventilacdo. Em casos mais graves ha também a ocorréncia de
epilepsia. A grande maioria das meninas perdem a mobilidade, e podem apresentar
possiveis complica¢des cardiacas, incluindo taquicardias e bradicardias (16).

Levando em consideracdo que a maioria dos pacientes com esta sindrome séo
meninas, foi postulado uma heranca Dominante Ligada ao X, letal em meninos. A
sindrome de RETT possui uma incidéncia de 1/10.000 nascidos vivos do sexo
feminino, sendo que 80-90% dos casos sdo esporadicos. Os casos de novo
geralmente ocorrem por mutacfes de ponto na linhagem germinativa paterna (14). O
espectro dos tipos de mutacfes inclui as do tipo missense, nonsense e mutacdes
frameshift, e em alguns casos podem chegar até a uma delecéo de éxons inteiros. A
gravidade do quadro estd diretamente relacionada a proporcdo de células com o
cromossomo X mutado ativo. Como a inativacdo do X se da de forma aleatoria por
iSso as pacientes podem ser gravemente afetadas ou serem somente portadoras da
mutacéao (17).

A maioria das mutacdes de novo no gene MECP2 séo originadas a partir da
linhagem paterna que envolve uma mutacgéo C/T nailha CpG adjacente. De uma forma
geral as mutacdes de ponto dos tipos missense e nonsense Sao mais comuns,
enquanto que as grandes delecbes sao relativamente raras (cerca de apenas 6%)
(18).
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1.6 Mutacbes do gene MECP2 em meninos

Embora inicialmente a Sindrome de RETT tenha sido considerada letal no sexo
masculino, a identificacdo de meninos afetados pela forma classica da sindrome
quebrou esse paradigma. Foi sugerido que modificadores genéticos poderiam estar
suprimindo a letalidade normalmente vista nas perdas de fungéo do gene em meninos
(19). Ademais, algumas outras formas de mutacdes do gene MECP2 que ndo causam
Rett, como por exemplo as delecdes e duplicacdes sdo a causa de diversas formas

de DI e demais alteracdes neuroldgicas em meninos (15).

1.7 Sindrome de Duplicacdo MECP2

A Sindrome de Duplicacdo do gene MECP2, também chamada sindrome de Lubs
(MIM #300260), é um grave disturbio do desenvolvimento neuroldgico, caracterizada
por hipotonia infantil, retardo no desenvolvimento psicomotor, grave incapacidade
intelectual, desenvolvimento pobre da fala, espasticidade progressiva, infeccbes
respiratérias recorrentes e convulsdes (em ~ 50%). A penetrancia desta sindrome é

de 100% em homens.

Um terco dos homens afetados ndo sao capazes de caminhar de forma independente.
Aproximadamente 50% dos homens afetados morrem antes da idade de 25 anos,
presumivelmente devido a complicacBes de infeccdo recorrente e/ou deterioracéo
neurolégica. Observa-se também comportamento autista e disfuncéo gastrointestinal
(20).

Uma importante caracteristica desta duplicagcdo submicroscoépica é o fato de

serem herdadas de uma mée portadora, normalmente assintomatica (21).

O gene MECP2 ¢é atualmente um dos principais genes dosagem-sensivel que
contribui para fendtipos neuroldgicos diversificados em meninos afetados com

Deficiéncia Intelectual (22).
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A sindrome teve sua caracterizacao inicial em meados de 2004, quando foram
identificadas duplicacbes submicroscépicas em meninos portadores das
caracteristicas clinicas da Sindrome de RETT, porém estes ndo possuiam as
mutacdes de ponto no gene MECP2 caracteristicas desta sindrome. Neste estudo os
resultados acabaram sendo inconclusivos, visto que a metodologia usada nao
conseguiu diferenciar se havia a duplicacdo completa ou parcial do gene MECP2 nos
meninos (23). Assim se iniciou a investigacdo e a caracterizagdo de uma sindrome
gue englobava todos os casos relacionados com a duplicagédo do Xq28, incluindo o
l6cus MECP2 (25) (24) (26).

Posteriormente, foi investigado um caso de um menino com quadro clinico de
hipotonia, deficiéncia intelectual e auséncia de fala. Neste caso foi encontrada uma
duplicacéo de 430 kb que abrangia todo o l6cus do gene MECP2 (27).

Um outro estudo comparou duplicagcbes de diferentes tamanhos de 30
pacientes homens, sendo possivel constatar que o gene MECP2 era a regido comum
em todos os casos estudados e portanto a regido critica de sobreposicao (Figura 2)
(28).
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Figura 2. As barras vermelhas representam as duplicagfes e as duas outras
barras azuis representam delecdes dos 30 pacientes analisados por CMA. A
sobreposi¢éo das duplica¢cdes demonstram a regido do gene MECP2 como a

duplicagdo minima comum entre todos os 30 pacientes (28).

A Duplicacdo do gene MECP2 € um dos rearranjo cromossoémico
submicroscépico mais comum relatado na literatura. (29). Um estudo mais recente
identificou 2/122 duplicagcbes do MECP2 em meninos com neuro desenvolvimento
atrasado encaminhados para testes de microarray. Quando o publico investigado € de
meninos com algum tipo de encefalopatia grave a prevaléncia destes achados € de
aproximadamente 3/314. Considerando os homens com Deficiéncia Intelectual Ligada

ao cromossomo X, ha relatos da duplicacdo em aproximadamente 3/283 (22).

Van Esche e colaboradores, em 2005, ajudaram a caracterizar esta sindrome
quando analisaram uma populacdo de 17 homens com DI e espasticidade
progressiva, e destes foram identificados trés meninos com a duplicagdo do gene
MECP2. Friez e colaboradores, em 2006, também trabalhando nesta linha de
raciocinio, investigaram 17 meninos com DI ligada ao X, sendo que neste foram

constatadas 2 duplicagdes (11,8%).
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Considerando os dados de artigos anteriores sugere-se que a Sindrome de
Duplicacdo do gene MECP2 esta presente em aproximadamente 1% dos casos de DI
ligada ao X (30) (31).

1.8 Gene e proteina MECP2

O gene MECP?2 foi inicialmente clonado e mapeado em camundongos e no
intervalo entre os genes L1cam e 0 Rsvp no cromossomo X (32). Sabendo que esta
regido é equivalente a regido g28 do cromossomo X humano, D’Esposito e
colaboradores (1996), utilizaram uma sonda hibridizada e compararam a posicéo
relativa entre o gene humano e o do rato para confirmar a similaridade génica (33).
Posteriormente, Vilain e colaboradores (1996) confirmaram a localizacdo do MECP2
no brago longo (q) do cromossomo X, na banda 28 (Xg28), com o tamanho de
aproximadamente 70 kb entre os genes L1CAM e o Rsvp. Este gene esta sujeito a
inativacdo do cromossomo X, sendo que esta inativacdo do MECP2 esta geralmente
associada a metilacdo da ilha CPG na sua extremidade 5’. Este gene possui quatro
éxons que codificam uma proteina de 485 aminoé&cidos, rica em amino&cidos basicos
e com alto potencial local de fosforilacdo. Ha um compartilhamento de similaridade de

sequéncia total de 93% entre a proteina humana e a de ratos (34).

Em 2004, Mnatzakanian e colaboradores (2004) identificaram uma isoforma
até entdo desconhecida, denominada como MECP2B. Esta possui uma posicao de
iniciacdo de traducdo no éxon 1, pula o éxon 2 e traduz os demais éxons 3 e 4
completos para a formacédo da proteina de 498 aminoacidos. A isoforma MECP2A,
denominada como a inicial, traduz sua proteina iniciando no éxon 2 e incluindo os
éexons 3 e 4 completamente, formando um produto com 485 aminoacidos. A diferenca
entre elas ocorre essencialmente no terminal N da proteina. A segunda isoforma
possui sua expressao em praticamente todos os tipos teciduais, bem como a primeira,
mas sua expressao no sistema nervoso central adulto é aproximadamente 10 vezes
maior (Figura 3). Enquanto que a expressdao da MECP2A é mais abundante na

placenta, nos musculos esqueléticos e no figado (15) (35).
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Figura 3. Demonstracdo das regides transcritas a partir das duas isoformas
do gene MECP2, adaptada de (15).

MECP2 € um membro de uma familia de proteinas que se liga especificamente
a sequéncias de DNA metilado. A metilacdo do DNA é uma modificacdo covalente de
dinucleotideos CpG e uma marca epigenética usada pelas células para alterar a
expresséo de genes sem alterar permanentemente a sua sequéncia. Deste modo, a
metilacdo do DNA representa uma modificacdo genética e epigenética ainda

reversivel para o genoma (36).

A proteina MECP2, originada do gene de mesmo nome, faz parte de uma
familia de proteinas de dominio metil-CpG-binding (MBD), mas possui diferencas
Gnicas que ajudam a separa-la dos demais do grupo CpG. Ela tem dois dominios
funcionais: um dominio metil-citosina de ligacdo (MBD), composto por 85
aminoacidos, e um dominio de repressao de transcricdo (TRD), composto por 104
aminoécidos (26).

As ilhas CpG mostram uma forte seletividade com a ligacdo do DNA metilado,
onde a estrutura do complexo DNA-proteina demonstra a especificidade de ligacao
entre o grupo metil e citosina, fornecido por vérios tipos de contato, mas
principalmente mediado por moléculas de agua inertes no sulco maior da dupla hélice
do DNA. O par de Argininas, das cadeias laterais, também interagem com residuos
do dinucleotideo CpG-metil. Estas reacfes demonstram de forma mais contundente a

especificidade de ligacao 5’-Metil-Citosina no contexto da sequéncia de DNA (37).
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A principal funcdo desta proteina € de repressao transcricional, na qual se liga
aos dinucleotideos CpG metilados agindo como um co-repressor de genes alvos de
transcricéo (38). O mecanismo de represséo da transcricao envolve um recrutamento
de complexos de co-repressores como as histonas desacetilases (HDAC) que sdo
capazes de alterar a estrutura da cromatina do DNA ou bloquear diretamente o0s
fatores de transcricdo, sendo esta interacdo “MECP2- cromatina” transitéria e
dindmica. A metilacdo de dinucleotideos CpG no genoma de mamiferos é essencial
para silenciar a transcrigéo de genes no cromossomo X inativo, bem como a inativagéo
de sequéncias de transposons enddgenos e, possivelmente, age no controle funcional
de genes especificos (39). Mais recentemente, foi reconhecido que a proteina MECP2
requer uma série de quatro ou mais pares de bases de A-T repetitivas adjacentes a
metil- CpG para que sua ligacao seja eficiente (40).

O RNA mensageiro (mMRNA) responsavel pela codificagdo da MECP2 se
apresenta em uma ampla variedade de tecidos no organismo humano, mas 0s niveis
de expressdo sdo cerca de seis vezes maiores no cérebro do que no restante dos
tecidos (41). Esta grande expressdao da MECP2 no cérebro, especialmente nos
neurdnios, esta diretamente relacionada com o padrdo de maturacdo das diferentes
regides do cérebro e seus tipos celulares, sugerindo que a proteina desempenhe um
papel fundamental na maturacdo neuronal. Ou seja, esta proteina esta intimamente
ligada ao bom desempenho fisiolégico dos neurdnios, visto que é exatamente ela
guem controla, através de metilacbes, as sinapses cerebrais (42). Chahrour e
colaboradores, sugeriram que MECP2 regula a expressdo de uma vasta gama de
genes no hipotdlamo e que ele funciona como um repressor da transcricdo. Assim
sendo, a MECP2 pode funcionar como uma chave reguladora da expressao génica
neuronal (43) (44).
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1.9 O gene MECP2 no desenvolvimento neural

A distribuicdo tecidual desta proteina tem relevancia estrutural e funcional no
organismo como um todo. A proteina traduzida por este gene desempenha um papel
fundamental no inicio do desenvolvimento poés-natal, e ndo durante o periodo
embrionario. Tal concluséo foi baseada em estudos do SNC de camundongos, sendo
seu estagio gestacional de 21 dias, onde a expressdo de MECP2 foi detectada pela
primeira vez na medula espinal e tronco cerebral, em torno do 12° dia do
desenvolvimento embrionario, sendo que RNAm foi detectado em regides subcorticais
no comeco da fase de neurogénese. O talamo, o cerebelo, o hipotalamo e o
hipocampo se tornam reativos para MECP2 a partir do 14° dia do desenvolvimento
embrionéario, bem como a expressao no cortex cerebral. Neste Ultimo, a expressao €
inicialmente limitada as camadas corticais mais profundas antes do eventual
espalhamento para as camadas mais superiores que ocorre aproximadamente por
volta do 18° dia de desenvolvimento. E assim € sucessivo 0 aumento da expressao
da proteina no SNC como um todo até a idade adulta, onde esta se torna abundante
nos neurdnios (45). Shahbazian e colaboradores (2001) investigaram as
concentracdes da proteina MECP2 em varios tipos celulares do SNC e demonstraram
gue quando analisadas separadamente, as células da glia e as células neuronais,
estas Ultimas possuem um aumento de 2-5 vezes maior em seus nucleos (41). Diante
destes fatos, ha uma possibilidade aparente de que devido a sua abundancia haja
uma grande interagdo com co-repressores agindo através do recrutamento de
complexos de Histonas, exceto as H1, pois estas competem com 0S mesmos sitios
de ligagdo na cromatina, como demonstrado in vitro. Tal efeito foi demonstrado em
um estudo realizado também por Pearson e col. (2012), onde o gene MECP2 existente
nos nucleos neuronais foi silenciado e a quantidade de histonas H1 se mostrou maior
que a da proteina MECP2 neste caso (46) (47).

Em parametros anatémicos, o silenciamento do MECP2 levou a reducdo do
tamanho do cérebro dos ratos. Isto ocorre devido a diminuicdo de regides cerebrais

de suma importancia, tais como o lobo frontal e temporal, o tAlamo, o mesencéfalo e
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o cerebelo. Essas alteracfes correspondem aquelas documentadas em pacientes
com Sindrome de RETT. Ao nivel celular, a soma de células neuronais € menor em

casos de silenciamento do gene (48) (49).

Durante a embriogénese, a proteina MECP2 se encontra em baixos niveis, mas
h& um aumento progressivo destes niveis de acordo com o grau de desenvolvimento
neuronal pés-natal (50) (51). Além de atuar no desenvolvimento neuronal promovendo
a diferenciacéo das células tronco neurais, concomitantemente, esta proteina reprime

a diferenciacao dos astrocitos (52).

Curiosamente, a perda ou o aumento do niamero de copias do gene MECP2
causam guadros neurolégicos clinicamente semelhantes, no entanto pouco se sabe
ainda sobre as consequéncias biolégicas da superexpressao desta proteina no

desenvolvimento neuroldgico (30).



29

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

O objetivo do presente trabalho é rastrear a presenca de microduplicacdes do
gene MECP2 em pacientes do sexo masculino com Deficiéncia Intelectual.

2.2 Objetivos Secundarios

o Triar amostras de meninos com DI para duplicagbes do gene MECP2 por PCR

em tempo real;

o Validar os resultados da qPCR por meio da técnica de MLPA;

o Verificar a prevaléncia de duplicagcbes no gene MECP2 em meninos com DI

triados pela analise cromossémica por microarray.
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3. METODOS
3.1 Amostras Bioldgicas

Para esse estudo foram selecionados 265 pacientes do sexo masculino com
deficiéncia intelectual, atendidos no Ambulatério de Genética Clinica do Hospital
Universitario da Universidade de Brasilia. O primeiro critério para a escolha dos
pacientes foi a apresentacdo de deficiéncia intelectual leve, moderada ou grave,
avaliada com base em suas limitacdes cognitivas e comportamentais. Tanto em casos
sindrdmicos como nao sindrémicos, selecionamos aqueles que fossem sugestivos de
heranca ligada ao X ou casos isolados na familia. Foram incluidos apenas aqueles
gue apresentaram cariétipo normal, e que ndo possuiam a mutacdo de expansao de
trinucleotideos responsavel pela sindrome do cromossomo X fragil. Os responsaveis
pelos pacientes preencheram termo de consentimento livre e esclarecido. O presente
projeto faz parte do projeto aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (CEP-FM 081/2009; 25/11/09).

O numero amostral utilizado para a realizacao da técnica de qPCR foi de 138
pacientes do sexo masculino com quadro de Deficiéncia Intelectual, sem
caracterizacdo de sindrome genética conhecida. Posteriormente, verificamos a
prevaléncia de duplicacbes do gene MECP2 no banco de dados de pacientes do
Ambulatério de Genética Clinica que realizaram analise cromoss6mica por microarray
no periodo de 2013 a 2015. Deste banco de dados, 127 pacientes se encaixavam nos
requisitos pré-estabelecidos para a montagem do grupo amostral, como citado
anteriormente. Somando entdo os pacientes que foram analisados por qPCR e 0s
demais investigados do banco de dados, totalizamos 265 pacientes investigados
guanto as duplicacdes do gene MECP2.

3.2 Extracao de DNA

Foi realizada a coleta venosa de sangue periférico em tubo de Vacutainer®
contendo EDTA como anticoagulante e posteriormente encaminhado para o
Laboratorio de Genética Clinica da Universidade de Brasilia, onde o DNA foi extraido

pelo método Purigene.
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Este protocolo € dividido em 4 grandes etapas, sendo elas:

3.2.1 Etapa 1 - Lise Celular

Foram adicionados 4 mL de sangue total em um falcon de 15mL e adicionado
mais 9 mL de solucdo RBC. Para incubacdo € necessario inverter o tubo
ininterruptamente por 10 minutos. Dado os 10 minutos as amostras foram
centrifugadas a 3400 rpm por mais 10 minutos. Foi retirado o sobrenadante total,
deixando apenas o pellet visivel de células brancas e aproximadamente 100-200pl do
liquido residual. Para homogeneizar a etapa anterior € necessario vortexar o tubo
vigorosamente para ressuspender as células brancas. Na etapa de lise celular foi
adicionado 3 mL de solucdo de lise celular (CLS) aos tubos jA com as células
ressuspendidas e misturado com pipeta de transferéncia diversas vezes até a solugcéo

ficar homogénea.

3.2.2 Etapa 2 - Precipitacdo de Proteina

Apébs a etapa de lise celular foi adicionado 1mL de solucéo de precipitado de
proteina e vortexando vigorosamente por 20 segundos, cada tubo individualmente,
para que haja uma mistura uniforme com o lisado celular. Posteriormente os tubos
foram centrifugados por mais 10 minutos a 3400 rpm, sendo observado a formacao

de um pellet marrom escuro e compacto no fundo dos tubos.

3.2.3 Etapa 3 - Precipitacdo de DNA
Foi feita a transferéncia do sobrenadante contendo o DNA para um tubo falcon

de 15 mL contendo ja 3 mL de isopropanol 100%. Foi invertertido lentamente até que
os “novelos” de DNA aparecessem. Logo apds foi centrifugado por mais 3 minutos
também a 3400 rpm, retirado o sobrenadante e drenado o tubo em papel absorvente.
Depois foram adicionados 3 mL de etanol 70% e invertido varias vezes o tubo.
Centrifugou se por 1 minuto o tubo e foi desprezado novamente o sobrenadante
cuidadosamente e o tubo ficou invertido em papel absorvente por aproximadamente

15 minutos para secagem.
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3.2.4 Etapa 4 - Hidratacdo do DNA

Nesta fase de hidratacédo foi adicionado 200-250 pl de solucdo tampéo de TE e

deixado a temperatura ambiente por 48 horas para hidratar. Posteriormente todas as

amostras foram guardadas no freezer.

3.3 PCR quantitativa (QPCR) — Quantificacdo de CNVs

Para quantificar os CNVs de interesse foi utilizado o ensaio customizado
TagMan Hs02552272_cn (Applied Biosystems, EUA) para a regiao especifica do gene
MECP2. Um outro gene comumente descrito como RNAseP, localizado no
cromossomo 14qg11.2 que é conhecido por apresentar originalmente duas copias num
organismo diploide, foi utilizado como controle positivo interno para calcular o nimero
de copias do gene de interesse, bem como para confirmar o éxito da amplificacdo da
reacdo de PCR. Neste primeiro ensaio utilizado foi constatado um problema de
concorréncia entre as sondas do gene MECP2 e a sonda do gene RNAseP. Por este
motivo, um outro ensaio TagMan HS01849214 cn foi escolhido para refazer as
amostras ja feitas e continuar a fazer as demais amostras do experimento. E
importante ressaltar que mesmo sendo ensaios diferentes, as duas sondas cobrem

parte do éxon 4 do gene MECP2.

Todas as reacdes de qPCR foram realizadas seguindo o protocolo descrito por
Mayo e colaboradores (2010), a quais continham 20 ng de DNA do paciente, 5 uL de
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA), 0,5 uL de sondas e
iniciadores da regido especifica TagMan MECP2, 0,5 uL da sonda de controle positivo
interno TagMan RNAseP e, por fim, agua ultrapura livre de Nuclease, completando o
volume final total para 20 yL. A amplificagao foi realizada num sistema de PCR em
tempo real StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) com um
sistema de ciclagem realizado com temperatura inicial de 95°C durante 10 minutos,
seguido por 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto (53). Em
todas as corridas de gPCR foi utilizada uma amostra feminina simulando um controle

positivo de duplicacao.
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Os valores de Ciclo Quantitativo (Cq) foram gerados a partir de um limiar pré-
estabelecido e ACq (delta-Cq) foi calculado a partir da diferenca entre os valores de
Cq do gene controle do numero de copias e da regido alvo (Figura 4). Em cada placa
foi utilizado um controle negativo de amplificacdo (aAgua ultrapura no lugar do DNA) e
também uma amostra calibrador doada de um voluntario do sexo feminino, como
controle positivo, pois € sabido que o gene de interesse estd em duplicata em
mulheres devido a existéncia dos dois cromossomos X. Todas as reacdes foram feitas
em triplicata.

Para as analises dos resultados gerado pela qPCR foi utilizado o software
CopycCaller (Applied BioSystems, EUA). Através dele foi gerado um nimero de copias
calculado (CCN) de cada amostra, sendo este obtido mediante a multiplicacdo da
quantidade relativa (RQ = 224Cd9) estabelecida na reacdo e o nimero de copias de
um calibrador, que nada mais € do que uma amostra com nuamero de copias
previamente conhecido (54).Em seguida, fez-se a comparagao entre grupos de
referéncia e grupos de interesse pelo célculo de AACq (AACq = ACq amostra - ACq
referéncia) (Figura 4). Os grupos foram tomados a partir do nimero de copias predito
para as regides genbmicas, sendo que os individuos testados que apresentassem
duas copias do gene alvo foram considerados como Duplicados, visto que o normal

seria apenas uma cépia advinda do Unico X que seria o normal.
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Figura 4. Plataforma de andlise do programa CopyCaller®. Exemplo de resultados de pacientes

sem alteracdes de numero de copias. A barra azul & direita representa o controle feminino.

3.4 Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA)

Utilizada para a deteccdo de delegbes e/ou duplicacdes génicas, esta técnica
€ atualmente bastante realizada na rotina de diagndsticos clinicos. Utilizamos a
técnica de MLPA para validagcéo de resultados obtidos pela PCR em tempo real. Foi
utilizado o kit P064 (MRC-Holland), seguindo recomendagdes do fabricante como se
segue. Esse kit contém duas sondas para o gene MECP2 além de sondas de outros

genes relacionados a sindromes de microdelegéo (Figura 5).

O protocolo de MLPA é baseado em 4 etapas bem definidas:

3.4.1 Etapa 1 — Desnaturacao

Foi adicionado 8 pl da amostra contendo de 50 a 250 ng em um tubo 0,2 pl.
Este tubo foi colocado no termociclador, modelo Veriti Thermal Cycler, no programa

de desnaturacao no qual o ciclo é de 10 min a 98°C.
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3.4.2 Etapa 2 - Hibridizacdo
Foi feito um tampéao de hibridacdo contendo 1,5 pul de MLPA Buffer e mais 1,5

ul de sonda, respectivamente para cada amostra feita. Apos vortexado, 3 pul deste mix
foi adicionado aos tubos ainda no termociclador. Depois de homogeneizados,
continuou se o programa de hibridizacdo com um ciclo de 1 minuto a 95°C e 16 horas
a 60°C.

3.4.3 Etapa 3 - Ligacdo

Passadas as 16 horas de hibridizacao, foi feito um outro mix contendo 25 pl de
agua ultrapura, 3 pl de Ligase Buffer A, 3 ul de Ligase Buffer B e 1 pl de Ligase-65
Enzyme, para cada amostra. Imediatamente ap0ds a realizagdo do mix foi mudado o
programa do termociclador para 54°C. Chegada a esta temperatura, foram
adicionados 32 ul do mix em cada um dos tubos. O ciclo utilizado foi de 15 minutos a
54°C, 5 minutos a 98°C e infinito a 20°C.

3.4.4 Etapa 4 - Reacédo de PCR
Foi preparado um mix de PCR contendo 7,5 pl de agua, 2 ul de SALSA PCR

primer mix e 0,5 pl de SALSA Polymerase, para cada tubo novamente. Depois de bem
vortexado foi adicionado 10 pl do mix de PCR em cada tubo e iniciado o programa de
PCR que foram de 35 ciclos, sendo cada um dos ciclos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 60°C, 30 segundos a 72°C e 20 minutos a 72°C. Ao fim dos 35 ciclos o

termociclador manteve a maquina a 15°C até a retirada das amostras.
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Denaturation and Hybridisation

PCR primer sequence Y PCR primer sequence X
\ VS iffer suquence

Hybridisation sequence Hybridisation sequence

¥ : ¥ /
¥ Target A g 3 Target B 5’

Ligation
) ! : 5 | f
¥ Torget A s 3 Target B 5

PCR: All probe ligation products are amplified by
PCR using only one primer pair

Figura 5. Etapas da técnica de Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification (MLPA).

3.5 CMA - Anélise cromossdmica por microarray

A investigacdo de alteragbes cromossOmicas submicroscopicas foi realizada
utilizando a plataforma CytoScan® 750K Array (Affymetrix, EUA). Nesta plataforma é
possivel a deteccdo das CNVs por meio de microarranjos de DNA formados por 550
mil sondas nao polimérficas para CNVs de regides codificantes e ndo codificantes do
genoma humano. O GeneChip® contém centenas de milhares de sondas de DNAs
individualizadas sendo assim representado o genoma humano total, incluindo

variacdes intragénicas (Figura 6).
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GeneChip da plataforma DNA de fita simples marcado ,
Affvmetrix CytoScan array. o Bioting & hibridads 1 ' N

) S
Oligonulceotideos da sonda (25 b) &

Cada sonda contém milhares de cOpias
de um oligonucleotideo referente
a uma regido do genoma humano (hg19)

124 om Cerca de 750 mil sondas diferentes
complementares ao genoma humano (hgl9)

Imagem captada pelo Scanner 3000 7G (Affymetrix) referente aos diferentes
niveis de fluorescéncia emitidos de acordo com as sondas hibridadas no GeneChip.

Figura 6. Hibridizacdo das sondas alvo no GeneChip (Affymetrix, EUA).

O processo metodolégico é subdividido basicamente em 8 etapas distintas.

3.5.1 Preparacdo do DNA genémico

Apbs extraido, o DNA do paciente, foi quantificado no NanoDrop® e diluido em
Low EDTA TE buffer (Affymetrix, EUA) a uma concentracdo de 50 ng/ul total de DNA.
Este protocolo utiliza um sistema contendo 16 reacdes, sendo 14 delas as amostras

alvos, um controle positivo, fornecido pela Affymetrix e um controle negativo.

3.5.2 Digestdao com Nsp |, ligacdo de adaptadores e amplificacdo

O DNA dos pacientes e os controles foram submetidos a digestdo em sitios
especificos com a enzima Nsp |, gerando assim fragmentos de DNA de tamanhos
variados. Foi utilizada uma mistura de 5 yl de DNA (50ng/pL), 11,55 pyL de agua
ultrapura, 2,00 uL de tamp&o da Nsp | (10X), 0,20 yL de albumina bovina sérica (BSA)
(100X) e 1,0ul da enzima Nsp | (10 U/pL). Esta solugéo foi colocada no termocilador
Veriti® por 2 horas a 37°C e 20 minutos 65°C. O produto desta digestdo foi

armazenado a -20°C até sua utilizacdo no seguinte procedimento. Posteriormente foi
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promovida a ligacdo de adaptadores com a T4 DNA Ligase, cuja fungéo é auxiliar na
amplificacdo das amostras através de uma PCR. No produto ja digerido foi acrescido
0,75 yL de adaptador Nsp | (50 yM), 2,50 uL de tampéao da T4 DNA Ligase (10X) e
2,00 uL da enzima T4 DNA Ligase (400 U/uL). Obedecendo um ciclo de 3 horas a
16°C e 20 minutos a 70°C esta mistura foi colocada novamente no termociclador,
sendo posteriormente diluida com 75 pL de agua ultrapura e armazenada a -20°C. Os
fragmentos de DNA ligados a adaptadores Nsp | foram submetidos a reacdo da PCR
com a utilizagao de 39,5uL de agua ultrapura, 10,0 pL de tampao da TITANIUM™ Taq
(10X), 20,0 yL de reagente GC-Melt, 14,0 uL de mistura de dNTP’s (2,5mM cada),
4,5uL do iniciador PCR Primer 002 (100pM) (Affymetrix, EUA) e 2,0 uL da enzima
TITANIUM™ Taqg DNA polimerase (50X) (Clontech, EUA). As reacdes de PCR foram
realizadas em quadruplicatas para cada amostra, visando aumentar a quantidade de
DNA gendmico. Estas quadruplicatas foram colocadas no termociclador para a
realizacdo da PCR, onde o processo foi de 1 ciclo de incubacéo a 94°C (3 minutos),
30 ciclos de 94°C (30 segundos), 60°C (45 segundos) e 68°C (15 segundos) e um
altimo ciclo de 68°C (7 minutos).

Para a confirmacéo do sucesso da digestéo, ligacdo e PCR, o produto final foi
visualizado em gel de agarose 2% em TBE 1X corado com brometo de etidio (5mg/mL)
submetido a um campo elétrico com voltagem constante de 10V/cm, por 1h, sendo
observado fragmentos como um arraste entre 150 a 2000 pb. A imagem foi capturada
utilizando o sistema de video-documentacdo ImageMaster®VDS - Video-
documentation System (Pharmacia Biotech, EUA). Os produtos das PCRs foram

armazenados a -20°C até o préximo passo.

3.5.3 Purificacdo e Quantificacdo

Os produtos das PCRs das quadruplicatas de cada amostra foram reunidos em
um unico tubo (volume final 397 uL) e os fragmentos de DNA foram capturados com
0 uso de esferas magnéticas. Apos incubacao e centrifugacéo, as esferas magnéticas
contendo fragmentos de DNA aderidos a sua superficie foram selecionadas por for¢a
magnética na MagnaRackTM (Life Technologies, EUA), lavadas com tampé&o da

purificacdo (Affymetrix, EUA) e, finalmente, os DNAs eluidos em tampéo de eluigéo
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(Affymetrix, EUA) para um volume final de 47 yL. O material foi quantificado no
espectrofotébmetro Nanodrop™ 2000 (Thermo Scientific, EUA). Para continuacdo do
protocolo, cada amostra deve apresentar valores de concentragdo de DNA = 3.0

pg/uL. Os produtos das PCRs purificados foram armazenados a -20°C.

3.5.4 Fragmentacao dos produtos das PCRs

Foi preparado um mix de fragmentagdo com 123.5 uL de agua ultrapura, 158,4
ML de tampdo de fragmentagdo 10x (Affymetrix, EUA) e 5,8 pyL do reagente de
fragmentacgao (2,5 U/uL), do qual foram adicionados 10 uL nos produtos de PCR. Esta
mistura foi colocada no termociclador em um ciclo de 35 minutos a 37°C e 15 minutos
a 95°C. A fragmentacao (volume final: 55 uL) foi observada pela presenga de um
arraste entre 25 e 125 pb em eletroforese em gel de agarose 4% em TBE 1X corado
com brometo de etidio (5mg/mL) submetido a um campo elétrico com voltagem
constante de 10 V/cm, por 1h. A imagem foi capturada utilizando o sistema de video-
documentacdo. Os fragmentos obtidos foram armazenados a -20°C até o préximo

passo.

3.5.5 Marcacao do DNA fragmentado com biotina

A marcacdo das amostras foi realizada com a mistura de 51 yL do DNA
fragmentado e 19,5uL da mistura de marcagao formada por 14,0 pyL de tampéo
Terminal deoxynucleotidyl Transferase (5X), 2,0 yL de reagente de marcagao de DNA
30 mM (biotina) e 3,5 pL da enzima TdT (30 U/pl). A mistura foi colocada no
termociclador por quatro horas a 37°C e 15 minutos a 95°C. O DNA marcado com
biotina foi armazenado a -20°C até o préximo passo.

3.5.6 Hibridacdo
Primeiramente foi preparada a mistura de hibridacdo com os tampdes de
hibridacao parte 1 (165,0 L), parte 2 (15,0 pL), parte 3 (7,0 pL) e parte 4 (1,0 pL),
mais 2,0 yL de OCR (Oligo Control Reagent, Affymetrix, EUA). Em seguida foi

realizada a mistura de 70,5 yL de DNA biotinilado e 190 pyL da mistura de hibridagéo.
Esta mistura foi aquecida no termociclador a 95°C por 10 minutos e resfriada a 49°C

até o proximo passo. Ainda no termociclador, 200yl da mistura desnaturada foi
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depositada imediatamente em cada um dos GeneChip® com os oligonucleotideos
pré-arranjados. Os GeneChip® com o DNA foram incubados em forno de hibridacdo
(modelo Hybridization Oven 645, Affymetrix, EUA) a 50°C durante 17horas a 60 rpm.

3.5.7 Lavagens dos GeneChip® e marcacdo com fluoréforos

A lavagem e marcacdo dos GeneChip® foi realizada na estacdo automatizada
Fluidics Station 450 (Affymetrix, EUA) a qual foi previamente abastecida com o0s
tampdes de lavagem A e lavagem B (Affymetrix, EUA) e agua ultrapura. Foram
preparados também os tubos contendo os tampdes de marcagao 1 (500uL), 2 (500uL)
e 800 uL de holding buffer que apresentam em suas formulagcdes os elementos
essenciais (estreptavidina, ficoeritrina - SAPE e anticorpo biotinilado
antiestreptavidina) para a formacao da fluorescéncia durante a leitura dos GeneChip®
com o laser. Em seguida, os GeneChip® sé&o retirados do forno de hibridacéo e,
imediatamente, colocados (oito por vez) na estacao fluidica onde as sequéncias de
lavagens e marcagfes por fluoréforos dos microarranjos sdo automatizadas sob
controle do software Affymetrix GeneChip® Command Console™ (AGCC) verséo
4.1.2 (Affymetrix, EUA).

3.5.8 Escaneamento dos GeneChip® e Andalise

Os chips com microarranjos foram colocados no GeneChip® Scanner 3000 7G
(Affymetrix, EUA), gerenciado pelo programa AGCC. A imagem dessa leitura foi
observada com o programa de visualizacdo Affymetrix GeneChip Viewer, onde
também se pb6de verificar os controles positivos do sistema confirmando que as

condi¢Oes de hibridagdo do microarranjo foram adequadas.

Apbs estes procedimentos, utilizando o software de analise Chromosome
Analysis Suite (ChAS) versdo 3.0, foi possivel visualizar e analisar as alteragdes
cromossOmicas  (duplicacdes, dele¢cdes, CNVs, mosaicismo, perda de
heterozigosidade) ao longo do genoma de cada amostra. O programa é oferecido
gratuitamente no sitio do fabricante (www.Affymetrix.com) e trabalha com a interface
do Microsoft Windows 7 Professional® e Windows 8.1®. Ele permite converter e

normalizar os dados brutos obtidos dos diferentes niveis de fluorescéncia em cada
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sonda hibridada no chip (formatados pelo GeneChip Viewer) em arquivos “.CEL”.
Estes, por sua vez, sdo transformados pelo ChAS em arquivos “.CYCHP”, através da
combinacdo de algoritmos especificos, com os dados das fluorescéncias de cada
sonda, representando cada regido do genoma humano, disponiveis no banco de
dados NetAffx® Genomic Annotation file NA33.1 (hgl9). Este sistema de comparacao
de hibridacdo sustenta a plataforma CytoScan™ e contém informacgdes atualizadas
dos bancos de dados genb6micos Database of Genomic Variants (DGV), OMIM® e
RefSeq (Figura 7).

Aplicagdo do produto do DNA da amostra, fragmentado e biotinitado
no chip para hibridagao.

Forno para reagdo de hibridagdo no chip entre a amostra e a sonda.

Estagao de lavagem e marcagdo das sondas hibridadas com fluordforo.

Escaneamento a laser das fluorescéncias emilidas pelas sondas
hibridadas no chip.

Computador com software para leitura e analise da qualidade do
escaneamento do chip. A partir dai o o arquivo .CEL gerado para a
anélise sera utilizado pelo software ChAS para visualizagdo dos
dados citogendmicos da amosira.

Figura 7 . Esquema resumido das etapas realizadas na técnica de CMA-Array (Affymetrix, EUA).
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Os resultados foram analisados de forma comparativa com as alteragoes
gendmicas e fenotipicas disponiveis no DECIPHER, um banco de dados de individuos
com quadros clinicos conhecidos disponivel em
https://decipher.sanger.ac.uk/application, além de analises comparativas com o0s
demais bancos externos NCBI, UCSC Genome Browser, Ensembl, OMIM® (Figura 8).

Este conjunto de ferramentas de bioinformatica fornece informacfes que
auxiliam na classificacdo destas CNVs em ndo patogénicas, possivelmente

patogénicas ou VOUS, de acordo com o proposto por Miller (2010)(55).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi utilizado um nimero amostral de 138 pacientes do sexo
masculino com DILX, que foram triados quanto ao niumero de copias do gene MECP2
por qPCR.

O primeiro ensaio selecionado, apesar de ser vendido como um ensaio
validado, ndo funcionou adequadamente havendo competi¢cdo entre a sonda teste e a
sonda controle, mesmo apods diversas alteragbes no protocolo sugeridas pelo

fabricante.

Iniciamos entdo o0s experimentos com o0 segundo ensaio que mostrou

resultados consistentes quando analisamos individuos controle.

Os dados das corridas de gPCR foram analisados com o software CopyCaller®
e 11 pacientes apresentaram resultados compativeis com a duplicacdo do gene
(Figura 9A).

Notamos porém que de acordo com as configuracées do programa de analise
CopyCaller®, hd um valor de numero de cépias calculado que é gerado pela
multiplicacdo da quantidade relativa (RQ=2%2C9) estabelecida na reagédo e o nimero
de coépias do calibrador usado, mas pelo fato de muitas vezes esse numero ser
decimal, os valores acima de 1,5 sdo imediatamente considerados como 2 cépias do
gene (Duplicacdo), gerando entdo o que € chamado de Numero de Cépias Provaveis
(Figura 9B). Por este motivo foi possivel observar que devido a este arredondamento
varias amostras foram consideradas duplicadas apesar do valor estar proximo de 1,5.

Utilizamos como calibrador uma amostra controle feminina.
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Figura 9. A) Andlises dos resultados da gPCR demonstrando as 11 duplicagBes encontradas, juntamente com o0s

controles masculinos e o controle feminino utilizado em todas as rea¢des. B) Demonstrativo do arredondamento

de 1 copia para 2 cépias nos casos de decimais superiores a 1,5 do Numero de Cépias Calculadas, sendo que

quando comparadas com os resultados das corridas de qPCR é possivel notar que as amostras com menor nimero

de coépias calculadas que foram arredondadas ndo poderiam estar duplicadas segundo suas amplificacdes.
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No entanto, quando utilizamos um calibrador masculino o nimero de amostras
consideradas duplicadas caia para zero (Figura 10A e 10B).
Applied Biosystems CopyCaller® Software v2.1

. File: Teste 19_amostras duplicadas_24_4_15_data td, Target: MECP2 Calibrator: Feminino
. File: Teste 20_amostras duplicadas_24_4_15_data txt, Target: MECPZ  Callbrator: Femining

IS

Controle

Copy Number

Controle Controle
Masculino Masculino

A

Applied Biosystems CopyCaller® Software v2.1

Bl File: Teste 19_smostras duplicadas_24_4_15_data_DNA_array 12, Torget: MECF 2, Calitrmtor: Masculing
Bl File: Teste 20_ amostras dupicadas_24_4_15_data_DNA_array tel, Target: MECI 2, Cabrator: Masculing

Controle

Copy Mumber

Controle Controle
Masculine Masculino

B
Figura 10. A) Analise dos resultados da gPCR com o calibrador de uma mulher possuidora das duas cépias do

gene MECP2 (Controle feminino) originando as 11 duplica¢cdes anteriormente encontradas; B) A mudanga do
resultado para nenhuma duplica¢éo quando utilizado um calibrador masculino.
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Apesar da andlise com o calibrador masculino nos parecer mais preciso
decidimos realizar uma analise confirmatéria das 11 amostras duplicadas utilizando
outra metodologia. Por ser uma técnica ja bem estabelecida e precisa, foi utilizada o
MLPA. A andlise de niumero de copias por MLPA utilizando o kit PO64 n&o revelou
duplicacdo do gene MECP2 em nenhuma das 11 amostras investigadas. Também nao
foram encontradas variacdes de numero de copias dos demais genes investigados no
kit.

A auséncia de pacientes com duplicacdo de MECP2 dentre os 138 testados
sugere uma prevaléncia dessa mutacao na populacédo estudada inferior a reportada
na literatura que € em torno de 1% (22) (20).

Na tentativa de confirmar a prevaléncia destas duplicacbes em uma amostra
ainda maior, utilizamos os resultados de andlise cromossdémica por microarray do
banco de dados do Laboratdrio de Genética Clinica da UnB. Utilizando os mesmos
critérios de selecéo anteriores, foram incluidos 127 pacientes dos quais foi averiguada

a prevaléncia de CNVs do gene MECP2.

Novamente nenhuma duplicacdo foi encontrada neste outro grupo de
pacientes. Dessa forma, nédo foi identificada nenhuma alteracdo de numero de copias

do gene MECP2 nos 267 meninos averiguados.

Nosso estudo se baseou em relatos de uma frequéncia relativamente alta de
duplicacbes de MECP2 na literatura quando comparada com outros genes do

cromossomo X e autossdmicos.

Lugtenberg e colaboradores (2009) realizaram um estudo buscando rastrear
mutacdes em genes do cromossomo X em familias com DILX. Foram identificadas
trés familias com duplicacdo de MECP2 correspondendo a 1% das familias estudadas
(22).
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Shimada e colaboradores em 2013, realizaram a analise de uma coorte de 700
pacientes, homens e mulheres por meio da técnica de CGH-Array, e encontraram
quatro pacientes portadores de duplicacdes no gene MECP2. Uma das duplicacdes
foi identificada em uma menina com quadro de DI grave ndo sindromica. A frequéncia
estimada da mutacdo nesse caso foi em torno de 0,5%. No entanto devemos
considerar que foram incluidas mulheres no estudo o que em tese deveria diminuir a
frequéncia dessa mutacdao. Os autores nao referem a propor¢gédo exata de homens

analisados (21).

Estudos em que os pacientes foram previamente selecionados com base nos
achados clinicos encontraram uma frequéncia maior de duplicagées, chegando a 15%
(26) (30).

Em nosso trabalho como nao identificamos nenhuma alteracdo de MECP2
podemos considerar que a frequéncia de mutac¢des foi menor do que 0,5%, sendo

assim menor do que a dos estudos anteriores.

Essa baixa frequéncia nos mostra que a investigacdo dessa alteracéo
especifica em pacientes com deficiéncia intelectual ndo se justifica, mesmo com o
custo relativamente baixo, e que outras metodologias de triagem mais ampla do

genoma devem ser utilizadas nesses casos.

Os métodos mais utilizados para a busca das causas genéticas de DI séo a
analise cromossdmica por microarray € 0 exoma com taxas de deteccdo em torno de
18% para cada um deles (56). Essas metodologias no entanto tem um alto custo e

ainda nado séo utilizadas na rotina diagnéstica em laboratérios brasileiros.
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5. CONCLUSAO

o A busca de CNVs do gene MECP2 em meninos com DI por qPCR ou pela

analise cromossO6mica por microarray ndo revelou alteracoes.

o A frequéncia de duplicacdes do gene MECP2 encontrada nesse estudo foi
menor que 0,5% e, portanto, menor do que a encontrada em trabalhos

anteriores.

. A triagem para duplicacdes do gene MECP2 isoladamente ndo € um método

eficiente para identificacdo da causa genética da DI em meninos.
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Titulo: “Investigacio da ctiologia do retardo mental sindrdmico”.
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Brasilia, 26 de Novembro de 2000,

* Elaine Maria de OliverrdAlves
Coordemadora do Camité de Erica em Pedquisa
Faoculdade de Medicina-TmB

55



56



57



