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RESUMO

A deficiéncia intelectual (DI) é considerada um estado incompleto ou inibido de
desenvolvimento do intelecto, envolvendo prejuizo das funcbes cognitivas,
linguisticas, motoras e sociais. Defeitos em genes do cromossomo X s&o
considerados uma importante causa de DI, tanto sindrébmica como n&o sindrémica.
Estudos indicam que diversos genes do cromossomo X quando mutados levam a DI,
pois, codificam proteinas que sdo expressas em alguma porgéo do sistema nervoso
ou em vias relacionadas. O presente estudo realizou a busca de microrrearranjos em
16 genes do cromossomo X (RPS6KA3, ARX, ILIRAPL1, TSPAN7, PQBP1,
HUWEL1, OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTR2, ARHGEF6, FMR1, AFF2 (FMR2),
SLC6A8 e GDI1) previamente descritos como associados a DI, em 65 meninos com
suspeita de DI. Usando o teste de MLPA com o kit P106-MRX, 64 pacientes (98,5%)
apresentaram resultados normais. Em um caso identificamos uma duplicacdo do
gene AFF2 que engloba os exons 2 e 3 do gene, herdada da méae fenotipicamente
normal. Sugerimos que a duplicacdo no gene AFF2 leve ao quadro de transtorno
emocional e macrossomia apresentado pelo paciente. A taxa de deteccdo de
alteracdes encontradas pelo MLPA (1,5%) € condizente com trabalhos anteriores na
literatura e mostra que a frequéncia combinada de microrrearranjos nesses genes é

baixa em pacientes com DI.

Palavras-chave: Deficiéncia intelectual ligada ao X, MLPA, duplicacdo, AFF2.



ABSTRACT

Intellectual disability (ID) is considered an incomplete or inhibited state of intellectual
development, involving deficit of cognitive, linguistic, motor and social functions.
Defects of genes on the X chromosome are considered an important cause of DI,
both syndromic and non-syndromic. Studies indicate that several genes on the X
chromosome when mutated lead to ID because they codify proteins that are
expressed in the nervous system or in related pathways. The present study searched
for microrrearrangements in 16 genes on the X chromosome (RPS6KA3, ARX,
ILLIRAPL1, TSPAN7, PQBP1, HUWE1l, OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTRZ2,
ARHGEF6, FMR1, AFF2 (FMR2), SLC6A8 and GDI1) previously described in
associated with ID, in 65 boys diagnosed with ID. Using MLPA test with kit P106 -
MRX, 64 patients (98.5%) presented normal results. In one case we identified a
partial duplication of AFF2 involving exons 2 and 3 of the gene, inherited from the
phenotypically normal mother. We suggest that the AFF2 duplication leads to the
emotional impairment and macrosomia in the patient. The detection rate found by
MLPA (1.5 %) is comparable to previous reports and show that the combined

frequency of microrrearrangements in these genes is low in patients with ID.

Keywords: X-linked intellectual disability, MLPA, duplication, AFF2.



LISTA DE FIGURAS

1 Alguns genes no cromossomo X que quando mutados causam deficiéncia

INEEIECTUAL. ...ttt e e bbb 21
2 Par de CrOMOSSOMOS X......uuuiiiieeiiiiiiieieee e e ettt e e s s e e e s st e e e s s e s e e e e e e s ennees 32
3 Resultado da PCR X-fragil em eletroforese de gel de agarose............ccccceeeeeneee. 42
4 Representacdo esquematica das sondas de MLPA..............ooovmiiiiiiiii e, 43

5 Resultado de uma analise de MLPA com o kit P106-B1 MRX com padrbes

(0101114 = V1T 46

6 Resultado do MLPA com o kit P-106 MRX evidenciando duplicacdo da sonda

correspondente ao exon 3 do gene AFF2..........oooiiiiiiiiiiiie e 55
7 Resultado da pesquisa de inativagcao do CromOSSOMO X.......uuuuuireiireeseeeeeeeeeenennenns 56

8 Resultado da analise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan HD
(AFYMEITIX®)...... ettt n st 57

9 Paciente aos nove anos € cinco MeseS de idade. ......c.oveuveeiie e, 59



LISTA DE TABELAS

1 Genes do cromossomo X investigados por MLPA com o kit P106 MRX com suas

respectivas posi¢cdes cromossomicas e localizagdo das sondas...........ccceeevvvvvnnnnnnnn. 44

2 Porcentagem de pacientes estudados de acordo com a manifestacao clinica e

IR (o] g{elo R = 1 11 1F= T o [ B ] RO 54



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetil-CoA - Acetilcoenzima A

ACSL4 - ACYL-CoA SYNTHETASE LONG CHAIN FAMILY, MEMBER 4
AFF2 /| FMR2 - AF4 FAMILY, MEMBER 2

AGTR2 - ANGIOTENSIN Il RECEPTOR, TYPE 2

AMME - ALPORT SYNDROME, MENTAL RETARDATION, MIDFACE
HYPOPLASIA, AND ELLIPTOCYTOSIS

ARHGEF6 - RHO GUANINE NUCLEOTIDE EXCHANGE FACTOR 6
ARX - Aristaless-Related Homeobox

CEP-FM - Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia

ChAS - Chromosome Analysis Suite

CLS - Sindrome de Coffin-Lowry

CNV - Copy number variation

COL4AS5 - COLLAGEN, TYPE IV, ALPHA-5

DCX — DOUBLECORTIN

DI - deficiéncia intelectual

DMSO - Dimethyl sulfoxide

DNTP - Deoxyribonucleotide triphosphate

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid

EIEE1 - Espasmos infantis sem malformagdes cerebrais
FMR1 - FRAGILE X MENTAL RETARDATION -1

FMRP - Fragile X mental retardation 1 protein

FRAXE - FRAGILE SITE, FOLIC ACID TYPE, RARE, FRA Xg28 E

G6PD - GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2481

GDI1 - GDP DISSOCIATION INHIBITOR 1

HTP - House, Tree, Person

HUWEL - HECT, UBA, AND WWE DOMAINS-CONTAINING PROTEIN 1
ILIRAPL1 -INTERLEUKIN 1 RECEPTOR ACCESSORY PROTEIN-LIKE 1
LISX1 - sindrome de Lisencefalia ligada ao X

MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
NS-XLID - nonsyndromic X linked intellectual disability
OPHN1 - OLIGOPHRENIN 1

PAK3 - P21-ACTIVATED KINASE 3

pb - pares de base

PCR - Reacao de Polimerizacdo em Cadeia

PQBP1 - POLYGLUTAMINE-BINDING PROTEIN 1

QC - controle de qualidade

QI - quociente de inteligéncia

Rho GAPs - Rho GTPase-activating protein

rpm - rotagdes por minuto

RPS6KAS3 - RIBOSOMAL PROTEIN S6 KINASE

RSK - Ribossomal S6 Kinase

SCLH - Heterotopia laminar subcortical ligada ao X

SLC - solucéo de lise celular

SLC6A8 - SOLUTE CARRIER FAMILY 6 MEMBER 8
SNP - Single nucleotide polymorphisms

SXF -Sindrome do X-Fréagil

S-XLID - syndromic X linked intellectual disability

TBE - Tris — Borato — EDTA



TDAH - transtorno de déficit de atencdo com hiperatividade
TSPAN7/TM4SF2 - TETRASPANIN 7

XLID - X linked intellectual disability



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 Deficiéncia INteleCtUal..........ccooeiiiiiiiiii e 16
1.2 Deficiéncia intelectual ligada ao CromoSSOMO X.........cccvvvvvveeevervvrrnninainenns 17

1.3 Genes do cromossomo X que sofrem microrrearranjos associados a

defiCIBNCIA INTEIECTUAL........ccce e e e e e e e e e e e e e eeeeeeene 20
1.3.1 GENE RPSBKAS..... .ottt 22
1.3.2 GENE ARX ettt 23
1.3.3GENE ILTRAPLT ...t 24
1.3.4 GeNe TSPANT ..o 25
1.35GEeNe PQBPL. .. .o 25
1.3.6Gene HUWEL. ... ..o 26
1.3.7Gene OPHNL. .. ..o 27
1.3.8GENE ACSLA ... 27
1.3.9 GeNe PAKS. ... 28
1.3.10 GENE DCX .ottt 29
1.3.11 GeNe AGT R Z. ... 30
1.3.12 Gene ARHGEFG.......cooi e 30
1.3.13GeNne FMRL.....o e 31
1.3.14 Gene AFF2 (FMR2).....veiieee e 34
1.3.15 GeNe SLCBAS. ... 35
1.3.16 GenNe GDIL. ... 36
2 OBJETIVOS. ... ettt e et e e et e e et e e e a e aaes 37

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de leucocitos e exame de CariotipO........cooeveeeeeeeeeein i 39
A =i = Tot= Lo N o (=30 | - SO PPPRPRR 40
R o O = B =T | USRI 41

3.4 Triagem de microrrearranjos no cromossomo X por MLPA....................... 43



3.5 Analise cromossOMICa POI MICTOAITAY ........ceuruurrrreeeaeairirreeeeesaaireeeaaeaaaeanes 47
3.6 Pesquisa de inativagao do CromOSSOMO X......uuiiiiiieeeeeeeeeeeeeieerinneennneeenns 51

4 RESULTADOS

A P A NS . . e 53

4.2 Resultados da triagem de microrrearranjos por MLPA.............ccccevvvvvnnnes 54

5 DISCUSSAO

5.1 Pacientes com resultados NOIMIAIS. ........ceiviiiieeeeeiniiieieiiib e 60
5.2 Paciente com duplicacdo do gene AFF2..........coooiiiiiiiiiiieeee 61
B CONCLUSAO. ....c.coieeiiicieieie ittt ettt ettt eneeas 63
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....cviecteieecteeeeee et 64
ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido.............ccccceeeeeiiiiiiieeecnnns 75

ANEXO B — Aprovagao N0 COMItE de EtiICA.......ceciiuvriiieeeiiiiiiieiee e 78



16

1. INTRODUCAO

1.1 DEFICIENCIA INTELECTUAL

A deficiéncia intelectual (DI) ocorre em cerca de 1-3% da populacédo sendo
considerada um estado incompleto ou inibido de desenvolvimento do intelecto que
se origina antes dos 18 anos de idade, envolvendo prejuizo das fun¢gdes cognitivas,
linguisticas, motoras e sociais, que sdo componentes da inteligéncia do individuo(1).
A DI é heterogénea, o que torna dificil a investigacao etioldgica feita por geneticistas
clinicos. Pode-se classificar a DI em leve, moderada, grave e profunda por meio de
testes de quociente de inteligéncia (QIl), onde o individuo que obtem um
desempenho inferior ou proximo a 70, na curva de distribuicdo do QI na populacéo,
€ considerado com déficit intelectual e superior a 130 é considerado superdotado
(2,3).

A deficiéncia intelectual pode ser causada por fatores ambientais (isquemia
cerebral perinatal, sindrome fetal alcoolica, infec¢des pré ou pds-natais), ou fatores
genéticos como alteracdes cromossdmicas ou doencas monogénicas (4). A DI
também pode ser uma condicdo multifatorial que pode estar relacionada com o
desenvolvimento sdcio-econémico populacional. Entre as por¢cdes mais pobres, 0s
fatores ambientais como nascimento prematuro, subnutricdo, infeccbes pré parto e
pés parto, alcoolismo etc estdo mais relacionados a DI leve; as DIs de causa
genética se manifestam em quaisquer classes independente de seu status social (5).
A causa genética mais comum de DI é a Sindrome de Down, causada pela trissomia
do cromossomo 21, uma alteragdo cromossOémica numeérica que, juntamente as
demais alteragcbes cromossOmicas numéricas e alteracdes estruturais, formam um
grupo importante de causas de DI.

A DI pode ser dividida em sindrémica (quando ha associacdo com outros
fendtipos como malformacdes, dismorfias, convulsdes, etc) e ndo sindromica quando
a DI é a unica manifestacdo clinica do paciente. Nos quadros de DI sindrbmica a
presencga de outros sinais e sintomas associados pode permitir enquadrar o quadro

clinico do paciente em uma sindrome genética conhecida.
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Quadros mais graves de DI estdo mais comumente associados a DI
sindrdmica. Cerca de 20-50% dos casos moderados a graves e até 80% das DI

leves ainda permanecem sem diagnostico genético (6).

1.2 DEFICIENCIA INTELECTUAL LIGADA AO CROMOSSOMO X

Desde o final do século XIX observagBes apontaram a preponderancia
significativa de homens em instituicbes para pessoas com comprometimento
intelectual, o que despertou a atencdo de médicos e pesquisadores. A frequéncia de
homens, nessas instituicbes, chegava a ser 25% maior do que a de mulheres (7).
Hoje sabe-se que o disturbio é 30-40% mais freqiente em homens do que em
mulheres, e a maior explicacao é a alta frequéncia de DI ligada ao X.

Uma das explicacdes pode ser o fato de homens serem hemizigotos (46,XY),
estes apresentam uma maior frequéncia de manifestacdes clinicas do que as
mulheres. Porém, somente essa explicacdo ndo foi suficiente para elucidar tamanha
proporcdo de casos. Mandel e Chely (4), sugeriram que pode ocorrer algumas
diferencas entre os sexos principalmente na formacao fetal dos homens, em que seu
cérebro possa ser mais susceptivel a danos precoces ou a presenca de
polimorfismos no cromossomo X que associados a alelos autoss6micos, alelos
ligados ao X ou a fatores ambientais poderiam levar a efeitos nas habilidades
cognitivas.

Em virtude das mulheres terem dois cromossomos X (46,XX), um deles é
inativado. A inativagdo de um dos cromossomos X € um evento aleatorio, podendo
ser inativado tanto o cromossomo de origem paterna, quanto o de origem materna. E
um processo que ocorre em cada célula no inicio do desenvolvimento embrionario,
tornando as mulheres mosaicos, podendo possuir duas linhagens celulares ativas.
Espera-se que nas mulheres a inativagdo de um ou outro cromossomo X aconteca,
em média, na mesma proporc¢ao. Porém, foi observado que mulheres portadoras de
translocacdo X/autossomo apresentam inativacéo preferencial do X normal, evitando
assim a propagacdo da inativacdo em genes autossomicos (8). Nas mulheres
portadoras de mutacdes deletérias ou patogénicas ha uma tendéncia de inativagédo
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deste cromossomo X, as quais apresentam desvio grandes ou mesmo totais de
inativacao para compensar os efeitos do alelo mutado no cromossomo X (8).

Desvios extremos no padrdo de inativacdo do cromossomo X em mulheres
estdo frequentemente associados a mutacdes que levam a DI. Estas mutacdes
foram encontradas nos cromossomos X inativos de mulheres portadoras de diversos
tipos de DI, sugerindo assim que o desvio de inativacao ocorra preferencialmente no
X mutado (9). Acredita-se que haja uma vantagem proliferativa das células com alelo
normal ativo levando aos quadros clinicos normais na maioria das portadoras (9).

Defeitos nos genes do cromossomo X, localizados principalmente no brago
longo, sédo uma importante causa de deficiéncia intelectual. O cromossomo X possui
cerca de 155 milhGes de pares de bases e contem aproximadamente 1155 genes,
dos quais 868 ja foram identificados como codificadores de proteinas
(www.ensembl.org, acessado em 10/01/2014); essas proteinas desempenham
funcdes, como regulacdo da transcricdo de outros genes ou transducdo de sinais.
Vérios estudos evidenciam que genes do cromossomo X estdo intimamente ligados
a funcao cerebral. Nguyen e Disteche (10) observaram maior expressdo de genes
do cromossomo X em relacdo aos genes autossdmicos no cérebro dos mamiferos
estudados.

A Dl ligada ao X, denominada XLID (X linked intellectual disability.), é dividida
nas formas sindrdmica (S-XLID) e ndo sindrébmica (NS—XLID) (2), sendo que dois
tercos dos casos de XLID sao néo sindrémicos (2). Cerca de 140 formas de XLID
sindrébmicas ja foram descritas, sendo que em aproximadamente 50% o defeito
genético foi identificado. Em varios casos observou-se heterogeneidade alélica e de
locus (2).

Em meados do século XX, Martin e Bell (11) estudaram 11 homens com DI de
uma mesma familia, provenientes de duas geracbes e advindos de maes
intelectualmente normais, sugerindo heranca ligada ao cromossomo X. Lehrke (12),
apos estudar vérias familias com DI de heranca ligada ao X, postulou a provavel
influéncia de genes localizados no cromossomo X atuando sobre a inteligéncia.

Ao estudar os cromossomos dos individuos afetados de uma familia onde a
mae e seus dois filhos possuiam comprometimento intelectual, Lubs (13) observou
uma falha distinta (sitio fragil) proxima a extremidade distal do bragco longo do
cromossomo X, sendo este denominado de cromossomo X marcador. Richards et al


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24297458
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(14) em andlise citogenética detectou o sitio fragil caracteristico no cromossomo X
na familia estudada por Martin e Bell (1943), sugerindo que a sindrome até entédo
chamada Martin-Bell, usada para identificar os quadros clinicos associados ao
cromossomo marcador, passasse a ser chamada de Sindrome do X-Fragil (SXF),
como é conhecida hoje.

Esta sindrome é a segunda causa genética mais frequente de DI sendo
precedida apenas pela sindrome de Down. A sindrome do cromossomo X Fragil é a
causa mais comum de DI herdada, e sua manifestacdo é moderada a profunda nos
homens afetados e, geralmente, leve nas mulheres afetadas. Os afetados podem
apresentar quadros nao sindrbmicos ou sindrbmicos que incluem além da DI
transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade, hipotonia, face alongada,
estrabismo, orelhas em abano, palato alto, mandibula e fronte proeminente, ma-
oclusdo dentaria, hiperextensibilidade articular, prega palmar Unica, macroorquidia,
pés planos e escoliose (15,16).

Na ultima atualizacéo de genes relacionados ao XLID (1), ja se conheciam 90
genes do cromossomo X mutados em pacientes com XLID. Porém, em alguns genes
foram identificadas mutacbes em pacientes com DI sindrdbmica como nao
sindrdmica, indicando que essa classificacdo revela apenas dois extremos
fenotipicos de um amplo espectro de manifestacdes clinicas (1).

As buscas por mutacdes no cromossomo X que causam deficiéncia intelectual
tém movimentado diversas pesquisas, ndo sé para elucidar a grande quantidade de
homens afetados, mas também para compreender as acdes desses genes no
sistema nervoso central e sua atuacdo no desenvolvimento da inteligéncia e de
habilidades cognitivas e sociais. Conhecer a causa da DI auxilia no aconselhamento

geneético, no diagnostico pré-natal e na identificacéo de portadoras.
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1.3. GENES DO CROMOSSOMO X QUE SOFREM MICRORREARRANJOS
ASSOCIADOS A DEFICIENCIA INTELECTUAL

Delecdes e duplicacdes de segmentos do cromossomo X ja foram descritas
em diversos pacientes com DI sindromica ou ndo sindromica e séo, portanto, uma
importante causa de XLID. Apesar de isoladamente essas alteracbes serem raras,
algumas se destacam sendo encontradas mais frequentemente em pacientes com
DI. Algumas dele¢Bes genémicas, duplicagfes e outros varios rearranjos estruturais
sdo fatores condicionantes nas doencas genéticas que envolvem processos de
desordem neurolégica (17) (Figura 1). A seguir trataremos de dezesseis genes
mapeados no cromossomo X e previamente relacionados a DI. Os genes citados a

seguir sdo aqueles pesquisados no presente trabalho.
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Figura 1: Alguns genes no cromossomo X que quando mutados causam deficiéncia
intelectual. Os genes a esquerda (box cinza) estéo relacionados a XLID sindrémica. Os genes
a direita (box branco) estdo relacionados a XLID n&o sindrébmica ou ambas. Os genes
marcados com o circulo sdo os dezesseis genes pesquisados nesse estudo. Adaptada de
(18).
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1.3.1 Gene RPS6KA3

O gene RIBOSOMAL PROTEIN S6 KINASE (RPS6KA3) esta localizado em
Xp22.12 e contém 22 exons (19). Codifica uma proteina membro da familia
Ribossomal S6 Kinase (RSK), também conhecida como P90 (20). As RSKs possuem
um papel importante na progressao do ciclo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular (21). Em ratos o gene RPS6KA3 possui uma alta expressdo no
desenvolvimento neural e em tecidos sensoriais (21).

Esse gene ja é bem conhecido por ser responsavel pela sindrome de Coffin-
Lowry (CLS). As manifestacdes clinicas na sindrome incluem morte prematura,
estenose espinhal, cifoescoliose progressiva, ataques de gota, denticdo anormal,
perda auditiva, alteragdes oculares e funcdo cognitiva alterada (22). A CLS pode ser
causada por varios tipos de mutacdes, desde mutacbes de ponto até delecdes de
varios exons. Além da forma sindrbmica, mutacées em RPS6KA3 podem também
levar a DI ndo sindrémica. Individuos com mutagfes no gene RPS6KA3 e NS- XLID
produzem uma proteina com atividade seis vezes menor acredita-se que o restante
de proteina seja suficiente para a sinalizacdo da via MAPK-RPS6KA3 envolvida no
desenvolvimento do esqueleto e resultando em um fendtipo mais leve do que a CLS
(23). Duplicagéo de sete genes incluindo o gene RPS6KA3 foram descritas em uma
familia com pelo menos quatro afetados. As mulheres portadoras nao apresentavam
DI ou qualquer outra manifestacao clinica (24). Uma duplicacdo de 1Mb contendo
trés genes dentre eles 0 RPS6KA3 foi observada em homens com DI inespecifica,
dismorfias faciais e dislexia (25). Recentemente uma microduplicacdo de 584 kb
incluindo o gene RPS6KAS3 foi encontrada em uma familia com DI leve, transtorno de

deficit de atengdo com hiperatividade (TDAH) e epilepsia (26).
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1.3.2 Gene ARX

O gene ARISTALESS-RELATED HOMEOBOX (ARX) estd localizado em
Xp21.3, € composto por 5 exons codificantes em aproximadamente 12,5Kb e
codifica uma proteina de 562 aminoacidos (27). Tem expressdo predominante no
cérebro fetal, adulto e nos musculos esqueléticos (27); em embrides de ratos foi
encontrado especialmente no telencéfalo e talamo ventral com auséncia de
expressao no cerebelo durante o desenvolvimento. ARX atua em neurdnios maduros
essenciais para o0 desenvolvimento de habilidades cognitivas (28). Homens
portadores da mutacdo possuem fendtipos mais graves e mulheres portadoras
podem apresentar ou nao fendtipos moderados a leves (29). Fulp et al. (30) em
estudos com camundongos identificaram 84 genes que na auséncia de ARX foram
desregulados, esses genes estavam envolvidos na migracdo celular, orientacao
axonal, neurogénese e regulacéo da transcricao.

Vérias mutacdes ja foram encontradas nesse gene, levando a fenétipos de DI
nao sindromicos ou a quadros sindromicos. Dentre as patologias sindrémicas
podemos destacar lisencefalia ligada ao X, agenesia de corpo caloso com genitélia
anormal (Sindrome de Proud), DI e distlrbios de movimentos variaveis (Sindrome de
Partington) e Espasmos Infantis sem malformaces cerebrais (EIEE1) que pode
evoluir para a Sindrome de West (MIM # 300215 ; # 300419; # 309510; # 300004).
Existe uma heterogeneidade muito grande com relacédo aos diversos fendétipos e as
diversas mutacoes.

A lisencefalia ligada ao X afeta mais homens podendo levar a morte nos
primeiros dias de vida. Dentre as mutacOes ja relacionadas estdo delecdes de
nucleotideos principalmente no exon 2 resultando em proteinas truncadas (31).

Na agenesia de corpo caloso com genitalia anormal (Proud Syndrome) foi
encontrada uma transi¢cdo no exon 2 dando origem a uma proteina mutante T333N
com menor afinidade ao DNA (Acido Desoxirribonucleico) do que a proteina
selvagem (29). A sindrome de DI e disturbios de movimentos variaveis (Sindrome
de Partington) esta relacionada até entdo a duplicacdo de 24 pares de base (pb) no

gene ARX causando uma expanséao de polialaninas (26,30).
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Existem vérias familias ja relatadas que ndo se encaixam nos quadros
sindrdmicos descritos a cima, porém possuem mutacao no gene ARX. O fendtipo de
DI € de moderado a grave podendo incluir ou ndo quadro de convulsdes ou
dismorfias leves. Duplicacdes de 24 pb no exon 2 foram identificadas em individuos
com NS-XLID. Existem também relatos de mutacdes de ponto em diferentes familias
com quadro de DI inespecifico (28). Duplicacdo completa do gene ARX ja foi

encontrada juntamente a outros genes da regiao (34).

1.3.3 Gene IL1RAPL1

O gene INTERLEUKIN 1 RECEPTOR ACCESSORY PROTEIN-LIKE 1
(ILLRAPL1) estd mapeado na posicdo Xp21.3 do cromossomo X. ILIRAPL1 tem
1,37Mb e possui 11 exons (35). E uma proteina do grupo das interleucinas composta
por 696 aminoacidos expressa nos neurdnios cerebrais; participa ativamente na
regulacado de neuritos e exocitose por regulacdo de sensores de célcio (36,37).

Mutacdes nesse gene levam a DI ndo sindrébmica com espectros de
deficiéncias neuroldgicas cognitivas variando de DI moderada a autismo (35).
Homens sdo mais gravemente afetados e mulheres portadoras apresentam
fenétipos mais leves a normais. A maior parte das mutacdes descritas no gene sao
mutacdes de ponto que ocasionam troca de aminoacidos ou coédon de parada
prematuro. Em estudos realizados em duas familias distintas com DI, foram
encontradas grandes delecfes incluindo os exons 2, 3, 4, e 5; ambas mutac¢des sao
semelhantes porém seus pontos de interrupcdo ndo foram precisamente relatados
(38,39). Também ha descricdo de delecdo dos exons 3 a 7 sendo causa de DI
moderada a leve em dois irm&os de mée portadora fenotipicamente normal (35). Em
estudo de triagem em meninos com DI inespecifica, ILLRAPL1 foi encontrado
duplicado junto a mais 40 genes na por¢ao Xpll.4 - p21.3 (40).
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1.3.4 Gene TSPAN7 (TM4SF2)

TETRASPANIN 7 (TSPAN7 ou TM4SF2) € um gene localizado na regido
Xp11.4, contém 7 exons dispostos em aproximadamente 127Kb que codifica uma
proteina da familia tetraspanin com 244 aminoéacidos, quatro dominios putativos na
regido transmembranar (41). E especulado que este gene possa ter importante
papel no controle do crescimento de neurdnios, sendo altamente expresso no
Sistema Nervoso Central (42).

Até o momento mutacbes nesse gene foram relatadas em homens com DI
nao sindromica. Um estudo demonstrou em dois meninos de familias distintas com
DI inespecifica, foi encontrada mutacdo de ponto sem sentido gerando uma
inativagdo da proteina do gene e uma troca de aminoacidos ndo conservativa na
proteina (P172H) (42). Em uma triagem feita nos 7 exons do gene TSPAN7 em 105
homens com DI se encontrou a mesma substituicdo P172H em apenas um afetado.
Méae e irmd também possuiam a mesma substituicdo, porém tinham fendotipos
normais (43). TSPAN7 também ja foi encontrado duplicado em dois irmaos
juntamente a 40 outros genes, em Xpll.4 - p21.3 e duplicado em um menino
juntamente com o gene OPHN1 (40). Recentemente, em triagem de 100 meninos
com NS-XLID foi encontrada uma duplicagéo do exon 5 no gene TSPAN7 (44).

1.3.5 Gene PQBP1

O gene POLYGLUTAMINE-BINDING PROTEIN 1 (PQBP1) se localiza na
porcdo Xpll.23 e contem 6 exons dispostos em 4,6 Kb (45). Produz uma proteina
gue se liga a poliglutamina encontrada no nucleo celular com maior expressdo no
cerebelo, hipocampo e bulbo olfatério.

Mutacdes nesse gene sao a principal causa da DI sindrémica conhecida como
sindrome de Renpenning. Os sinais clinicos da sindrome incluem baixa estatura,
microcefalia, dismorfias faciais e testiculos pequenos na puberdade. As mutacdes

mais relatadas até o momento incluem insercdo e dele¢cdo de nucleotideos em
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quantidades e posicOes diferentes (46). Um paciente com DI grave e varias
caracteristicas que se assemelham a sindrome de Renpenning apresentou
duplicacdo do gene inteiro além de outros genes em Xpl1l.22 - pl11.23 (47). Uma
duplicacdo de 5Mb incluindo o gene PQBP1 foi descrita em um menino com DI
moderada, comportamento autista, baixa estatura e caracteristicas dismorficas leves
(48).

1.3.6 Gene HUWE1

O gene HECT, UBA, AND WWE DOMAINS-CONTAINING PROTEIN 1,
(HUWEL) esta na posicdo Xpl1.22, possui 84 exons em aproximadamente 154Kb e
produz uma proteina ubiquitina ligase do tipo E3 (49). Em modelo animal possui
expressao em varios tecidos de rato, incluindo o cértex cerebral e o hipocampo (49).

H4 uma forma sindrdmica de DI classificada por Turner et al (50) que é
causada por mutacdes de ponto do tipo transicdo. Os principais fenétipos séo DI
moderada a grave em homens e leve nas mulheres portadoras, macrocefalia e
caracteristicas variaveis como extenséo limitada dos cotovelos e dedos afilados (50).
Formas de DI ndo sindrébmica estdo descritas e relacionadas a microduplicacdes
envolvendo o gene HUWEL. Algumas duplica¢des grandes variam de 0,4 a 0,8 Kb
podendo incluir mais genes da regidao (49). Delecdo do gene HUWEL foi encontrada
juntamente a outras delecdes também em pacientes com sinais clinicos do espectro
autista (51).
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1.3.7 Gene OPHN1

O gene OLIGOPHRENIN 1 (OPHN1) contém 25 exons, esta localizado na
regido Xgl2 contendo 391Kb, codificando uma proteina de 802 aminoacidos de
dominio Rho GAPs, que controla alteracdes do citoesqueleto (52). Estudo em
modelo animal mostrou sua a¢ao no controle da maturacao das espinhas dendriticas
e importancia em todas as fases do desenvolvimento (53).

Pacientes com S-XLID apresentando DI, hipoplasia cerebelar e outros
fendtipos distintos apresentaram mutacdes nesse gene (54). Em meninos com DI,
hipoplasia cerebelar e dismorfias observou-se delegéo dos exons 21 e 22 do gene
OPHNL1 (25,55). No exon 7 ja foram descritas dele¢cdes de ponto do tipo transicao
em trés meninos afetados com DI ndo especifica (56). Duplicacdo do gene inteiro foi
descrita numa familia extensa juntamente a outros genes dentro da por¢do Xql2 -
g13.3 (57). Uma duplicacdo de 800Kb em Xqgl2 - q13.1, incluindo o gene OPHN1

mais dois outros genes, também foi descrita em meninos com DI (58).

1.3.8 Gene ACSL4 (FACLA4)

O gene ACYL-CoA SYNTHETASE LONG CHAIN FAMILY, MEMBER 4
(ACSL4) esta localizado na porcédo Xg22.3 possuindo 17 exons dispostos em 104 Kb
(59). Produz uma proteina de cadeia longa de Acetilcoenzima (Acetil-CoA) sintase
formada por 670 aminoacidos (60). Em estudos em humanos a proteina era
altamente expressa no cérebro humano adulto, mais na por¢do do cerebelo e no
hipocampo demonstrando ser 97% semelhante a encontrada em ratos (60,61).

ACSL4 é um gene que, quando mutado, causa DI ndo sindrébmica. Os
fendtipos vao desde DI moderada a grave em homens e mulheres portadoras,
podem apresentar capacidades cognitivas variadas, desde DI moderada a
inteligéncia normal (62). As principais mutacfes ja descritas sdo de ponto do tipo
transi¢do no intron 10 e transversdo no exon 15 que causam troca de proteinas ou

um codon de parada prematura. Também ha DI sindrémica relacionada a esse gene
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conhecida como Alport Syndrome, Mental Retardation, Midface Hypoplasia, and
Elliptocytosis (AMME). Esta sindrome esta caracterizada principalmente pela
delecdo continua de varios genes em Xqg22.3, incluindo principalmente o gene
COLLAGEN, TYPE IV, ALPHA-5 (COL4A5) e gene ACSL4, levando aos fendtipos
especificos da sindrome e a DI moderada a grave dependendo do tamanho deletado
no gene ACSL4 (63). DI sindrdmica sem caracteristicas da sindrome Alport ja foi
relacionada em uma deleg&o de 9 genes incluindo o ACSL4 na regido Xq22.3 - 923,
sem delecdo do gene COL4AS5 (64).

1.3.9 Gene PAKS3

P21-ACTIVATED KINASE 3 (PAK3) é um gene ativador de quinases
localizado em Xg22.3 que possui 16 exons em 276Kb. Faz parte de uma familia de
quinases do tipo serina/treonina que sdo criticas na transducdo de sinais e
regulacdo celular (65). Essa familia génica esta envolvida em uma variedade de
processos celulares, incluindo a dindmica do citoesqueleto, motilidade celular, a
transcricdo de genes, morte e sobrevivéncia de sinalizacdo e progressdo do ciclo
celular (65).

Ja foram encontradas diversas mutacbes de ponto levando a troca de
aminoacidos ou criando coédons de parada prematuros sendo a causa de NS-XLID
(66,67). As maes portadoras ndo apresentam DI e foi observado que possuem
desvio total de inativagdo do cromossomo X (68). Ha relatos de pacientes com S -
XLID envolvendo a delecdo de varios genes na por¢cao Xq22.3 - 923, incluindo o
gene PAK3; as caracteristicas clinicas variam de acordo com a quantidade de genes

envolvidos (69).
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1.3.10 Gene DCX

DOUBLECORTIN (DCX) é um gene que esta localizado em Xq23 abrangendo
mais de 100 Kb de DNA contendo 9 exons dos quais 6 sao codificantes (70).
Codifica a proteina duplacortina que tem expressao exclusiva no cérebro fetal; atua
na migracdo neural podendo também estar envolvida com a transducdo de sinal;
especula-se que a proteina de DCX possa pertencer a uma nova classe de
proteinas intracelulares que auxiliam a migracdo neural através da sinalizacdo de
calcio (70).

As mutacdes descritas nesse gene levam a um quadro de DI sindrdmica onde
a lisencefalia classica é o principal fenétipo podendo resultar em DI grave e
convulsdes (71). Os homens afetados possuem fenétipos mais graves e a estes
chamamos a sindrome de Lisencefalia ligada ao X (LISX1) enquanto mulheres
portadoras apresentam fenétipos mais leves conhecidos como Heterotopia laminar
subcortical ligada ao X (SCLH), também conhecida como sindrome do duplo cortex
(71).

Estudos em diversas familias com LISX1 e SCLH descrevem mutacfes de
ponto do tipo transicdo e transversao resultando em troca de aminoéacidos (70,72),
insercdo e delecdo de 2 pares de bases gerando proteina truncada (72). Além
destas ha relatos de microdele¢des encontradas em trés mulheres com SCLH, duas
excluindo os exons 3 e 4 e uma excluindo o exons 6 e 7 (73). No pré-natal de um
menino o0 exon 4 do gene DCX foi encontrado mosaicismo para delecdo do gene
(74).
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1.3.11 Gene AGTR2

O gene ANGIOTENSIN II RECEPTOR, TYPE 2 (AGTR2) se encontra na
posicdo Xg24 compreendendo cerca de 5 Kb e possui 3 exons (75). Produz uma
proteina de aproximadamente 363 residuos de aminoacidos que expressa seus
receptores AT2 altamente em tecidos fetais e em tecidos adultos como cérebro,
medula adrenal e ovario (76). Este receptor leva a morte celular programada
(apoptose celular), um indicativo de sua importante agdo em transtornos neurais e
patologias de rins e trato urinarios (76).

Algumas mutagdes encontradas dentro do gene AGTR2 foram relacionadas
a casos de DI ndo sindrémica. Os fendtipos incluiam DI moderado a grave,
podendo apresentar quadros convulsivos (75). Contudo, posteriormente essas
mutacfes foram identificadas em varios grupos controle e consideradas como sem
significado clinico (77). Dessa forma, o verdadeiro papel do gene AGTR2 na DI

ainda nao estéa estabelecido.

1.3.12 Gene ARHGEF6

O gene RHO GUANINE NUCLEOTIDE EXCHANGE FACTOR 6 (ARHGEF6)
se encontra no cromossomo X em X(g26.3. Esse gene contém 22 exons dispostos
em 116Kb e produz uma proteina envolvida no ciclo Rho GTPase, com fungédo de
organizacdo do citoesqueleto, forma celular e motilidade (78). Kutsche et al. (78)
sugeriram que mutacbes no gene ARHGEF6 possam atrapalhar as vias de
transducdo de sinais envolvidas na migracao celular e no crescimento axonal, uma
vez que proteinas Rho GTPases também estdo envolvidas no crescimento de
axonios, e controle da forma e tamanho dos dendritos.

Em estudo com homens afetados de uma grande familia holandesa, todos
portadores de DI, foi encontrada uma mutagdo de troca de base que interferiu no
splicing, havendo a exclusdo da traducdo do exon 2 nos afetados gerando uma

proteina de menor tamanho (78). Kutsche e colaboradores (78) também relataram
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um homem com DI grave, algumas dismorfias e perda auditiva possuindo uma
translocacdo néo equilibrada herdada de sua mée, t(X; 21) (926;p11), causando uma
delecdo de 10pb no cromossomo X e delecao de 9 pb no cromossomo 22. A quebra
e delecdo no cromossomo X tornou o gene ARHGEF®6 inativo. DI sindrémica j& foi
relacionada a duplicacdo de 24 genes englobando ARHGEF6, na regidao Xg26.2-
Xg26.3, em dois irmdos com DI grave, hipotonia, atraso no crescimento,
despropor¢cdo craniofacial e mé& oclusdo dentéria (79). Duplicacdo do gene
ARHGEF6 foi encontrada em dois irmaos com DI moderada e dismorfias (25).

1.3.13 Gene FMR1

O gene FRAGILE X MENTAL RETARDATION -1 (FMR1) localiza-se no braco
longo do cromossomo X na regido Xqg27.3 e apresenta 17 exons num segmento
gendmico de aproximadamente 38 kb (80). Fragile X mental retardation 1 protein
(FMRP) é a proteina do gene FMR1 que esté presente no tecido fetal e no adulto. A
proteina FMRP é encontrada em abundéancia nos neurénios e em menor quantidade
no citoplasma de varios tipos celulares. Possui dois dominios de ligagcdo KH, que
geralmente sdo encontrados em proteinas que funcionam como ligantes ao RNA e
gue interagem com um conjunto de RNAs mensageiros de motivos quaternarios.
FMRP contém tanto sinal de localizacdo nuclear quanto sinal de exportacéo nuclear,
indicando uma funcao de proteina nucleo citoplasmética que se liga a muitos RNAs
mensageiros, inclusive ao seu proprio RNA mensageiro; forma complexos de
ribonucleoproteinas mensageiras; e se associa a ribossomos na tradugdo. Esta
proteina também esta envolvida na maturacdo estrutural e funcional de sinapses
servindo como um supressor traducional nos espacos pos-sinapticos (81,82).

Ao estudar os cromossomos dos individuos afetados de uma familia onde a
mae e seus dois filhos possuiam comprometimento intelectual, Lubs (13) observou
uma falha distinta (sitio fragil) proxima a extremidade distal do braco longo do
cromossomo X (Figura 2), sendo este denominado de cromossomo X marcador.
Richards et al., (14) em analise citogenética detectou o sitio fragil caracteristico no

cromossomo X na familia estudada por Martin e Bell em 1943, sugerindo que a
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sindrome até entdo chamada Martin-Bell, usada para identificar os quadros clinicos
associados ao cromossomo marcador, passasse a ser chamada de Sindrome do X-
Fragil, como é conhecida hoje. Esta sindrome € a segunda causa genética, mais
importante, de DI sendo precedida apenas pela sindrome de Down. A sindrome do
cromossomo X Fragil é a causa mais comum de DI ligada ao X, e sua manifestacao
€ moderada a profunda nos homens afetados e geralmente, leve nas mulheres
afetadas. As caracteristicas fenotipicas encontradas em pacientes com SXF séo

bastante variaveis e incluem aspectos morfoldgicos e comportamentais.
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Figura 2: Par de cromossomos X. A seta indica o sitio fragil na regido Xq27.3, local das
expansbes CGG no gene FMR1 que geram a sindrome do X-fragil . A direita, o ideograma do

cromossomo X. Modificado de www.genetics.com.au/pdf/factSheets/FS32.pdf.

Essa sindrome é causada pela expansao de trinucleotideos CGG dentro da
regido 5’ ndo traduzida do gene FMR1. Em individuos normais essa repeticdo ocorre
de 5-40 vezes. Individuos com 55-200 repeticbes sdo considerados portadores de
pré-mutacao, ndo apresentando sinais da sindrome, mas podendo transmiti-la para
seus descendentes. Individuos afetados tém mais de 200 repeticdes que ocasionam
a inativacao do gene FMR1 e consequentemente deficiéncia intelectual (83,84).

A expansao da repeticdo CGG na mutacdo completa causa a hipermetilacao
da ilha CpG na regido reguladora 5°do gene FMR1. Este aumento na metilagéo e a

diminuicdo da acetilacdo das histonas 3 e 4 na regido 5 do gene, levam a perda da
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expressdo do gene e consequente ndo producdo de FMRP (85). O silenciamento da
transcricdo do gene FMRL1 leva a ndo producdo da proteina FMRP, causando a
sindrome (84,86,87).

Em alguns casos ocorre simultaneamente, além da mutacdo completa,
alelos pré-mutados em suas células, ou podem apresentar regides metiladas e nao
metiladas e, por isso, sdo considerados mosaicos. Estes, sao afetados com menos
gravidade que os individuos com mutacdo completa, possuem uma frequéncia de
12% para mosaico de expansao e 6% para mosaico de metilacéo (88).

Expansfes ndo metiladas de 55-200 repeticdes CGG sdo chamadas de pré-
mutacgéo e, embora ndo causem DI s&o instaveis na meiose, podendo dessa forma
expandir para uma mutacdo completa quando transmitidas maternalmente para as
proximas geracdes (83,89). Alguns autores classificam as repeticdes CGG entre 40
e 55 como Gray zone, por estarem inseridos numa faixa intermediaria pouco
relacionada a transmisséao instavel entre gerac¢des (90). O menor niumero observado
de repeticbes CGG capaz de se expandir numa mutacdo completa na geracao
seguinte é de 56 repeticoes (91).

Delecbes e duplicacdes do gene FMR1 foram descritas em pacientes com DI,
mostrando que a dosagem de FMR1 é importante para a funcdo cognitiva (92).
Duplicagéo de 28 genes incluindo o gene FMR1 foi encontrada em trés homens de
uma familia francesa que possuiam DI leve e eram sindrémicos (93). Em um caso
atipico de um menino com DI, obesidade e atresia anal, foi evidenciada uma delecao
na regido Xq26.3 —g27.3 onde todo o gene FMR1 foi excluido, mostrando assim uma

variabilidade fenotipica envolvendo o gene FMRL1.
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1.3.14 Gene AFF2 (FMR2)

O AF4 FAMILY, MEMBER 2 (AFF2 / FMR2) é composto por 22 exons,
dispostos em aproximadamente 650kb em Xg28 e tem um padrdao complexo de
splicing alternativo (94). Os exons 2, 3, 7 e 21 sofrem varios splicings alternativos
podendo adicionar uma quantidade extra de 12 a 66 pb ao RNA mensageiro
dependendo do exon (95) AFF2 faz parte de uma familia de reguladores de
transcricdo, sendo traduzido numa proteina de cadeia longa com 1311 aminoacidos
ricos em serina e treonina encontradas no nudcleo celular (95). Possui uma alta
expressao na placenta de embribes com duas semanas, presente em vilosidades
coribnicas, fibroblastos, pulmédo, tendo alta expressdo no cérebro em regibes
responsaveis pela aprendizagem, cognicdo e memoria bem como na interagdo do
hipocampo e amigdala (96,97).

J& é de grande conhecimento que o gene AFF2 pode sofrer mutagfes do tipo
expansdo de trinucleotideos CCG causando um sitio fragil na porcao terminal do
braco longo do cromossomo X na regiao Xg28. Um estudo demonstrou que pessoas
que possuem o sitio fragil apresentam amplificacéo da repeticdo CCG adjacente a
ilha CPG de Xq28 (98). Sua incidéncia é em torno de 1 em 50 000 homens (99). A
repeticdo CCG é polimdrfica variando entre 6 — 20 repeticbes em pessoas hormais e
até 200 em pessoas afetadas (98). A clinica é uma DI leve sem tracos tipicos
dismérficos podendo incluir dificuldades de aprendizagem, déficit de comunicacéo,
problemas de atencao, hiperatividade e espectro autista (100). Translocacdes (101)
e delecbes submicroscopicas de introns e exons do gene AFF2 ja foram descritas;
guanto maior o tamanho da delecdo mais grave sera o quadro de DI e nas dele¢cbes
menores o0 paciente pode apresentar um quadro mais leve variando desde autismo
até DI (102). Acredita-se que a delecdes de exons cause funcéo reduzida do gene
levando ao quadro clinico de susceptibilidade de autismo e DI e a perda total da
funcdo do gene gera DI ndo sindromica leve conhecida como FRAXE (FRAGILE
SITE, FOLIC ACID TYPE, RARE, FRA Xg28 E) (103). Uma duplicagao parcial do

gene também foi descrita, porém sem detalhes do quadro clinico relacionado (104).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2481
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1.2.15 Gene SLC6AS8

O gene SOLUTE CARRIER FAMILY 6 MEMBER 8 (SLC6A8) estd mapeado
em Xg28, contém 13 exons abrangendo um segmento de 8,5Kb (105). Codifica uma
proteina de 732 aminoéacidos e os primeiros estudos em animais ja apontavam sua
importancia na fisiologia do musculo e transporte de creatina no hipocampo (106).

SLC6A8 é bem conhecido por apresentar mutacées associadas a Sindrome
de deficiéncia de creatina cerebral - 1. Os fen6tipos mais comuns sédo DI, atraso
grave na fala, distirbios comportamentais e convulses com prevaléncia de 0,3 a
3,5% em homens e as mulheres portadoras podem apresentar leve prejuizo
neuropsicolégico (revisdo em 76). Os homens afetados podem ser mais rapidamente
diagnosticados em teste de urina, que demonstra elevada quantidade de creatina e
teste de diminuicéo de creatina em fibroblastos. Ambos demonstram a deficiéncia no
transporte de creatina. Em uma reavaliacdo dos fendtipos e dos gendtipos de 101
homens ja relatados em estudos anteriores como portadores da sindrome de
deficiéncia de creatina cerebral -1, 1/3 dos pacientes apresentavam mutagcdes novas
do tipo missense com atividade residual levando a um fenétipo mais leve e delecdes
grandes que levam a um quadro clinico mais grave (108). Duplicacdo envolvendo
partes dos exons 11 e 12 do gene SLC6AS8 foi identificada em um menino com S-
XLID e deficiéncia de creatina (109). Uma grande delecdo de 19 kb envolvendo os
exons 5 a 13 de SLCG6AS8, foi descrita em um menino com DI grave, surdez

neurossensorial, distonia grave e deficiéncia de creatina cerebral (110).
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1.3.16 Gene GDI1

O gene GDP DISSOCIATION INHIBITOR 1 (GDI1) é um regulador dos
membros da familia Rab, que s&o pequenas proteinas envolvidas no trafego
vesicular de moléculas lipidicas entre organelas celulares (111). Estudos em modelo
animal mostraram duas sequéncias de GDI: a alfa e a beta. Bachner et al. (111)
mostrou em ratos que na fase embrionaria GDI alfa (GDI1) € expresso em tecidos
neurais e sensoriais, tendo funcdo predominante na transmissao dos sinais neurais;
ja GDI beta é expresso em varios tecidos e em todas as fases de desenvolvimento.

GDI1 estd mapeado em uma regido rica em genes em Xq28, contendo 11
exons dispostos em 7Kb (112). Mutagbes em GDI1 tem sido relacionados a NS-XLID
onde homens podem apresentar DI leve a grave e mulheres portadoras podem ter
dificuldade de aprendizado e déficit de atencao (113). Diversas mutacdes de ponto
foram descritas desde substituicbes até mutacdes levando a codons de parada
prematuros. Quando duplicado, juntamente com mais 17 genes na mesma regiao
X(g28, o gene GDI1 é relacionado a sindrome de duplicacdo Xg28. Nessa sindrome,
além de DI moderado a grave, os homens podem possuir dismorfias fisicas e faciais
leves, podem apresentar malformacao de Dandy-Walker com hipoplasia e agenesia
do corpo caloso e dilatacdo ventricular. O aumento da expressédo de GDI1 com a
duplicacdo é sugestivo de que seja ele o responsavel pelo atraso mental observado
nessa sindrome (114).

Todos os dezesseis genes aqui relatados (RPS6KA3, ARX, IL1RAPL1,
TSPAN7, PQBP1, HUWE1l, OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTR2, ARHGEFS,
FMR1, AFF2 (FMR2), SLC6A8 e GDI1) codificam proteinas que sdo expressas em
alguma porcéo do sistema nervoso ou vias relacionadas. Todos sdo associados a
casos clinicos ja descritos com deficiéncia intelectual sindrébmica ou n&o sindrémica,
relacionadas a mutacdes de ponto ou a rearranjos em um desses genes. Devido a
estas caracteristicas, selecionamos o kit MLPA P106-B1 MRX, que possui sondas
para varias exons destes 16 genes, para triarmos nossas amostras de pacientes
com DI sindrdmica e n&o sindromica em casos isolados ou com padrao de heranca

sugestivo de heranca ligada ao X.


http://omim.org/entry/300104#reference1
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2. OBJETIVOS

Investigar a frequéncia de microdelecdo ou microduplicacdo de genes do
cromossomo X ligados a Deficiéncia Intelectual, em amostras de pacientes do sexo

masculino com suspeita de DI do Hospital Universitario da Universidade de Brasilia.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para esse estudo foram selecionados 65 pacientes do sexo masculino com
suspeita de deficiéncia intelectual, atendidos no Ambulatorio de Genética Clinica do
Hospital Universitario da Universidade de Brasilia. Os pacientes foram
encaminhados a consulta na genética clinica por médicos de outras especialidades,
psicologos ou pedagogos. O primeiro critério para a escolha dos pacientes foi a
apresentacdo ou a suspeita de deficiéncia intelectual leve, moderada ou grave,
avaliada com base em suas limitacbes cognitivas e comportamentais. Tanto em
casos sindromicos como né&o sindrémicos, selecionamos 0s que fossem sugestivos
de heranca ligada ao X ou casos isolados na familia. Foram incluidos apenas
agueles que apresentaram cariotipo 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).

Rotineiramente foram coletados 4 a 8 ml de sangue periférico em tubo
heparinizado e em tubo contendo Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) como
anticoagulante. As amostras foram submetidas ao exame de cari6tipo e ao teste de
PCR para exclusdo da sindrome do X-fragil e sé apds resultados normais para

ambos, foram incluidos no estudo.
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3.1 CULTURA DE LEUCOCITOS E EXAME DE CARIOTIPO.

Com o sangue heparinizado foi realizada cultura de sangue total para
realizacdo do exame de cariétipo. O protocolo utilizado desenvolvido por Moorhead
et al. em 1960 (com modificagBes) e dura cerca 72h apds incubacdo das amostras.
Para o crescimento dos leucdcitos misturamos 1mL de sangue total fresco a 8mL de
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI), 1,5mL de soro fetal bovino,
300uL de Fitohemaglutinina, 100uL de antibiético penicilina/ estreptomicina e 100 L
de L-Glutamina. Ap6s mais ou menos 70h na estufa a 37°C adicionamos 100 pL de
Colchicina e retornamos para a estufa por mais 45min a 37°C. Terminado o periodo
de crescimento e feita a parada das células na metafase realizamos a fase de
hipotonizagdo. Nesta transferimos o material da estufa para dois falcons deixando
cada um com 5,5mL que foram centrifugados por 6 min a 2000 rota¢cées por minuto
(rpm). Apos, retirarmos 0 sobrenadante e acrescenta-se aos poucos a solucao de
KCL a 37°C até completar 12mL. Depois de bem homogeneizado deixamos 15 min
na estufa a 37°C. Da estufa seguiu para a centrifuga por 6 min a 2000 rpm. Depois
foi retirado o sobrenadante deixando mais ou menos 2mL. Para a Fixagdo utilizamos
a solucdo 1:3 de &cido acético e metanol, nessa fase colocamos com auxilio de
vortex o fixador aos poucos até completar 10mL. Homogeneizar bem e levar a
centrifuga por 6 min a 2000 rpm. Retirado 0 sobrenadante foi repetido o processo de
fixacdo por mais 4 vezes. O material pingado nas laminas foi tratado por
bandeamento G utilizando tripsina em solucédo salina e corado com Giemsa. O
cariétipo foi analisado pela Professora Doutora Iris Ferrari do Laboratério de
Genética Clinica da UnB e feito com auxilio de microscopio, sendo entregue
resultado posteriormente a cada paciente.
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3.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada com o método Puregene
(www.puregene.com). Na etapa de lise celular colocamos 3 mL de sangue total com
9mL de solucdo de lise RBC (5mM MgCl, -1mM EDTA pH 8,0), invertemos e
incubamos por 10 min a temperatura ambiente. Apds, centrifugamos por 10 min a
3400 rpm, removemos o sobrenadante e vortexamos o pellet para o ressuspender.
Foi adicionado ao tubo 3 mL de solucéo de lise celular (SLC) (10mM Tris pH 7,5 —
1mM EDTA pH 8,0 — 1% SDS) misturando bem com pipeta até ficar homogéneo. Na
etapa de precipitacdo da proteina adicionamos 1mL da solucdo de precipitacdo de
proteina (NH4Ac 7,5 M ) ao lisado celular. A mistura foi vortexada por 20 seg e
centrifugada por 10min a 3400 rpm. Para a fase de precipitagdo do DNA
transferimos o sobrenadante para outro tubo contendo 3mL de isopropanol 100%,
nessa etapa podemos observar o “novelo” de DNA. Centrifugamos novamente por
3min a 3400 rpm, e apos retiramos o0 sobrenadante. Adicionamos 3 mL de etanol
70% invertendo o tubo para melhor homogeneizar, centriftugamos por 1 min por 3400
rpm e retiramos o0 sobrenadante mais uma vez. Deixamos secando por 20 min e
adicionamos 200 uL de TE (Tris-HCL 10 mM - EDTA 1mM pH 8,0). O DNA foi
armazenado em freezer de 2 a 8°C.

As amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotdmetro NanoVue Plus

(GE Healthcare Life Sciences, EUA) em concentragao de ng/uL.
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3.3 PCR X-FRAGIL

Em todas as amostras com cariétipo normal foi feito o teste para X- Fragil. Foi
realizada Reacdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR) para amplificacdo da regiao
CGG do gene FMR1. Na reacao de PCR foi utilizado primer ¢ 5-GCT CAG CTC
CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT-3" e o primer f 5-AGC CCC GCA CTT CCA
CCA CCA GCT CCT CCA-3'. A amplificagao foi realizada num volume total de 254l
contendo entre 50-100 ng de DNA gendmico, 0.75 pmol de cada primer,
Deoxyribonucleotide triphosphate (DNTP) 200uM, 10 ul de 5x Q-solution (Qiagen),
2.5 yl de 10x PCR Buffer e 1u de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen). A
amplificacdo consistiu de 34 ciclos iniciados com desnaturacdo a 94°C por 4
minutos, seguidos de desnaturacdo a 98 °C por 45 segundos, anelamento a 64°C
por 45 segundos, extensédo a 72°C por 2 minutos e extensao final a 72°C por 10
minutos.

As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
para verificacdo da amplificacdo ou ndo do produto. Se apds o processo de
migragao no gel for visualizada banda na mesma altura ou abaixo da banda de
amostra controle (com 49 repeticdes CGG), este paciente foi considerado como
apresentando alelo de tamanho normal. Se a amostra ndo apresentar nenhuma
banda ou possuir banda superior a amostra controle, este seria triado como provavel

portador de pré-mutacdo ou mutacdo completa do gene FMRL1 (Figura 3).
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Figura 3: Resultado da PCR X-fragil em eletroforese de gel de agarose. Poco 1 é o
marcador de peso molecular de 100pb. Poco 2 é a amostra controle com 49 repeticBes da
trinca CGG. Pogo 3, 4, 6 e 7 sdo amostras consideradas normais, pois suas bandas ficaram
abaixo do tamanho da amostra controle. Pogo 5 € uma amostra com possivel mutacao
completa pois ndo houve nao amplificacdo da regido. Poco 8 é o controle da reacéo, usada

agua ao invés de DNA.

Para a andlise foi utilizado 5ul do material amplificado, juntamente com 3l de
tampéo de corrida (azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 31% e glicerol 30%).
Desta mistura 8ul foram depositados em cada pogo do gel, € no primeiro pogo foi
colocada aliquota padrdo de peso molecular de 100 pb. O gel de agarose foi
preparado a 1,5% de concentracdo com 100 ml de tampao TBE (Tris — Borato —
EDTA) 1x e 1,5g de agarose e 3ul de brometo de etidio Tmg/ml. O gel foi submetido
a eletroforese em cuba horizontal contendo tampéo TBE 1x para a corrida a 100V e
50A por aproximadamente 30 minutos. Todos os géis foram fotografados em
fotodocumentador e as fotos mantidas em ata para registro dos resultados das

amostras.
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3.4 TRIAGEM DE MICRORREARRANJOS NO CROMOSSOMO X POR MLPA.

Para a investigacdo de delecbes ou duplicacbes nos genes candidatos
utilizamos a técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Essa
técnica é um método simples, sensivel, rdpido e econémico que visa a quantificacdo
relativa quanto ao numero de copias de até 50 sequéncias de acidos nucléicos em

um experimento (Figura 4).

*  Sondas MLPA

Fluorocromo

Regido de ligagdo

do primer

Segmento complementar ao DNA alvo

Regifo de ligagdo do Seqliéncia coringa

primer

Seqiiéncia alvo

Figura 4: Representacdo esquematica das sondas de MLPA.

Para as reacdes de MLPA, selecionamos o kit P106-B1 MRX que inclui
sondas para 16 genes diferentes do cromossomo X (RPS6KA3, ARX, IL1RAPL1,
TSPAN7, PQBP1, HUWE1, OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTR2, ARHGEF®6,
FMR1, AFF2 (FMR2), SLC6A8 e GDI1) (Tabela 1). A técnica MLPA permite a
identificacdo do numero de coOpias de uma dada sequéncia de DNA por meio da

hibridacdo de sondas especificas e amplificacdo por PCR. Essas sondas
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apresentam dois segmentos complementares as sequéncias-alvo de DNA: um
oligonucleotideo sintético curto e um oligonucleotideo sintético longo. Este contém
uma sequéncia stuffer que varia de tamanho nas diferentes sondas, permitindo a
separacao dos diferentes fragmentos por eletroforese capilar. Cada kit € composto
de até 50 pares de sondas permitindo assim a andlise de diversas regides
simultaneamente. Inicialmente as sondas sao hibridizadas ao DNA e em seguida o0s
fragmentos séo ligados por uma ligase. Ap6s uma nova desnaturacdo o fragmento
formado pela juncdo das sondas € amplificado por PCR. A reacdo de PCR é
realizada com um unico par de primers, comum a todas as sondas. Foram seguidos

todos os passos e quantidades sugeridas pelo fabricante.

Tabela 1 - Genes do cromossomo X investigados pelo MLPA com kit P106-B1 MRX com suas

respectivas posi¢cdes cromossdmicas e localizagdo das sondas.

Gene Posicdo Localizacdo das sondas
RPS6KA3 Xp22.12 Exons1,3e?21

ARX Xp21.3 Exonsl,2e4
ILIRAPL1 Xp21.3 Exonsl,2,3,e6
TSPAN7

(TM4SF2) Xplli4 Exonsleb

PQBP1 Xpll.23 Exons2e5

HUWE1 Xpll.22 Exons6e 61

OPHN1 Xql2 Exons 1, 3,12e 21
ACSL4

(FACLA) Xq22.3 Exons 1,12 e 17
PAK3 Xg22.3 Exons7,14,21,e 22
DCX Xqg23 Exons 2,4e5
AGTR2 Xq24 Exonsle3
ARHGEF6 Xg26.3 Exons1,4,9,e19
FMR1 Xg27.3 Exons9e 16

AFF2 (FMR2) X028 Exons 1, 3, 6,12, e 21
SLC6AS8 Xq28 Exons4e9

GDI1 Xq28 Exonsle?7
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o Condicoes de hibridacédo e amplificacdo: 5uL de DNA (50-100ng) foram
colocados em microtubos e levados ao termociclador para desnaturagdo por 10min a
98°C. A temperatura ambiente foi adicionado o mix de hibridacdo contendo por
reacdo 1,5uL de MLPA buffer e 1,5uL de SALSA probe mix, seguindo-se
desnaturacao a 95 °C por 1min e hibridacéo overnight a 60°C (entre 16-20h). Apds a
hibridacdo foi adicionado o mix de ligagdo contendo 25uL de H,O, 3uL de Ligase
Buffer A, 3uL de Ligase Buffer B e 1uL de enzima Ligase-65. Os tubos foram
incubados por 15min a 54°C e 5min a 98°C. Em seguida foi realizada a amplificacédo
por PCR. Para o volume final de 50uL, foram misturados 7,5uL de H,0O, 2 uL de
SALSA PCR primer mix e 0,5 pyL de SALSA polymerase. As condicfes da
amplificacdo foram: 35 ciclos de 30 seg a 95 °C, hibridacdo a 60 °C por 30 seg e
extensdo de 30seg a 72 °C, seguidos de extenséo final a 72 °C por 20 min. A reacao
de MLPA foi realizada em amostras teste (pacientes) e controle (individuos do sexo
masculino fenotipicamente normais).

Em seguida os fragmentos da PCR foram diluidos e misturados a 0,1 pyL de
GS500 LIZ® (Applied Biosystems, EUA) e 9 pyL de Formamida Hi-Di (Applied
Biosystems, EUA) e submetidos a eletroforese capilar. A andalise do produto do
MLPA foi feita em sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems). O
marcador de peso molecular GS500 LIZ (Applied Biosystems) foi utilizado para
determinacdo do tamanho dos fragmentos e os resultados foram analisados
utilizando-se os programas Genemapper (Applied Biosystems) e Coffalyser (MRC-
Holland). A anélise dos resultados foi feita calculando-se o valor da intensidade de
amplificacdo da sonda especifica a média das intensidades de amplificacdo de todas
as sondas em relacdo a média de intensidade nas amostras controle. Como foram
testados apenas individuos do sexo masculino a regido foi considerada deletada
guando esse valor foi igual a 0 e duplicada quando esse valor foi superior a 1,8
(Figura 5), caso testadas, mulheres apresentariam o valor igual a 2 quando normais,
pois possuem dois cromossomos X, valores acima ou abaixo representariam

duplicacédo e delecéo do segmento.
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Figura 5: Resultado de uma andlise de MLPA com o kit P106-B1 MRX com padrbes normais.
As barras vermelhas representam os valores normalizados de intensidade de fluorescéncia

para cada uma das sondas

Todos os pacientes, que passaram pelo MLPA receberam relatério com os
resultados dos exames.

Em um paciente foi encontrada uma duplicacdo pelo MLPA e realizados
outros testes para confirmagcdo e mapeamento da alteracéo e para verificarmos se o
rearranjo era ou nao herdado. A mae do paciente também foi investigada por MLPA.
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3.5 ANALISE CROMOSSOMICA POR MICROARRAY.

A andlise cromossdémica por microarray foi realizada para o paciente com
resultado alterado pelo MLPA a fim de confirmarmos os resultados e delimitarmos
com maior precisdo os segmentos envolvidos no rearranjo. A analise cromossémica
por microarray permite analisar microdelecbes ou  microduplicacdes,
simultaneamente, em milhares de sequéncias alvo do genoma. Esta técnica utiliza
como alvo de hibridacdo um conjunto de sondas (oligonucleotideos), com
localizagdo previamente conhecida nos cromossomos, organizados em alta
densidade em um chip de DNA. Utilizamos a plataforma CytoScan HD Array
(Affymetrix, EUA) e as configuracdes disponiveis no GeneChip® Scanner 3000 7G
System (Affymetrix, EUA). Essa plataforma utiliza microarranjos de DNA contendo 2
milhdes de sondas nao polimérficas para Copy number variations (CNVs) de regifes
codificantes e néo codificantes do genoma humano e cerca de 750.000 SNPs. O
sistema todo inclui os oligonucleotideos pré-arranjados em GeneChip®, conjunto de
38 reagentes diferentes, equipamentos para hibridizacéo, lavagem, coloracao, leitura
e visualizacdo dos microarranjos, e programa computacional necessario para a
identificacdo dos Single nucleotide polymorphisms (SNPs) e das CNVs. A técnica
consistiu das seguintes etapas:

o Preparacdo do DNA gendmico: Seguindo os padrdes recomendados
pelo fabricante quanto a estrutura de trabalho, condicbes e materiais utilizados foi
dada sequéncia ao protocolo para a analise das amostras, que tem inicio com a
normalizagdo das amostras para a concentragao final de 50 ng/uL de DNA diluido
em Low EDTA TE buffer (Affymetrix, EUA). Utilizou-se o protocolo estabelecido para
grupo de 8 reacbes contando com 6 amostras, um controle positivo e um controle
negativo.

o Digestdo com Nsp I, ligacdo de adaptadores e amplificacdo: Os DNAs
dos pacientes e controles foram submetidos a digestdo em sitios especificos com a
enzima Nsp | (Affymetrix, EUA) para a obtencdo de fragmentos de DNA de
tamanhos variados e posterior ligagdo de adaptadores com a T4 DNA Ligase
(Affymetrix, EUA), preparando a amostra para a amplificacdo através da reagédo da
PCR.
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Foi utilizada uma mistura de 5 yL de DNA (50ng/uL), 11,55 yL de agua
(Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water), 2,00 uL de tamp&o da Nsp | (10X), 0,20
ML de albumina bovina sérica (BSA) (100X) e 1,0l da enzima Nsp | (10 U/uL). A
seguir, a mistura foi colocada no termociclador MyCycler® (Bio-Rad, EUA) por duas
horas a 37°C e 20 minutos a 65°C. Os produtos da digestdo foram armazenados a -
20°C até o proximo passo.

A segquir, foi realizada a ligacdo dos fragmentos de DNA a adaptadores
especificos, com a mistura de 0,75 pyL de adaptador Nsp | (60 uM), 2,50 yL de
tampao da T4 DNA Ligase (10X) e 2,00 uL da enzima T4 DNA Ligase (400 U/uL). A
mistura foi colocada em termociclador (Bio-Rad, EUA) por trés horas a 16°C e 20
minutos a 70°C. Os produtos da reacado de ligacdo foram diluidos com 75uL de agua
e foram armazenados a -20°C até o proximo passo.

Foram feitas quadruplicatas das reacdes da PCR de cada amostra para
aumentar a quantidade do DNA genomico. Os fragmentos de DNA ligados a
adaptadores Nsp | foram submetidos a reacdo de PCR com a utilizagdo de 39,5uL
de agua, 10,0 uL de tampao da TITANIUM™ Taq DNA Polimerase(10X), 20,0 uL de
reagente GC-Melt, 14,0 yL de mistura de dNTP’s (2,5mM cada), 4,5uL do iniciador
PCR Primer 002 (100uM) (Clontech, EUA) e 2,0 pL da enzima TITANIUM™ Tagq
DNA polimerase (50X) (Clontech, EUA). Foram colocadas em um termociclador
Veriti'™ onde as reacées tinham 1 ciclo de incubagéo a 94°C (3 minutos), 30 ciclos
de 94°C (30 segundos), 60°C (45 segundos) e 68°C (15 segundos) e um ultimo ciclo
de 68°C (7 minutos).

O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose 2% corado com brometo
de etidio. O tamanho dos fragmentos deve ser de cerca de 150 a 2000 pb,
confirmando o sucesso da digestado, ligacdo e PCR, permitindo a sequéncia do
protocolo. Os produtos das PCRs foram armazenados a -20°C até o proximo passo.

o Mistura dos produtos das PCRs, 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 o
uso de esferas magnéticas (Affymetrix, EUA). ApOs incubacao e centrifugacéo, as
esferas magnéticas contendo fragmentos de DNA aderidos a sua superficie foram
selecionadas por forca magnética na MagnaRack'™ (Life Technologies, EUA),
lavadas com tampéo da purificagéo (Affymetrix, EUA) e, finalmente, os DNAs eluidos
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em tampao de eluicdo (Affymetrix, EUA) para um volume final de 47 pyL. O material
foi quantificado no espectrofotdometro NanoVue Plus. Para continuagcédo do protocolo,
cada amostra deve apresentar valores de concentragdo de DNA = 3.0 ug/uL. Os
produtos das PCRs purificados foram armazenados a -20°C até o proOXimo passo.

o Fragmentacdo dos produtos das PCRs: Os produtos das PCRs
inicialmente foram misturados com 10 pyL do mix de fragmentagdo que é
cuidadosamente preparado com 123.5 pL de agua, 158,4 pL de tampédo de
fragmentacdo 10x (Affymetrix, EUA) e 5,8 uL do reagente de fragmentacdo (2,5
U/uL). A mistura foi colocada no termociclador Veriti™ por 35 minutos a 37°C e 15
minutos a 95°C. A fragmentacao (volume final: 55 pL) foi observada pela presenca
de fragmentos entre 25 e 125 pb em eletroforese em gel de agarose 4% corado com
brometo de etidio. Os fragmentos obtidos foram armazenados a -20°C até o préximo
passo.

o Marcacdo 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 yL de tamp&o Terminal deoxynucleotidyl
Transferase (5X), 2,0 yL de reagente de marcagcdo de DNA 30mM (biotina) e 3,5uL
da enzima TdT (30 U/ul). A mistura foi colocada em um termociclador Veriti™ 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.

o Hibridizacdo: Primeiramente foi preparada a mistura de hibridizacao
com os tampdes de hibridizagdo parte 1 (165,0 uL), parte 2 (15,0 pL), parte 3 (7,0
ML) e parte 4 (1,0 L), 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 pL da
mistura de hibridizag&o. Esta mistura foi aquecida no termociclador Veriti™ a 95°C
por 10 minutos e resfriada a 49°C até o préximo passo. Ainda no termociclador,
200ul da mistura desnaturada foi depositada imediatamente em cada um dos
GeneChip® com os oligonucleotideos pré-arranjados. Os GeneChip® com o DNA s&o
incubados em forno de hibridizacdo (modelo Hybridization Oven 645, Affymetrix,
EUA) a 50°C durante 16 a 18 horas a 60 rpm.

o Lavagens dos GeneChip® e marcacdo com fluoroforos: A lavagem e
marcacédo dos GeneChip® foi realizada, quatro por vez, na estacdo automatizada
Fluidics Station 450 (Affymetrix, EUA) que foi previamente abastecida com os
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tampdes de lavagem A e lavagem B (Affymetrix, EUA) mais agua deionizada. Foram
preparados também os tubos separados contendo os tampdes de marcagédo 1 (500
pL), 2 (500 pL) e 800 pL de holding buffer (Affymetrix, EUA) que apresentam em
suas formulacdes os elementos essenciais (estreptavidina, ficoeritrina - SAPE e
anticorpo biotinilado antiestreptavidina) para a formagéo da fluorescéncia durante a
leitura dos GeneChip® com o laser. Em seguida, os GeneChip® sdo retirados do
forno de hibridizacdo e, imediatamente, colocados (quatro por vez) na estacdo
fluidica onde as sequéncias de lavagens e marcacfes dos microarranjos contidos
nos chips por fluoréforos sdo automatizadas sob controle do software Affymetrix
GeneChip® Command Console™ (AGCC) versao 3.2.2 (Affymetrix, EUA).

o Varredura dos GeneChip®, captacdo de imagens e andlise no software
Chromosome Analysis Suite 1.2.2 (Affymetrix®): Os chips com microarranjos foram
colocados no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix, EUA), gerenciado pelo
programa AGCC. As imagens geradas pela excitacdo dos fluoroforos (ficoeritrina)
captadas pelo digitalizador foram submetidas primeiramente a analise de controle de
qualidade geral (QC) por meio do programa Genotyping Console versdo 3.2.2
(Affymetrix, EUA). A imagem dessa leitura pode ser observada com o programa de
visualizacdo Affymetrix GeneChip Viewer (Affymetrix, EUA), onde também se podem
verificar os controles positivos do sistema de forma a se comprovar que as
condi¢Oes de hibridizagcdo do microarranjo foram adequadas.

ApoOs estes procedimentos, utilizando o software Chromosome Analysis Suite
(ChAS) verséo 1.2.2 (Affymetrix, EUA) é possivel visualizar e analisar as alteracfes
cromossomicas (duplicacdes, dele¢cdes, CNVs, mosaicismo, perda de heterozigose)
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 Windows 7.
Ele permite analisar arquivos no formato .CEL gerados pelo software de leitura
(Affymetrix CytoScan® Arrays) dos GeneChip®, visualizar os dados resultantes da
analise da hibridizacdo (arquivos CYCHP) sumarizados em forma de tabelas e
graficos, visualizar os dados (arquivos CNCHP) da plataforma (CytoScan™ HD
Array) com a qual sdo comparados os dados das amostras. O software permite
ainda criar e customizar parametros e regifes para uma analise especifica, aplicar
filtros para todo o genoma ou regides de interesse especifico para remover

informacbes nao relevantes, realizar analises comparativas entre diferentes
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amostras, além de acessar os principais bancos de dados externos (NCBI, UCSC

Genome Browser, Ensembl, MIM®).

3.6 PESQUISA DE INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

Na méae do individuo que apresentou alteracdo ao MLPA realizamos o estudo
do padrao de inativacdo do cromossomo X. Em portadoras de genes mutados no
cromossomo X tem sido mostrado que pode haver desvio no padréo de inativacao
desse cromossomo favorecendo o funcionamento do alelo normal (9). Assim, o
estudo do padrdo de inativacdo do cromossomo X em maes de afetados e em
mulheres pertencentes a familias de individuos com XLID pode auxiliar na
confirmacdo do padrdo de heranca da DI nessa familia e apontar possiveis
portadoras assintomaticas do alelo mutado. Para o estudo do padrédo de inativacéao
foi analisado um marcador genético do tipo microssatélite localizado no gene AR
(115). Esse gene encontra-se inativado no cromossomo X inativo e na regiao do
microssatélite ha um sitio de corte para a enzima Hhal. Essa enzima digere apenas
fragmentos de DNA nao metilados. O teste consiste na amplificacdo da regido por
PCR e analise do marcador genético sem e com a digestdo da enzima. Dessa
forma, a etapa sem digestdo permite determinar os alelos presentes na mulher e a
etapa apoés a digestdo mostra se ha inativacao preferencial de algum desses alelos e
consequentemente de um dos cromossomos X. A técnica consistiu em:

o Para cada amostra (paciente, mae e controles normais) foram
preparadas duas reacdes. Para ambas, 1000ng de DNA gendémico foram utilizados.
Em uma das reactes o DNA é digerido com 2 pL da enzima Hhal que digere apenas
fragmentos de DNA ndo metilados. A outra reacdo € preparada somente com a
amostra de DNA e os demais reagentes (agua, Buffer e BSA), mas sem a enzima
Hhal. O volume final da reacdo digerida e ndo digerida € de 20uL. Ao final todas as
amostras sao incubadas a uma temperatura aproximada de 37° C por 12 horas.

o 4uL de cada amostra digerida e nao digerida foram adicionados ao mix
de PCR para amplificacdo. O volume total da reacéo foi de 30 puL contendo 15 pmol
de primer forward e reverse, 4uL de DNTP 200uM, 2.5 pl de 10x PCR Buffer, 1,5 L
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de Dimethyl sulfoxide (DMSO) e 1u de Platinum Taqg DNA polimerase (Invitrogen). O
programa do termociclador consistiu em um primeiro ciclo de 94° C por 1 min, de
69°C por 30 seg e 72° C para a extensdo, seguidos de 13 ciclos em que a
temperatura de hibridacdo diminuia 0,5° C por ciclo, até atingir a temperatura de
62°C. A segunda etapa consistiu de 16 ciclos com temperatura de desnaturacao de
94° C, hibridacdo de 62° C e extensdo de 72° C, seguidos de extenséo final a 72° C
por 20 min.

o A eletroforese foi feita em analisador genético ABI-3130 (Applied
Biosystems) utilizando 1pL do material amplificado diluido, na presenca de 1uL de
marcador de peso molecular GS500 LIZ (Applied Biosystems) e 9uL de formamida.
A analise dos dados gerados foi feita com o software Genemapper (Applied
Biosystems).

o Avaliamos o padréo de inativacdo do cromossomo X, estabelecendo a
razdo de inativagdo. Para isso, calculamos a raz&o entre o valor do pico de altura
(amplificagdo) do menor alelo e a soma dos valores correspondentes aos dois
alelos. O valor do pico de amplificacao foi corrigido, usando-se a raz&o do valor do
pico do alelo digerido e do mesmo alelo nao digerido:
(phd1/phul)/(phd1/phul)+(phd2/phu2), em que phdl = alelo menor apds digestao,
phul = alelo menor ndo digerido, phd2 = alelo maior apés digestdo e phu2 = maior

alelo nado digerido (116).
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4. RESULTADOS

4.1 PACIENTES

Todos os 65 pacientes investigados foram selecionados de acordo com o0s
critérios especificados: sdo meninos, com cariétipo normal e PCR para X-fragil
mostrando o numero de repeticdes CGG dentro da normalidade. Todos eram
candidatos a DI ligada ao X.

Os pacientes foram separados em quatro grupos de acordo com sua
manifestacdo clinica e histérico familiar: DI n&o sindrbmica e isolada; DI nao
sindrdmica com outros afetados na familia; DI sindrdmica isolada e DI sindrédmico
com outros afetados na familia. O grupo considerado sindrémico apresentava, além
da DI, dismorfias e/ou outras malformacdes associadas, mas que ndo permitiam o
diagnéstico de sindrome genética definida.

Nos casos familiais 0os pacientes possuiam ao menos um parente de até
segundo grau do sexo masculino com DI. Em alguns casos a mae era afetada
apresentando quadro de DI mais leve que o do filho. Todos os casos familiais eram
sugestivos de heranca ligada ao cromossomo X.

No total foram investigados 23 individuos ndo sindrdmicos e de caso isolado;
nove pacientes ndo sindrébmicos com afetados na familia; 24 pacientes sindrémicos
e de caso isolado e nove pacientes sindrémicos com outros afetados na familia
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Porcentagem de pacientes estudados de acordo com a manifestacéo clinica e

histérico familiar de DI.

Isolados | Familiais Total
n ‘ % | n ‘ % | n ‘ %
N&o sindrobmico 23 35,38 9 13,85 33 50,77
Sindrémico 24 36,92 9 13,85 32 49,23
Total ‘47‘ 72,3 ‘18‘ 27,7 ‘65‘ 100

4.2 RESULTADOS DA TRIAGEM DE MICRORREARRANJOS POR MLPA

A triagem por MLPA com o Kit P106-MRX foi realizada para as 65 amostras
sendo que 64 delas (98,5%) demonstraram padrbes normais para todas as regioes
testadas. Logo, a DI nestes pacientes, ndo é decorrente de grandes delecbes ou
duplicacbes dos genes pesquisados. Contudo, como apenas alguns exons séo
investigados ndo podemos excluir a presenca de rearranjos que nao incluam
nenhum dos exons testados. Em uma amostra (1,5%) identificamos uma duplicacao
de uma Unica sonda correspondente ao exon 3 do gene AFF2 (FMR2), que
apresentou intensidade de fluorescéncia 2x maior apés normalizacdo. (Figura 6). As
demais sondas para o gene AFF2 correspondentes aos exons 1, 6(5), 12(11) e

21(20) nao evidenciaram duplicagao.
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Figura 6: Resultado do MLPA com o kit P-106 MRX evidenciando duplicacdo da sonda
correspondente ao exon 3 do gene AFF2. A seta azul aponta para a regido duplicada com

intensidade proxima a 2,0.

Diante desse resultado, a mae do paciente foi também investigada por MLPA
e confirmamos que ela também era portadora da duplicacdo. O estudo do padréo de
inativacdo do cromossomo X por meio de marcadores do gene AR revelou que a
mae ndo possui desvio de inativacdo (Figura 7). A proporcédo de inativacdo dos
cromossomos X com base na analise de polimorfismos do gene AR foi de 45:55,

confirmando auséncia de desvio de inativagéo.
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Figura 7: Resultado da pesquisa de inativacdo do cromossomo X em eletroforese capilar.
Andlise de polimorfismos do gene AR apés digestdo ou ndo pela enzima Hhal. Em (a)
podemos observar comparando ao (b), que a enzima digeriu o fragmento correspondente ao
cromossomo ativo do paciente. Em (¢) comparado com (d), observamos que a mae ambos
os alelos ativos, confirmando auséncia de desvio total de inativacdo na mée portadora de

duplicacdo no gene AFF2.

A fim de confirmarmos o resultado do MLPA e identificarmos a extensdo da
duplicacdo realizamos a analise cromossOmica por microarray. O resultado do
microarray mostrou que a duplicacdo incluia além do exon 3, visto pelo MLPA,
também o exon 2. O tamanho da duplicagdo € de cerca de 86 Kb na posi¢édo ChrX:
147,705,241 — 147,790,993 — [hgl9] (Figura 8). Os demais exons do gene néo
mostraram duplicagdo. N&o foram identificadas outras CNVs possivelmente

patogénicas no cromossomo X ou em outros Cromossomos.
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Figura 8: Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan HD
(Affymetrix@). O retangulo azul (Linha 1) representa o segmento duplicado. A linha 2 mostra
as sondas nado polimérficas e a linha 3 as sondas polimérficas (SNPs). Em rosa esta
representado o gene AFF2. As barras verticais indicam os exons e a seta a diregdo de
transcricdo. Podemos observar que a regido duplicada inclui parte do intron 1, até parte do
intron 3. No retdngulo acima podemos observar a extensdo da duplicacdo: ChrX:
147,705,241 — 147,790,993 — [hg19], tamanho: 86Kb e nimero total de sondas duplicadas

nesse segmento: 520.

Este paciente foi encaminhado ao ambulatério de genética pela psicologa que
0 acompanhava com a hipotese diagnostica de DI ou de TDAH para realizacéo de
teste para a Sindrome do cromossomo X fragil que foi negativo.

E filho Gnico de pais ndo consanguineos, sem outros casos de DI na familia.

A mae nédo possui contato com outros familiares, por isso, néo foi possivel resgatar a
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genealogia do paciente. A mée ao nascimento tinha 24 anos e o pai 44 anos. A mae
teve um aborto espontaneo anterior. Durante a gestacao relatou movimentos fetais
muito cedo e inquietacdo. Parto cesarea, ndo chorou ao nascer, pesava 3.650g
(75°percentil) e media 51 cm (50° percentil). Sentou aos seis meses, engatinhou aos
sete meses e andou aos 12 meses. Aos trés anos de idade apresentava
relacionamento dificil, mau comportamento e era violento. Foi alfabetizado aos seis
anos de idade com auxilio de reforco escolar. Possui comportamento imaturo e néo
suporta irritacdo. Foi diagnosticado com déficit de atencéo e desde entédo faz uso de
Ritalina. Ao exame clinico por médico geneticista aos nove anos e cinco meses
(Figura 9) pesava 61.000g (>97° percentil), estatura 150cm (>97° percentil), IMC
27,11 (sobrepeso), perimetro cefalico 56 cm (>98° percentil), comprimento da mé&o
18,4 cm (97° percentil), comprimento do dedo médio 7,8 cm (>97° percentil),
distancia intermamilar 23cm (>97° percentil). Ndo apresenta outras dismorfias ou
malformacdes, além da macrossomia. A mae relata que o aumento de peso ocorreu

apos o uso de corticoides.



59

Figura 9: Paciente aos nove anos e cinco meses de idade.

Aos 10 anos de idade foram realizados testes psicolégicos por uma equipe de
psicologas, psicopedagogas e fonoaudiélogas. O teste de inteligéncia WISC-III
indicou QI — 112, dentro do intervalo da normalidade. No teste de memoria TEPIC-M
demonstrou capacidade de memaria de curto prazo média para sua faixa etaria (19
pontos). O teste HTP (House, Tree, Person) foi normal para planejamento e acao.
Nas se¢cBes com a psicologa foi evidenciado prejuizo no seu funcionamento global
devido a ansiedade e conflitos de ordem emocional e afetiva. A fala é infantilizada e

imatura. Testes audiol6gicos revelaram déficit de processamento auditivo.
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5. DISCUSSAO

5.1 PACIENTES COM RESULTADOS NORMAIS

Dos 65 pacientes investigados quanto a presenca de microrrearranjos de
genes do cromossomo X, 64 apresentaram resultado normal. Em estudo semelhante
foram testados 80 meninos com suspeita de DI ligada ao X (com mais de um
individuo do sexo masculino afetado em varias geracfes ou com mais de trés irmaos
afetados) (25). Quatro desses pacientes (5%) apresentaram microrrearranjos: uma
duplicacdo do gene RPS6KA3, uma duplicagdo do gene GDI1, uma duplicacdo no
gene ARHGEF6 e uma delecdo no gene OPHNL1. Mais recentemente, em 2011, foi
realizado um estudo triando 100 meninos que tinham o diagnostico de DI ndo
sindrdmica ligada ao X e possuiam mais um irmdo ou algum afetado do sexo
masculino na familia materna (44). Apenas um individuo apresentou alteracdo ao
MLPA com uma duplicacdo do exon 5 do gene TM4SF2 (TSPANT7), presente
também na mae e nos irmaos afetados, obtendo assim 1% de positividade. No
presente trabalho identificamos 1/65 pacientes (1,5%) com alteracdo ao MLPA, valor
esse comparavel ao encontrado nos dois trabalhos realizados anteriormente.

Nosso critério de incluséo foi mais abrangente do que o utilizado por Madrigal
et al. e Utine et al. (25,44), uma vez que incluimos também casos isolados de
meninos com DI. Quando se utiliza apenas casos familiais com evidéncia de
heranca ligada ao X espera-se que a taxa de deteccdo de mutagdes no Ccromossomo
X seja maior, como a encontrada por Utine et al. (44). No entanto, no presente
trabalho, o Unico paciente com alteragcdo ndo possuia outros afetados na familia,
indicando assim que casos isolados de DI em meninos também devem ser incluidos
na triagem para mutagdes em genes do cromossomo X.

Apesar das baixas taxas de deteccdo obtidas nos trabalhos que realizaram
essa triagem, os genes incluidos no kit sdo aqueles em que ja foram de fato
identificadas mutacfes em diversos afetados e por isso sdo 0s mais provaveis de se

encontrar mutacdo. No entanto, a grande heterogeneidade genética da DI, mesmo



61

nos casos de heranca ligada ao X esta de acordo com esses baixos niveis de
deteccéo.

Um gene importante cuja duplicacdo causa DI em meninos e que nédo foi
triado pelo kit € o gene MECP2. Muta¢bes em MECP2 podem causar a sindrome de
Rett, DI, encefalopatia, e a duplicacdo do gene tem sido implicada em alguns
quadros de autismo e DI (117). No estudo de Utine et al. (44) também foi utilizado o
teste de MLPA para o gene MECP2 nos mesmos 100 pacientes, e esses autores
encontraram um paciente (1%) com duplicacdo desse gene. A inclusdo desse gene
em nossa pesquisa poderia aumentar a taxa de deteccao de alteracdes e constitui

uma perspectiva futura desse estudo.

5.2 PACIENTE COM DUPLICACAO DO GENE AFF2

O gene AFF2(FMR2) é conhecido por, quando mutado no tamanho das
expansdes CCG, gerar a sindrome de FRAXE. A sindrome é causada pela perda da
funcdo do gene. Ocorre um sitio fragil na regido Xq28 quando as expansdes sdo
maiores que a faixa normal de repeticbes de trinucleotideos CCG (6 -20).Essas
repeticbes levam a metilacdo da ilha CpG, silenciando o gene. Mais raramente
afetados podem apresentar fen6tipos semelhantes porem, por delecédo parcial do
gene (100). Essas mutacdes podem levar a DI leve a moderada, déficit de
comunicacao, problemas de atencao, hiperatividade e comportamento autista (118).

Em nosso estudo identificamos um paciente com duplicagéo parcial do gene.
Duplicagdo do gene AFF2(FMR2) foi descrita na literatura uma Gnica vez em um
menino com duplicacéo de 210 Kb incluindo os exons 3 a 7 do gene AFF2 (104). No
entanto, esses autores nao descrevem detalhes do fenétipo do paciente. O estudo
em questdo visava identificar microrrearranjos em pacientes com DI, portanto
podemos concluir que o paciente possuia algum grau de comprometimento mental.

Nosso paciente possui uma duplicagdo menor, de apenas 86 Kb, englobando
os exons 2 e 3. O gene AFF2 sofre splicing alternativo, codificando seis isoformas
distintas. Os exons 2 e 3 participam de todas as isoformas exceto a isoforma 6 que é

transcrita a partir de um exon alternativo no intron 3. A duplicagdo encontrada em
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nosso paciente inclui parte do intron 3, contudo nado inclui a regido do exon
alternativo presente na isoforma 6. As diferentes funcdes e padréo de expresséo de
cada uma das isoformas ainda ndo foram elucidadas. Whibley et al. (104), sugeriu
gue a duplicacéo parcial de AFF2 possa ocasionar o aparecimento de um codon de
parada prematuro na traducao ou alterar o splicing.

Apesar de nosso estudo visar investigar pacientes com DI, o paciente com
duplicacdo do gene AFF2 foi reavaliado e apresenta QI normal. Contudo, o paciente
apresenta transtornos emocionais, imaturidade e fala infantilizada, sugerindo assim
comprometimento mental. Apesar do quadro clinico ser leve, pode fazer parte do
espectro de variabilidade clinica encontrada em pacientes com mutacdes em AFF2.
Delecbes parciais do gene AFF2 foram descritas anteriormente em meninos com
atraso de desenvolvimento (94,102,119). Todas as delecbes eram parciais e
incluiam o exon 2 do gene. Um dos pacientes ndo apresentava DI, apenas
dificuldades de fala reforcando a variabilidade fenotipica associada a muta¢des no
gene AFF2 (120).

Dessa forma, a duplicacdo aqui descrita adiciona ao conhecimento atual

acerca das mutacdes no gene AFF2 e fendtipos associados.
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6. CONCLUSAO

1) Dentre os 65 pacientes testados para microrrearranjos de genes do
cromossomo X por MLPA apenas um apresentou microduplicacdo. A taxa de
deteccdo (1,5%) é condizente com a encontrada em outros trabalhos na literatura.

2) O unico paciente com alteracdo apresentou microduplicacdo parcial dos
exons 2 e 3 do gene AFF2. Duplicacdo parcial desse gene foi relatada uma unica
vez na literatura. A identificacdo desses pacientes indica que duplicagcdes do gene

possam estar relacionadas a quadros de comprometimento mental.

3) A baixa frequéncia de deteccdo de alteracdes pelo MLPA indicam que
microrrearranjos desses genes, mesmo em conjunto, ocorrem em baixa frequéncia

em individuos com DI.
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A pesquisa intitulada “Investigagdo da etiologia do retardo mental sindrémico” pretende investigar a

relagdo entre as alteragdes cromossGmicas e o quadro clinico dos portadores.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto acima citado. O presente convite contém
informacgdes sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragdo neste estudo sera de grande importancia.
Para a realizacdo da pesquisa serd necessaria a retirada de 4 a 8 mL de sangue de uma das veias do antebraco
do paciente e seus genitores para exame feito rotineiramente no laboratério. Este procedimento de coleta de
sangue sera realizado por pessoa qualificada, é de risco minimo para a saude podendo, entretanto, provocar

pequeno desconforto. Resultando o teste positivo, sera garantido um relatdrio explicativo sobre esta condigao.

A Professora Doutora iris Ferrari é a pesquisadora responsavel pelos procedimentos envolvidos, bem
como da utilizagdo dos dados produzidos durante a realizagdo desta pesquisa. A identidade do paciente sera

mantida em segredo absoluto no caso de qualquer forma de divulgagdo desta pesquisa.

A recusa em participar da presente pesquisa ndo resultara em qualquer prejuizo presente ou futuro na
prestacdo de assisténcia profissional pela equipe do Servico de Genética Clinica do HUB, ficando também
ressaltado que, mesmo apds a assinatura do presente termo de consentimento, podera abandonar a pesquisa

a qualquer momento.

Os exames e coleta de sangue para andlise s6 serdo realizados se houver concordancia em participar
deste estudo. Para tal, pedimos gentilmente que o paciente ou seu responsavel assine o presente documento
que serd entregue em duas vias, uma para o paciente e outra que serd mantida no Laboratério de Genética
Clinica da Faculdade de Medicina - UNB. Participando desta pesquisa, estard ajudando no diagndstico,

aconselhamento genético e melhor entendimento das causas do retardo mental.

Eu, ,profissao

residente e domiciliado
em , portador da Cédula de Identidade,
RG , e inscrito no CPF/MF nascido(a) em
/. /., abaixo assinado(a), concordo de livre e espontdnea vontade com a participagdo de meu
(minha) filho(a) no estudo “Investigacdo

da etiologia do retardo mental sindrémico”, e afirmo que obtive todas as informacdes que considero

necessarias.

Caso tenham sido tiradas fotografias:
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( ) Concordo que sejam incluidas em publicagGes cientificas, se necessario.

( ) Concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da saude.

( ) Ndo concordo que sejam incluidas em qualquer tipo de publicagdo ou apresentagdo.

Brasilia, de de20

Assinatura do participante

Dra. iris Ferrari

Pesquisadora responsavel

Telefone para contato: (61) 3307 2505



ANEXO B — APROVACAO NO COMITE DE ETICA
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 081/2009.

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

Pesquisador Responsavel: Iris Ferrari.

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

Data de entrega: 13/10/2009.

Proposicao do (a) relato (a)

(X)) Aprovagio

() Niao aprovacao.

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

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

PARECER

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

1. Modificacoes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificacdo imediata

de eventos adversos graves;

]

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

CEP-FM.

Brasilia, 26 de Novembro de 2009.

of . Elaine Maria de Oliverra
Coordemadora do Comité de Etica em Pedquisa
Faculdade de Medicina-UnB

Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF — CEP 70910-300
Telefone/Fax: (61) 3307 2276



