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RESUMO

O padrdo monoalélico de expressao €é caracteristico de genes sensiveis a dosagem.
Em humanos, aproximadamente 10% dos genes autossdmicos exibem expressao
monoalélica. Porém, em parte desses genes a expressdo monoalélica nédo é
aleatéria. O padrdo de expressao ocorre por silenciamento alélico parental-
especifico ou imprinting genémico. A metilacdo do DNA no contexto CpG € uma das
marcas epigenéticas de silenciamento. A expressdo monoalélica e alteracdes
epigenéticas devem impactar o fenétipo de aneuplodias como a trissomia 21, base
genética para a sindrome de Down (SD), explicando em parte a heterogeneidade
fenotipica observada na sindrome. Visando contribuir para a maior compreenséo
das variacoes interindividuais na SD, neste trabalho investigamos o padrdo de
expressao em 10 genes candidatos ao imprinting no cromossomo 21: KRTAP6-2,
OLIG2, SIM2, WRB, IGSF5, ADARB1, COL6A1, MCM3AP, DIP2A e S100B.
Adicionalmente, perfis de metilacdo foram determinados para quatro regides
diferencialmente metiladas (DMRSs) candidatas a regides controladoras de imprinting:
TMEM131-DMR, MAP3K7CL-cDMR, RUNX1-DMR e WRB-DMR. O padrao de
expressao dos genes alvos foi determinado por minissequenciamento de 18 SNPs
exbnicos pela técnica SNUPE multiplex (Single Nucleotide Primer Extension) em
amostras pareadas DNA/cDNA de células mononucleares de sangue periférico
isoladas de individuos dissémicos e cinco linhagens embrionarias (HUES-1, HESS,
HUES-5, HUES-7 e HUES-15). Para todos os polimorfismos analisados o perfil
transcricional foi sugestivo de expressao bialélica, mas nédo para todos os individuos
e linhagens embrionarias avaliadas. Perfis transcricionais sugestivos de expressao
monoalélica para os genes OLIG2, IGSF5, COL6A1, MCM3AP, DIP2A e S100B; e
ADARB1 e COLG6A1, foram observados em células mononucleares e linhagens
embrionarias, respectivamente. O perfil transcricional bialélico observado afasta a
predicdo de imprinting para todos os genes candidatos, e pode ser interpretado
como um resultado de expressao bialélica constitutiva, como observada para os
genes KRTAP6-2, SIM2 e WRB, ou resultado da expressdo monoalélica aleatoria
em diferentes linhagens celulares e/ou na mesma linhagem celular por um processo
de regulacdo dinamico, como o observado para os demais genes. Os perfis de
metilacdo nas DMRs TMEM131-DMR, MAP3K7CL-cDMR, RUNX1-DMR e WRB-
DMR foram determinados através de ensaios de DESM-QFPCR em uma coorte

composta por 15 individuos com trissomia materna, seis com trissomia paterna e 12
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individuos dissdmicos. Com exce¢do da MAP3K7CL, que exibiu um estado estavel
de hemimetilacdo (%me= 0,498), nos trés grupos avaliados, perfis de metilacao
diferencial, como efeito da copia extra do cromossomo 21, foram observados na
TMEM131-DMR, RUNX1-DMR e WRB-DMR. A TMEM131-DMR exibiu um perfil de
hemimetilacdo (%me=0,407) em individuos trissémicos, sem diferencas significativas
em relacdo a origem parental da trissomia, e hipermetilacdo (%me=0,858) em
individuos dissémicos. Um perfil inverso foi observado na RUNX1-DMR, que exibiu
um perfil hipermetilado (%me=0,729) em individuos trissdmicos, independentemente
da origem parental, e hipometilado (%me=0,262) em individuos dissémicos. Para a
WRB-DMR um perfil de hemimetilacdo foi observado em individuos dissbmicos
(%me= 0,446), em contrapartida, metilacao diferencial dependente da origem parental
foi observada entre os individuos trissdmicos. Estados contrastantes de
hipometilagao (%me= 0,335) e hipermetilacdo (%ome= 0,684) foram determinados para
os individuos com trissomias paterna e materna, respectivamente. A metilacéo alelo-
especifico sob imprinting materno derivada na WRB-DMR foi confirmada através da
genotipagem do polimorfismo rs2244352 por duas técnicas associadas SNUPE e
DESM-PCR. O estudo de imprinting é desafiador dado a complexidade deste
fendbmeno. Particularidades sobre a expressdo monoalélica em genes sob imprinting
sdo reconhecidas e englobam desde a expressdo monoalélica restrita a um
determinado transcrito entre uma série de variantes, a tecidos-especificos ou
estagios do desenvolvimento. Contudo, a WRB-DMR pode ser a porta de entrada
para uma maior compreensdo do complexo universo de genes com expressao
monoalélica no cromossomo 21, e sua participacdo na heterogeneidade fenotipica

apresentada na SD.

Palavras-chave: DMR, imprinting, trissomia 21, TMEM131, MAP3K7CL, KRTAP6-2,
OLIG2, SIM2, RUNX1, WRB, IGSF5, ADARB1, COL6A1, MCM3AP, DIP2A, S100B.
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ABSTRACT

A monoallelic pattern of expression is characteristic of dosage-sensitive genes. In
humans, approximately 10% of the genes located in autosomes exhibit monoallelic
expression. However, for a proportion of those genes the monoallelic expression is
not stochastic. The pattern of expression occurs by silencing of alleles in a parent-of-
origin specific manner through genomic imprinting. DNA methylation in the context of
the dinucleotide CpG sequence is one of the epigenetic marks involved in the
expression silencing of imprinted genes. A monoallelic expression pattern and
epigenetic alterations can affect the phenotypes in aneuploidies such as trisomy 21,
the genetic basis of Down syndrome (DS), explaining in part the phenotypic
heterogeneity observed in the syndrome. Aiming at contributing to the
comprehension of the variation among individuals with DS, we investigated the
pattern of expression of ten genes that are candidate imprinted genes on
chromosome 21: KRTAP6-2, OLIG2, SIM2, WRB, IGSF5, ADARB1, COLG6A1,
MCMS3AP, DIP2A e S100B. Furthermore, the profiles of methylation were determined
for four differentially methylated regions (DMRs), thought to function as imprinting
control regions: TMEM131-DMR, MAP3K7CL-cDMR, RUNX1-DMR e WRB-DMR.
The allelic pattern of expression of the target genes was determined by Single
Nucleotide Primer Extension (SNuPE) multiplex sequencing at 18 exonic SNPs in
DNA/cDNA paired samples from peripheral mononuclear blood cells from disomic
individuals and five established human embryonic stem cell lines (HUES-1, HES3,
HUES-5, HUES-7 e HUES-15). For all the SNPs interrogated, the transcriptional
profile was indicative of biallelic expression, but not in every sample tested.
Transcriptional profiles suggestive of monoallelic expression were observed in blood
cells for the OLIG2, IGSF5, COL6A1, MCM3AP, DIP2A e S100B genes. In
embryonic cell lines, only the ADARB1 and COLG6A1 genes exhibited a pattern
consistent with monoallelic expression. Overall, the observed biallelic profile of
transcription rules the prediction of genomic imprinting of the target genes in the
samples tested. The observed variation in the pattern of expression may reflect the
constitutive biallelic expression (KRTAP6-2, SIM2 e WRB) or the stochastic
monoallelic expression in different cell lines or even in the same cell line through a
dynamic regulatory process (OLIG2, IGSF5, COL6A1, MCM3AP, DIP2A, S100B,
ADARB1). The methylation profiles at the TMEM131-DMR, MAP3K7CL-cDMR,
RUNX1-DMR and WRB-DMR were determined using methylation-sensitive restriction



enzyme-based PCR (MSRE-PCR) assays in samples from 15 individuals with
maternal trisomy 21, six with paternal trisomy 21 and 12 normal disomic individuals.
Except for the MAP3K7CL-cDMR, which exhibited a constant hemimethylated state
(Yome= 0.498) in the groups of samples, we observed profiles of differential
methylation with the effect of the extra copy of the chromosome 21 at the TMEM131-
DMR, RUNX1-DMR e WRB-DMR. The MEM131-DMR exhibited a hemimethylated
profile (%me=0.407) in trisomic samples, with no significant differences about the
parental origin of the trisomy. In contrast, in disomic samples, this DMR was
hypermethylated (%,,,=0.858). A reverse profile of methylation was observed at the
RUNX1-DMR: hypermethylated (%me=0.729) in trisomic samples regardless of the
parental origin of the extra copy of chromosome 21 versus hypomethylated
(%me=0.262) in disomic samples. For the WRB-DMR, while a hemimethylated state
was observed in disomic samples (%me= 0.446), in trisomic samples the methylation
status were differential depending on the parental origin of the trisomy. In paternal
trisomy 21 the WRB-DMR was hypomethylated (%me= 0.335) versus
hypermethylated in maternal trisomy 21 (%me= 0.684). Allele-specific methylation at
the maternally imprinted WRB-DMR was confirmed by interrogating the neighboring
SNP through SNuPE and MSRE-PCR. The study of genomic imprinting is a
challenge due to the complexity of the underlining phenomenon and known
singularities of the mechanisms of monoallelic expression of imprinted genes, which
range from monoallelic expression restricted to a transcript isoform to tissue-specific
or developmental stage specific expression. However, the recognition of the
imprinted marks at the WRB-DMR can be the primary way to comprehend the genes
located on the chromosome 21 that exhibit patterns of monoallelic expression and
their association with the phenotypic heterogeneity observed in DS.

Keywords: ADARB1, COL6A1, DIP2A, DMR, IGSF5, imprinting, KRTAPG6-2,
MAP3K7CL, MCM3AP, OLIG2, RUNX1, SIM2, S100B, TMEM131, trisomy 21, WRB
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1. INTRODUCAO

O padrdo de expressdo monoalélica € caracteristico de genes sensiveis a
dosagem. Em humanos, aproximadamente 10% dos genes autossdmicos exibem
este padrdo de expressao (Gimelbrant et al., 2007). Dentro deste repertorio génico a

expressdo monoalélica é constitutiva e pode ocorrer de maneira dependente ou

independente da origem parental.

Em autossomos, a expressao monoalélica sob um modelo deterministico
ocorre por silenciamento alélico parental-especifico dentro de um mecanismo
epigenético denominado imprinting gendémico (Reik, 2001), Contudo, um modelo
estocastico, ainda pouco explorado, denominado expressdo monoalélica randémica
esta mais difundido no genoma humano. A metilacdo do DNA no contexto CpG e
modificagdes poOs-traducionais em proteinas histonas sdo marcas epigenéticas com
papel chave na regulacdo destes modelos de expressao (Ciccone e Chen, 2009;
Ciccone et al., 2009; Henckel et al., 2009; Court et al., 2014; Reinius e Sandberg,
2015).

Embora, modelos de expressdo monoalélica, sejam eles deterministico ou
aleatério, possam promover uma maior diversidade a nivel celular e, potencialmente,
maior robustez de um organismo como um todo, este padrdo de expressao leva a
perda do beneficio adquirido pela expressdo bialélica em genomas diploides, tal
como menor susceptibilidade aos prejuizos causados por mutacdes e variacbes

ambientais (Levin-Klein e Bergman, 2014).

Neste contexto, o padrdo de expressdao monoalélica exerce influéncias
importantes na determinacdo do fendtipo, assim como nas manifestacbes de
doencas em um cendrio de mutacdo devido a nulissomia funcional ou perda de

heterozigose (Gendrel et al., 2014).

Ademais, em outro cenario, envolvendo as aneuploidias cromossémicas, a
potencial perda do padrao de expressdo monoalélica por aquisicdo de um novo alelo
funcional poderia, igualmente, impactar de maneira expressiva as manifestacdes

fenotipicas nestas alteragdes genéticas.



Um exemplo classico de aneuploidia autossémica é a trissomia 21, que
resulta em uma colecéo de fendtipos que caracterizam a sindrome de Down (SD). A
trissomia 21 é alteracdo numérica mais prevalente em neonatos com uma incidéncia
global de 1/660 (Wiseman et al., 2009). Somente na india, nascem por hora pelo
menos trés criancas acometidas por essa anomalia cromossdmica (Malini e
Ramachandra, 2006).

A trissomia 21 livre é causada pela ndo disjuncdo dos cromossomos 21, que
ocorre preferencialmente durante o0s processos meidticos na gametogénese e
raramente (2% dos casos) apoés a fertilizagdo. Aproximadamente 95% dos eventos
de néo disjuncdo do cromossomo 21 sédo de origem materna. Erros de segregacao
de origem paterna correspondem a 5% de todos os casos (Oliver et al., 2009;
Vranekovic et al., 2012).

Entre os trissdmicos nascidos vivos, a apresentagcdo clinica é complexa;
algumas caracteristicas ocorrem em graus diferenciados de um individuo para outro,
incluindo o retardo mental, o dismorfismo facial caracteristico e as complicacdes

cardiovasculares.

Em geral, entre os achados clinicos reconheciveis estdo: braquicefalia, face
achatada, olhos com fendas palpebrais obliquas e voltadas para cima, lobo auricular
anormal, com implantacdo baixa das orelhas, pescoco curto, boca significativamente
pequena, lingua protrusa, e médos com dedos relativamente curtos, baixa estatura e

hipotonia muscular (Lyle et al., 2009).

A trissomia 21 estd associada a inumeras doencgas; ela esta entre as
principais causas de leucemia na infancia. Os individuos trissdmicos apresentam um
risco aumentado de 20 e 600 vezes de desenvolver leucemia linfoblastica aguda e

leucemia megacariocitica aguda, respectivamente (lzraeli et al., 2007).

A trissomia 21 também ¢é a principal causa genética de deficiéncia intelectual
e manifestacdo precoce da doenca de Alzheimer (Nizetic et al., 2015).
Adicionalmente, as cardiopatias congénitas, principal causa de morbidade e
mortalidade na infancia, sdo bastante prevalentes, com uma ocorréncia de 40-61%
entre os individuos acometidos pela SD (Lana-Elola et al., 2011).



Apesar da grande importancia clinica da SD, ainda pouco se conhece sobre
0S mecanismos moleculares que conduzem as variag0es fenotipicas nos individuos
trissbmicos. Diversos estudos baseados no mapeamento do cromossomo 21
apontam a alteracéo na expressdo de genes contidos em uma porc¢éo da banda 21q,
um segmento cromossémico denominado regido critica da SD (Down Syndrome
Critical Region, DSCR), como fator determinante do fendtipo apresentado na
sindrome (Mccormick et al.,, 1989; Rahmani et al., 1989; Korenberg et al., 1994;
Sinet et al., 1994).

Contudo, a causa da variacdo interindividual fenotipica €, atualmente, um
assunto pouco investigado. A presenca de padrbes de expressao monoalélica, seja
em um modelo aleatorio ou deterministico, pode explicar em parte o0 amplo espectro
fenotipico encontrados nos trissémicos. Assim, como a potencial perda destes
padrbes por aquisicdo de um segundo alelo funcional no estado de trissomia.

A caracterizacdo de genes que evoluiram para a restricdo da expressao
bialélica no cromossomo 21, bem como o efeito da presenca de uma terceira copia
alélica para estes genes sensiveis a dosagem, ainda sdo assuntos poucos
explorados.

No cromossomo 21, a expressdo monoalélica sob um modelo estocastico ja
foi observada em clones de células B-linfoblastéides (Gimelbrant et al., 2007).
Gimelbrant e colaboradores (2007) ao analisarem o perfil transcricional alelo
especifico de aproximadamente 4000 genes, identificaram no cromossomo 21 sete
genes com expressao monoalélica randémica: APP, HLCS, DSCAM, TMPRSS3,
PDE9A, TRPM2 e ADARBL.

Concomitantemente, um segundo estudo utilizando critérios de predicdo por
gendmica computacional comparada identificou 15 genes candidatos a regulacao
monoalélica sob um modelo deterministico (Luedi et al., 2007).

De acordo com este estudo, os genes OLIG2, PRDM15, ADARB1, COL6A1,
MCM3AP e DIP2A estariam sujeitos ao imprinting paterno (i.e., expressao
monoalélica de origem materna), enquanto os genes PRED4, C21orf74, KRTAP6-2,
SIM2, IGSF5, C21orf89, C210rf80, S100B e HRMTI1L1 estariam sujeitos ao

imprinting materno (i.e., expressdo monoalélica de origem paterna).



Neste Contexto, a determinacdo do imprinting genémico no cromossomo 21
tornou-se um estudo relevante. Uma vez que, parte do espectro fenotipico
apresentado na SD poderia ser atribuido a alteracdo do padrdo de expressao
monoalélica, como um efeito da cépia extra do cromossomo 21 de diferentes origens

parentais.

Em outras palavras, a ndo equivaléncia dos genomas parentais culminaria em
diferentes contribuicbes fenotipicas na SD por aquisicdo de diferentes alelos

funcionais, explicando parte da variagao interindividual entre os acometidos.

O gene OLIG2 codifica um fator de transcricdo que € expresso em células
neurais precursoras, capazes de gerar neurdnios, astrécitos e oligodendrdcitos,
controlando a proliferacdo de células tronco neurais e gliomas (Ligon et al., 2007).
Estudo recente demonstrou que o aumento na expressdo de OLIG2 inibe a
proliferac@o de células neurais humanas (Lu et al., 2012).

Em individuos trissémicos o retardo mental e a pré-disposicao para doenca de
Alzheimer €, em geral, atribuida a progressiva perda neuronal durante o periodo
embrionario e no ceérebro adulto (Guidi et al., 2008). Contudo, restricdo na
proliferacdo neuronal durante o desenvolvimento pode contribuir para a formacéao de

um cérebro reduzido em pacientes SD (Lu et al., 2012).

Considerando o cenario de predicdo do gene OLIG2 ao imprinting paterno, ou
seja, expressdo exclusivamente materna, este gene torna-se um candidato
interessante a ser avaliado, dado a maior prevaléncia dos eventos de nao disjuncéo
de origem materna, e o fato de caracteristicas como o retardo mental e a

neuropatologia da doenca de Alzheimer serem fendtipos comuns a SD.

O gene ADARB1, codifica uma enzima de edicdo, com acdo RNA adenosina
deaminase, convertendo residuos de adenosina em inosina, que funcionalmente
comporta-se como guanosina. Tal modificagdo de bases, em sequencias
codificadoras, modificam os c6dons podendo ocasionar a substituicdo de
aminoacidos, que podem alterar a estrutura e funcéo do produto proteico. Edicdo de
adenosinas a inosina também podem ocorrer em introns de pré-mRNA e na regiao
3" nao traduzida de mRNA, gerando novos sitios de splicing, transcritos variantes, e

possiveis alvos para microRNAs (Nishikura, 2010).



Em humanos, a expressao diferencial de ADARB1 foi observada em
neoplasias cerebrais (astrocitomas de baixo grau, astrocitomas anaplasico,
glioblastomas multiforme e oligodendrogliomas), com menor expressdo em relacéo a
tecidos normais. Interessantemente, a superexpressdo induzida de ADARB1 em
linhagem U87 de glioblastomas multiformes resultaram na reducéo da proliferacéo
celular (Paz et al., 2007).

Assim, considerando o cenario predito, de regulacdo deste gene por
imprinting paterno e, portanto, a expressao exclusivamente materna, ADARBL1 torna-
se um alvo interessante a ser investigado, uma vez, que casos de trissomia 21 de
origem materna sdo mais prevalentes, e a incidéncia de tumores sélidos entre os

acometidos é relativamente de baixa ocorréncia (Yang et al., 2002).

O gene COLG6A1, codifica a subunidade alfa do colageno tipo VI. O colageno
pertence a uma superfamilia de proteinas que constituem a matrix extracelular,
importante para a manutencéo da integridade de varios tecidos. As mutacdes nos
genes que codificam a subunidade VI de proteinas do colageno estdo associadas
com a miopatia de Bethlem, uma forma de distrofia muscular, autossémica

dominante com progressao lenta (OMIM #158810).

Em modelos murinos, nocaute para o gene COL6AL, foram observados
achados clinicos importantes, como o fenétipo da miopatia de Bethlem e osteopenia
com alteracdo da morfologia de osteoblastos, sugerindo a participacdo deste gene
na formacdo da matriz 6ssea (Izu et al., 2012).

Interessantemente, elevados niveis de expressdo do gene COLG6AL1 foram
demonstrados na regido atrioventricular de fetos portadores de trissomia 21 livre
(Gittenberger-De Groot et al., 2003). Adicionalmente, forte associacéo foi observada
entre variagcdes genéticas em COLG6AL e cardiopatias congénitas (Davies et al.,
1994; Davies et al., 1995), as quais sdo altamente prevalentes na SD (Irving e
Chaudhari, 2012).

O gene MCM3AP codifica uma acetil transferase de proteinas MCM
(minichromosome maintenance protein), a qual é essencial para o inicio da
replicacdo do DNA. Em analises in vitro, foi observado um efeito inibitorio da
replicacdo do DNA quando o gene MCM3AP foi superexpresso em células HelLa



(Takei et al., 2001). Adicionalmente, variagdo patogénica neste gene foi observada
em individuos com deficiéncia intelectual e problemas do comportamento (Schuurs-

Hoeijmakers et al., 2013).

Embora ndo existam muitos estudos descrevendo o padréo de expressao do
gene MCM3AP em individuos dissbmicos ou trissémicos, em um estudo recente
envolvendo gémeos discordantes para SD com evento de ndo disjuncdo de origem
materna, foi observada a superexpressdo deste gene (Letourneau et al., 2014).
Embora este seja um efeito esperado pelo préprio estado de trissomia, este cenario
esta em concordancia com a predicdo de imprinting paterno ou expressao

exclusivamente materna descrita para o gene MCM3AP.

O gene DIP2A codifica um gene que pode estar envolvido no modelamento
de axbnios no sistema nervoso central. Embora n&o exista na literatura nenhum
trabalho sobre o impacto deste gene com as manifestagdes fenotipicas na SD, em
um experimento envolvendo a analise de expressao em fibroblasto de um paciente
com trissomia 21 de origem materna, foi observada a superexpressdo deste gene
(Letourneau et al., 2014).

Em um estudo recente, envolvendo a andlise de bidpsia de cérebro de
pacientes acometidos pela doenca de Alzheimer, foram observadas alteracées no
perfil metilacdo e na expressdo de DIP2A e outros sete loci (De Jager et al., 2014).
Neste estudo, os autores apontam o gene DIP2A como um gene candidato a
susceptibilidade a doenca de Alzheimer, dado a sua potencial interagdo com outros
dois genes de susceptibilidade, sendo um igualmente mapeado no cromossomo 21,

0 gene APP o qual apresenta um papel chave na patologia da doenca.

Deste modo a investigacao da predicdo de imprinting para este gene, torna-se
relevante dado a predisposicdo a manifestacdo precoce da doenca de Alzheimer em

pacientes SD.

by

O gene KRTAPG6-2, pertence a superfamilia das proteinas associadas a
gueratina, que ao se ligarem aos filamentos intermediarios de queratina, através de
pontes dissulfeto, conferem rigidez as fibras capilares. Em humanos, sdo descritos

cerca de 100 genes de proteinas associadas a queratina (KRTAP), distribuidos em



27 familias mapeadas nas regibes cromossdmicas 11p15.5, 17g21.2, 21g22.1 e
21922.3 (Gong et al., 2012).

Embora o gene KRTAP6-2 esteja mapeado na DSCR, até o momento nao
existem relatos sobre os niveis e 0 padrdo de expressao deste gene em pacientes
acometido pela trissomia 21. Além disso, este gene torna-se um alvo interessante
para o estudo de imprinting parental no cromossomo 21, uma vez que as células

epiteliais do foliculo piloso estdo em constante processo de diviséo e diferenciacao.

O gene SIM2 exerce um papel chave no desenvolvimento do Sistema
Nervoso Central (SNC). A proteina SIM2 atua como um fator de transcricdo para
diversos genes alvos, incluindo os genes SHH, SLIT e BREATHLESS/FGF receptor

gue estéo envolvidos na diferenciacdo das células neuronais (Rachidi et al., 2005).

A expressdo precoce de SIM2 foi detectada em altos niveis no neuroepitélio,
e em baixos niveis ao longo do tubo neural, e estagios posteriores, durante a
formacéao do neocortex, hipocampo e cerebelo. Tais estruturas sdo essenciais para o
funcionamento cerebral, envolvidas nos processos de memorizacao e aprendizado.
Em adigcéo, a expressao de SIM2 foi observada fora da regido cerebral, na regido
orofaringea (Rachidi et al., 2005).

Interessantemente, em pacientes com SD a expressao de SIM2 em sua
isoforma secretada SIM2-s foi observada em biopsias de carcinomas pancreético, de

célon e prostata, porém, ausentes em tecidos normais (Purvey et al., 2010).

O gene IGSF5 codifica o fator 5 da superfamilia das imunoglobulinas, que em
associacdo com MAGI1 (proteina guanilato quinase associada a membrana) formam
complexos proteicos que mantém as células fortemente aderidas (tight junctions),
estas juncdes intimas podem regular a permeabilidade do glomérulo renal e de

pequenas ceélulas intestinais (Hirabayashi et al., 2003).

Polimorfismos na regidao promotora de IGSF5 demonstraram ser
funcionalmente importantes, resultando em um aumento na transcricdo génica
(Buckland et al., 2004). Contudo, embora mapeado na DSCR, ndo existem relatos
sobre os niveis e o padréo de expressdo deste gene em pacientes acometido pela

trissomia 21.



O gene S100B codifica um membro da familia S100, proteinas com
localizac&o nuclear e citoplasmatica, envolvidas em processos biologicos, tais como
a proliferagéo e diferenciagdo celular (Shapiro et al., 2010). Em niveis normais,
S100B apresenta um papel neuroprotetor. Em contrapartida em niveis alterados um
efeito neurotdxico (Griffin et al., 1989). Niveis elevados na expressdo de S100B ja
foram descritos em biopsia de cérebro de pacientes com doenca de Alzheimer e SD
(Griffin et al., 1989; Mrak et al., 1996).

Na trissomia 21, a superexpressao do gene APP altera a expressao do gene
S100B, em um efeito sinérgico. A expressdo elevada de ambas as proteinas,
promovem um estresse oxidativo, com injuria celular e consequentemente morte
celular (Lu et al., 2011).

Neste contexto, dentro da predicdo de imprinting materno, este gene torna-se
um bom candidato a ser investigado, visto que a aquisicdo de mais um alelo
funcional em casos de nao disjuncdo paterna, em teoria, poderia exacerbar a
interacdo APP-S100B, intensificando a perda precoce da viabilidade neuronal, ainda
em estagios iniciais do desenvolvimento, levando a uma maior incompatibilidade
para a sobrevivéncia, explicando em parte, a menor prevaléncia de pacientes SD

com a nao disjuncao de origem paterna.

Embora na hipGtese de genes sensiveis a dosagem no cromossomo 21, as
manifestacdes fenotipicas na SD seja atribuida a alterac6es na expressdo de uma
série de genes contiguos, sendo grande parte deste repertério génico localizado na
DSCR, estudos recentes tem demonstrado um efeito global da coOpia extra, na
inducdo de alteracdes epigenéticas dentro e fora do cromossomo 21 (Letourneau et
al., 2014; Sailani et al., 2015).

Neste contexto, alteracbes em cis e trans no cenario epigenético de diversos
loci no genoma humano podem ser relevantes para variabilidade fenotipica ou

severidade exibida na SD.

A alteracdo global no padréo de expressdo génica na SD como efeito da
cOpia extra do cromossomo 21 esta relacionada com alteragBes epigenéticas na
cromatina dentro de regifes especificas distribuidas de maneira alternada em todo o
genoma (Letourneau et al., 2014).



A metilacdo do DNA é uma das modificacbes epigenéticas mais bem
estudadas, que afeta a capacidade de genes especificos serem expressos sem
qualquer mutacdo no genoma. Este mecanismo, potencialmente, pode estar
envolvido na resposta as alteragcbes na dosagem génica em cenarios de

aneuploidias (Sailani et al., 2015).

Uma vez que a metilacdo do DNA é uma marca epigenética importante na
regulacdo génica, a presenca global de regibes diferencialmente metiladas no
genoma de individuos trissémicos (Kerkel et al., 2010; Jones et al., 2013; Bacalini et
al.,, 2015; Sailani et al., 2015) podem estar associadas a expressdo génica

diferencial nestes individuos .

Em leucdcitos, alteracbes epigenéticas como efeito da copia extra do
cromossomo 21 ja foram observadas por Kerkel e colaboradores (2010). Estes
autores, por meio da andalise comparada entre leucdcitos trissémicos e controles
dissémicos confirmaram um padrédo de metilacdo diferencial em oito diferentes loci:
CD3z/CD247 (cromossomo 1), TMEM131 (cromossomo 2), SH3BP2 (cromossomo
4), EIF4E (cromossomo 4), TCF7 (cromossomo 5), PLD6 (cromossomo 17), SUMO3

(cromossomo 21) e CPT1B (cromossomo 22).

O gene TMEM131, que codifica uma proteina transmembrana altamente
expressa em células tronco hematopoiéticas em estagio de diferenciacdo, mostrou
acentuada perda de metilacdo (Awme= -0,371) em leucécitos trissdbmicos. O
estabelecimento de uma regido diferencialmente metilada, ou uma DMR, especifica
ao estado de trissomia 21, conduz a hipometilagdo do promotor da isoforma menor
do gene TMEM131, aumentando os niveis de expressdo desta isoforma em

leucocitos de pacientes SD (Kerkel et al., 2010).

A metilacéo diferencial global, com tendéncia a um estado de hipermetilacéo,
também ja foi descrita em células do epitélio bucal de pacientes. Interessantemente,
um estado de hipermetilacdo, com maior variacdo média no percentual de metilagédo
(Aweme= 0,350) entre os grupos estudados foi observado no primeiro éxon do gene
RUNX1 (Jones et al., 2013).

O gene RUNX1 codifica um fator de transcricdo, com um papel essencial no

desenvolvimento de células hematopoiéticas (Bacalini et al.,, 2015). Alteracdes
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genéticas em RUNX1 sdo comumente encontradas em cenarios de leucemias
(Brettingham-Moore et al., 2015). Adicionalmente, a superexpressao deste fator de

transcrigdo esta associada a leucemia aguda linfoblastica (Liu et al., 2009).

No estado de trissomia 21, a expressdo diferencial de RUNX1 foi
recentemente descrita em gémeos monozigoticos discordantes para SD, com a
expressdo aumentada de RUNX1 presente no gémeo trissémico (Letourneau et al.,
2014). Estes resultados demonstram a influéncia da cépia extra, a nivel epigenético,
na superexpressao de RUNX1 na SD.

O efeito da copia extra do cromossomo 21 pode ser observado em diferentes
cenarios epigenéticos. Recentemente, uma regido maternalmente metilada foi
identificada em uma porc¢ao intrénica do gene WRB (Court et al., 2014; Docherty et
al., 2014).

Embora existam poucas informagbes sobre sua funcdo, o gene WRB
potencialmente codifica uma proteina transmembrana que atua como receptor para
ATPase citosolica TRC40, promovendo a insercdo de proteinas ancoradas por

cauda no reticulo endoplasmatico (Vilardi et al., 2011).

O padréo de metilagdo sob imprinting materno exibido por este gene conduz a
diferentes alteracdes epigenéticas de acordo com a origem parental. Perfis de
metilacao diferencial, alternados entre os estados de hipermetilacdo e hipometilacao
séo esperados para as trissomias de origem materna e paterna, respectivamente.
Neste sentido, a origem parental dos eventos de ndo disjuncdo afetaria
diferentemente o padréo e os niveis de expressao do gene WRB.

Em resumo, como efeito da copia extra do cromossomo 21, as alteracdes
epigenéticas encontradas globalmente no genoma podem impactar diversas
interagbes génicas, gerando uma importante ligagdo entre os defeitos no

desenvolvimento e o amplo espectro fenotipico encontrado na SD.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Expressdo Monoalélica em mamiferos

Em células diploides presume-se que ambos os alelos materno e paterno
herdados sejam expressos simultaneamente e em niveis equivalentes (Eckersley-
Maslin et al., 2014). Contudo, em uma pequena parcela do repertério génico, apenas
um dos alelos é preferencialmente expresso, enquanto o outro € transcricionalmente
silenciado sob um mecanismo epigenético conhecido como expressdo monoalélica
(Gendrel et al., 2014).

Em mamiferos, a expressdo monoalélica esta amplamente difundida entre a
familia de genes para receptores olfativos, os quais correspondem a 1400 genes em
camundongos e cerca de 350 genes agrupados em 40 dominios genbémicos em

humanos (Young et al., 2002).

A expressao monoalélica de genes codificadores dos receptores olfativos
assegura que cada neurbnio expresse apenas um alelo para um determinado
receptor, possibilitando especificidade no reconhecimento e correta orientagdo

axonal (Eckersley-Maslin et al., 2014).

Um fenémeno classico, e ja bem caracterizado de expressdo monoalélica em
mamiferos envolve os genes ligados ao cromossomo X. Em um mecanismo
conhecido como inativagdo do cromossomo X (ICX), um de dois cromossomos em
células femininas XX & marcado para o silenciamento transcricional, resultando na
expressao alelo especifica dos genes localizados no remanescente cromossomo X
ativo (Xa) (Lyon, 1961).

Em autossomos, para um pequeno grupo de genes, a expressao monoalélica
ocorre de forma constitutiva, envolvendo a inativacdo e expressao, sempre, dos
mesmos alelos homélogos. Em um modelo deterministico a expressédo alelo
especifica ocorre sob um padrdo origem parental dependente, sendo esse
mecanismo conhecido como imprinting gendémico (Reik, 2001), contudo, um modelo
estocastico é mais frequentemente observado em autossomos, sendo este
fendbmeno estabelecido independentemente da origem parental e conhecido como

expressao monoalélica randémica (EMR) (Jeffries et al., 2012; Zwemer et al., 2012).
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A EMR pode ser classificada dentro de duas categorias: 1) EMR fixada, a qual
consiste na expressao alelo especifica clonalmente estavel de um determinado
gene; e 2) a EMR dindmica, a qual envolve um perfil transiente de expresséo
monoalélica por transcricdo alélica estocastica em um determinado periodo de
tempo. Interessantemente, em processos de repressao alélica, o silenciamento de
um determinado alelo pode ser incompleto, com ambos os alelos parentais
expressos em diferentes proporgdes, sendo este cenario conhecido como expressao

alélica enviesada (Reinius e Sandberg, 2015).

Em humanos, a EMR é um fenébmeno amplamente difundido em todo o
genoma (Gimelbrant et al., 2007). Gimelbrant e colaboradores (2007) por estudo de
gendmica ampla em linhagem linfoblastdide descreveram pela primeira vez a
extensdo da EMR, a qual correspondeu a 10% dos genes autossdmicos analisados.
Em concordancia, estudo posterior em camundongos revelou extensao similar,
envolvendo 15% dos genes autossdmicos avaliados em linhagem linfoblastéide

murina (Zwemer et al., 2012).

Para o estabelecimento da EMR fixada sao sugeridos dois cendarios. Em um
primeiro cenario, a expressdo monoalélica pode ser iniciada a partir de um modelo
bialélico com o silenciamento de um de dois alelos ativos, ou em um segundo
cenario, a partir da ativacdo de um determinado alelo em um gene inicialmente
inativo. Independente do cenério de estabelecimento especula-se a participacdo de
modificacbes em cis nos alelos expressos ou inativos na escolha alélica a ser

propagada através de multiplas divisées celulares (Reinius e Sandberg, 2015).

2.2 Marcas epigenéticas de repressao alélica

Os mecanismos epigenéticos desempenham um papel importante no
desenvolvimento embrionario (Jones, 2012). Em mamiferos, as marcas epigenéticas
mais bem documentadas s&o a metilagio do DNA e as modificacbes pods-
traducionais de proteinas histonas. Embora a metilacdo do DNA e as modificacdes
de histonas sejam diferentes assinaturas presentes no repertorio epigenético, muitas
séo as evidéncias da associacdo de ambas as marcas no processo de silenciamento

génico em mamiferos (Henckel et al., 2009).
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2.2.1 Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA em nucleotideos citosina € uma caracteristica
amplamente difundida no genoma humano, com maior representacdo nas regioes
com alta densidade de dinucleotideos CpG, denominadas ilhas CpGs (iCpGs). As
ICpGs estdo presentes em mais da metade dos genes anotados em humanos,

coincidindo geralmente com as regifes promotoras (Weber et al., 2007).

Assim, as iCpGs presentes em regides promotoras, usualmente, escapam as
reacbes de metilacdo do DNA, exceto nos cenarios onde a expressdo alélica é
permanente reprimida, como nos processos que envolvem a compensacédo de dose
de genes ligados ao X, a repressao de genes sujeitos ao imprinting (Yamada et al.,

2004) e o silenciamento de elementos de transposicao (Liang et al., 2002).

O processo de metilacdo do DNA com a formacéo de marcas 5-metilcitosina
(5mC) é o principal fator epigenético envolvido na regulacdo de genes com
expressdo monoalélica sob imprinting. Neste contexto, genes com expressao
monoalélica, em geral, apresentam niveis maiores de metilacio do DNA quando

comparados a sua contraparte com expressao bialélica (Jeffries et al., 2012).

Jeffries e colaboradores (2012) ao investigarem a regido promotora de genes
com expressdo monoalélica e bialélica em amostras de coértex cerebral, medula
espinhal e cérebro fetal demonstraram um maior percentual de metilacdo em genes
com expressdo monoalélica. Esses resultados demonstraram a importancias do

processo de metilacdo do DNA na repressao alélica.

7

O estabelecimento de marcas 5mC é realizado por trés enzimas com
atividade DNA metil transferase (DNMTs), DNMT1, DNMT3A e DNMT3B (Liao et al.,
2015). Em camundongos, Dnmts sdo essenciais para o correto desenvolvimento,
sendo as delecbes desses genes letais no periodo embrionario (Li et al., 1992). Em
modelos in vitro, de células tronco embrionarias humanas, delegbes em DNMT1
conduzem a uma rapida morte celular, sugerindo que este gene é igualmente

essencial para a viabilidade celular em humanos (Liao et al., 2015).

A DNMT1 atua na manutencdo da metilacdo do DNA no processo de
replicagdo, enquanto, as reagbes de metilagdo de novo sdo executadas pelas
enzimas DNMT3A e DNMT3B, e a proteina sem atividade catalitica DNMT3L, a qual
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forma complexos com DNMT3A e DNMT3B (Okano et al., 1999; Bourc'his et al.,
2001; Hata et al., 2002; Jia et al., 2007).

O complexo DNMT3A-DNMT3L atua na metilacdo de sitios CpG espacados
de 8-10 pares de base. Em um cenério de imprinting, esta periodicidade no
espagamento do substrato deste complexo € uma caracteristica comum de regifes
diferencialmente metiladas (Differentially Methylated Regions - DMRs) de origem
materna (Jia et al., 2007).

O processo de metilacdo de novo é dindmico e dependente de DNMT3L, uma
vez que este cofator atua estimulando a atividade de ambas as enzimas, DNMT3A e
DNMT3B (Okano et al., 1999; Bourc'his et al., 2001; Hata et al., 2002; Jia et al.,
2007). A auséncia da expressdao do alelo DNMT3L materno em linhagem
germinativa impede o estabelecimento normal do padrdo de imprinting em odcitos.
Adicionalmente, auséncia deste alelo em gametas masculinos, resulta na perda de
repressao de elementos de transposicéo e alteracées no processo meiotico (Ooi et
al., 2007).

Em genes regulados por imprinting a metilagio do DNA também esta
envolvida no controle de marcas repressivas de proteinas histonas (Henckel et al.,
2009). Henckel e colaboradores (2009) demonstraram, pela primeira vez, a atuacao
de um mecanismo integrado de metilacdo do DNA e de proteinas histonas no
silenciamento alelo-especifico em regides controladoras de imprinting (imprinting
control region — ICRs). Em embrides murinos nocautes para Dnmt3L (DNA
(Cytosine-5-)-Methyltransferase 3-Like), estes autores observaram que a néo
aquisicao de metilacdo do DNA nas ICRs afetou drasticamente o padréo de histonas

metiladas nestas regides.

Os padrdes alterados de metilagdo do DNA em ICRs estdo presentes em
todas as sindromes humanas causadas por perda de imprinting. As modula¢des no
estado de metilacdo das ICR1 e ICR2, regides controladoras de imprinting na banda
11p15.5 do cromossomo 11 humano estdo associadas com a manifestacdo das
sindromes de Silver-Russel e Beckwith-Wiedemann. Hipometilagdo na ICR1, assim
como, dissomia materna desta regido ja foram descritas em pacientes acometidos
pela sindrome de Silver-Russel (Netchine et al., 2007; Bullman et al., 2008). A perda

de metilacdo do alelo materno na ICR2 esta presente em 60% dos pacientes



15

acometido pela sindrome de Beckwith-Wiedemann, inibindo a expressdo de
CDKNL1C e perda de imprinting no gene IGF2 (Cooper et al., 2005).

2.2.2 Modificacdes poés traducionais em proteinas histonas

Assim como a metilacdo do DNA, modificagbes pds-traducionais de proteinas
histonas, tais como metilacdo por acdo das histonas metiltransferases (HMTs) ou
acetilacao por acdo das histonas acetiltransferases (HATS) sdo importantes marcas

epigenéticas nos processos de regulacdo da expressdo génica (Wang et al., 2008).

Diferentemente das marcas de acetilagdo em histonas, as quais coincidem
com o estado transcricionalmente ativo da cromatina, a posi¢ao exata do residuo de
lisina e 0 seu grau de metilacdo podem caracterizar tais modificacbes como marcas
de ativacdo (no contexto H3K4me3, H3K36me3 e H3K79mel/2) ou represséo
génica (no contexto H3K9me3, H3K27me3 e H4K20me3) (Barski et al., 2007,
Ciccone e Chen, 2009).

Recentemente, em um estudo envolvendo células neurais humanas foi
demonstrado que genes com expressdo monoalélica apresentam uma menor
representacdo global de modificagdes de histonas associadas com atividade
transcricional, como H3K4me3, H3K9ac e H3K36me3, e enriquecimento da marca
H3K27me3, a qual estd associada com a repressédo transcricional (Jeffries et al.,
2012).

Adicionalmente, um estudo posterior envolvendo a investigacdo de oito
diferentes modificagbes de histonas em linfoblastos demonstrou como assinatura de
genes com expressdo monoalélica a presenca de duas marcas funcionalmente

antagonicas no corpo génico, tal como H3K36me3 e H3K27me3 (Nag et al., 2013).

As modificacBes em proteinas histonas estdo presentes no estabelecimento
ou manutencdo do estado de expressdo monoalélica em diversos processos
bioldgicos (Ciccone e Chen, 2009; Ciccone et al., 2009; Van Den Berg et al., 2009).
Historicamente, a primeira classe de genes descrita com expressao monoalélica
envolveu a familia de receptores de antigenos. Neste contexto, cada linfécito B e T
reconhecem somente um antigeno como resultado da expressao de um unico alelo

para um determinado receptor, evitando assim, efeitos deletérios como
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autoimunidade por mdultipla especificidade gerada pela expressdo de ambos os

alelos (Levin-Klein e Bergman, 2014).

Em células precursoras de linfocitos B a replicacdo assincrona é a primeira
marca epigenética com potencial para expressdo monoalélica. Em células pré-B, os
alelos para os receptores celulares séo diferencialmente replicados durante a fase S.
O alelo a ser expresso é replicado em fase inicial, 0 qual € marcado por perda de
metilacdo e enriquecimento de modificagbes de histonas associadas a ativacao
transcricional, tais como, acetilagdo em histonas H3 (H3ac) e trimetilagcdo na lisina 4
em histonas H3 (H3K4me3). Em contrapartida, o alelo a ser inativado (exclusao
alélica) é replicado em fase tardia e mantém-se metilado (Levin-Klein e Bergman,
2014).

As modificacbes em proteinas histonas atuam cooperativamente no
remodelamento da cromatina, assim como, no estabelecimento de outras marcas
epigenéticas na molécula do DNA. Em células embrionarias de camundongo, foi
demonstrado que aquisicdo de marcas 5mC por reacdes de metilacdo de novo séo
influenciadas pelo estado de metilacdo da lisina K4 na histona H3 (H3K4). Na
auséncia de metilagdo, Dnmt3l interage com o residuo N-terminal da histona H3,
promovendo a ativacdo de Dnmt3a. Embora, modificacbes de histonas do tipo
H3K4mel, H3K4me2 e H3K4me3 atuem inibindo esta interacdo, o processo de
formacao do complexo H3-Dnmt3l € insensivel a metilacdo em outras posi¢cdes (Ooi
et al., 2007).

Interessantemente, a ligac&do funcional entre os eventos de metilacdo do DNA
e de proteinas histonas ja foi descrita em cenario de expressao monoalélica sob o
imprinting materno (Ciccone et al., 2009). Ciccone e colaboradores (2009)
demonstraram que a aquisicdo de marcas de metilacdo destes genes em 0d0citos
ocorre de modo dependente da desmetilagdo por KDM1B (Flavin-dependent histone
demethylases) do quarto residuo de lisina em histonas H3 (H3K4). Estes resultados
demonstram um papel protetor das marcas H3K4mel, H3K4me2 e H3K4me3 contra
as reacdes de metilacdo de novo, e a importancia dos eventos de desmetilacao
destas marcas para o estabelecimento correto do padrao de imprinting durante a

oogénese.
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2.3 Expressdo monoalélica randdmica

A EMR é um fenbmeno pelo qual a selecdo do alelo a ser expresso ou
silenciado € realizada de forma aleatoria em um estégio inicial do desenvolvimento.
Uma vez estabelecido este mecanismo, essa informacdo € epigeneticamente
herdada e mantida de forma estavel para a progénie celular subsequente (Jeffries et
al., 2013).

Em autossomos, a selecdo aleatéria de uma linhagem celular para a
expressdao de um alelo materno, paterno ou de ambos, ocorre de maneira
independente para cada gene, contrario ao observado para os genes ligados ao
cromossomo X, onde a inativacdo ocorre para uma série de genes contiguos em um
mesmo cromossomo Xi, seja de origem materna ou paterna (Gimelbrant et al.,
2007).

Em mamiferos a EMR € organizada através da replicacdo assincrona do
DNA. Nesse processo ocorre para cada gene, uma replicacdo alelo especifica
envolvendo os cromossomos homologos em diferentes momentos da fase S (Chess
et al., 1994; Ensminger e Chess, 2004; Gimelbrant e Chess, 2006). Em geral, as
marcas epigenéticas envolvidas na replicacdo em fase inicial ou tardia de um
determinado alelo permanecem, ainda, desconhecidas (Ensminger e Chess, 2004,
Chess, 2013).

Todavia, a metilacao alélica-especifica ja foi observada para o gene murino
Ly49a (Rouhi et al., 2006). Interessantemente, a presenca simultanea de duas
modificagGes de histonas H3K36me3 e H3K27me3, as quais atuam como marcas de
atividade e silenciamento transcricional, respectivamente, foram identificadas no

corpo génico de genes com expressao monoalélica randémica (Nag et al., 2013).

O fendbmeno de EMR foi primeiramente descrito em um pequeno grupo de
genes envolvidos na expressdo de receptores celulares, como, receptores de
antigenos em linfécitos B e T (Pernis et al., 1965), receptores de interleucinas
(Mostoslavsky et al., 2001), e receptores odorantes (Chess et al.,, 1994). Contudo,
estudos posteriores aumentaram este painel, incluindo genes com diferentes

funcdes (Gimelbrant et al., 2007).
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Gimelbrant e colaboradores (2007), ao investigarem o perfil transcricional de
4000 genes em linhagem linfoblastoide, observaram que 300 destes genes foram
sujeitos a expressdo monoalélica randémica, a qual foi transmitida de maneira
estavel as células filhas, promovendo a diversidade em células individuais bem

como na sua descendéncia clonal.

Jeffries e colaboradores (2012), em uma analise envolvendo cerca de 9550
genes em nove linhagens de células-tronco neurais obtidas de trés fetos nao
relacionados, observaram que a escolha do alelo a ser expresso € mantida mesmo
apos a diferenciacdo em neur6nios e ceélulas da glia. E que, embora a escolha
alélica ocorra de forma aleatéria, 0 mesmo nao ocorre com o loco a ser regulado,
dado a sobreposicdo do grupo génico com expressao monoalélica exibida pelas
nove linhagens celulares avaliadas. Além disso, os autores descreveram uma

correlacdo negativa entre o desbalanco alélico e os niveis de transcritos.

Nesse contexto, a escolha aleatéria para expressdo de um de dois alelos em
um determinado tecido, pode indicar um importante mecanismo de compensacéao de
dose, a outro passo que, a hemizigose funcional gerada pelo processo de EMR pode
favorecer o efeito deletério de mutacdes recessivas (Jeffries et al., 2013).

N&o obstante, a possibilidade em expressar um ou outro alelo, ou ambos, cria
uma identidade a nivel celular, possibilitando uma variabilidade fenotipica intra e
interindividual (Krueger e Morison, 2008). Para qualquer tecido a extensao do perfil
de EMR esta diretamente relacionada ao momento no desenvolvimento que esta
escolha foi realizada, assim, cada individuo pode ser considerado um mosaico no
gue se refere a expressdo monoalélica de um grupo de genes autossémicos, 0 que
torna-se uma base epigenética a ser estudada em relacdo a diferencas funcionais
entre individuos (Gimelbrant et al., 2007).

2.4  Expressdo monoalélicaranddémica ligada ao X

Em mamiferos eutérios, a inativacdo do cromossomo X (ICX) em tecidos
somaticos € um exemplo classico de expressdo monoalélica estocastica. Diante
deste fendbmeno, cromossomos maternalmente herdado (Xm) e paternalmente

herdado (Xp) séo aleatoriamente silenciados em cada célula (Gregg, 2014).
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A ICX é um processo epigenético e mitoticamente estavel que tem como
funcdo critica o balanceamento da dosagem de genes ligados ao X entre células
masculinas e femininas, as quais carregam uma ou duas cépias deste alossomo
(Lyon, 1961; Lyon, 1962; Reinius e Sandberg, 2015). Em outras palavras, a ICX atua
na compensacao de dose do transcriptoma de fémeas XX e machos XY (Lyon,
1961; Lyon, 1962).

Como consequéncia, fémeas XX apresentam mosaicismo de expressao, com
tecidos somaticos apresentando duas populacbes celulares com diferentes

cromossomos parentais funcionalmente ativos (Reinius e Sandberg, 2015).

Em geral, no processo de ICX, Xm e Xp apresentam as mesmas chances de
serem silenciados. Contudo, desvios na razdo de Xp:Xm inativos podem ocorrer,
sendo este fendmeno conhecido como ICX enviesada. A ICX enviesada surge como
resultado do proprio processo estocastico, ou de diferencas genéticas que podem

influenciar o perfil de inativacdo (Musalkova et al., 2015).

A ICX é um processo dinamico, que envolve modificacdes de histonas (Van
Den Berg et al., 2009; Fukuda et al., 2014), metilacdo do DNA (Cotton et al., 2015), e
a participacdo de ncRNAs (Chureau et al., 2002). O estado epigenético e
subsequentemente o perfil transcricional de ambos os cromossomos X ativo (Xa) e
inativo (Xi) sé@o regulados em cis por uma regido conhecida como centro de
inativacdo do cromossomo X (X- inactivation centre, Xic). No loco Xic estdo
mapeados diversos genes para ncRNAs: Xist, Tsix, Jpx e Ftx, 0os quais coordenam o

estabelecimento do estado de ICX em fémeas (Chureau et al., 2002).

Os ncRNAs Xist (X-inactive specific transcript) e seu transcrito antissentido
Tsix, executam um papel chave no processo de ICX. Atuando em cis, Xist recobre
todo o Xi, desencadeando uma série de modificagcbes na cromatina, reorganizacao
espacial do cromossomo, e silenciamento transcricional (Sado et al., 2005). Em
contrapartida, no Xa o ncRNA Tsix regula negativamente Xist, promovendo
mudancas conformacionais da cromatina em cis na regido promotora de Xist (Sado
et al., 2001; Sado et al., 2005).

Durante o estabelecimento do processo de ICX a reducédo de expresséo de

Tsix em um dos cromossomos X promove em cis 0 aumento de expressao de Xist
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resultando em um Xi, a medida que a expressdo elevada de Tsix no outro
cromossomo controla a expressdo de Xist, subsequentemente prevenindo a
inativacdo do Xa (Sado et al., 2001; Sado et al., 2005; Sun et al., 2006).
Adicionalmente Tsix interage diretamente com DNMT3A, induzindo reagbes de
metilacdo do DNA na regido promotora de Xist. Contudo, este processo ndo ocorre
em fases inicias da ICX, atuando, portanto como um mecanismo secundario de

silenciamento no Xi (Sun et al., 2006).

Em modelo murino, a transmissao paterna de delecfes no gene Xist esta
relacionada com letalidade embrionaria, dado a perda de imprinting nos tecidos
extraembrionarios. Adicionalmente, a transmissdo materna de delecdes em Tsix,
sem comprometimento de Xist, também esta relacionada ao insucesso gestacional,
por promover a expressao ectopica em cis de Xist e, portanto, perda de imprinting do
alelo Xist materno em tecidos extraembrionarios. A reativacdo do alelo Xist materno
resulta no silenciamento do Xm, sendo esta nulissomia funcional responsavel pela

letalidade embrionéaria de ambos os sexos (Sado et al., 2001; Sado et al., 2005).

O ncRNA Jpx participa do processo de ICX através de um balan¢o dinamico
com proteinas CTCF, regulando positivamente a expressédo de Xist. O gene Jpx €
um dos poucos genes gque escapam a ICX no Xi (Tian et al., 2010). A expressao
bialélica de Jpx promove sua interacdo com proteinas CTCF, impedindo sua ligacéo
com a regido promotora de Xist, mantendo-a em um estado transcricionalmente
ativo. Em cenérios de expressdo monoalélica, machos XY ou fémeas X0, as
concentracgdes celulares de Jpx sdo incapazes de proteger a interacao de proteinas
CTCF com o promotor de Xist. Este fato demonstra a existéncia de um limiar

funcional na razdo Jpx:CTCF no processo de ativacdo de Xist por Jpx (Sun et al.).

Interessantemente, as delecbes de Jpx em células-tronco em processo de
diferenciagdo resultam em uma cobertura insuficiente por Xist no Xi. Embora este
fendbmeno revele um controle positivo de Xist através da coexpressdao com Jpx, O
real mecanismo em que Jpx coordena a expressdo de Xist in vivo permanece
desconhecido (Tian et al., 2010).

Assim como Jpx, o0 ncRNA Ftx foi apontado como um segundo fator com
efeito positivo na expresséo de Xist, atuando ativamente na inibicdo de reagdes de

metilacdo na regido promotora de Xist. Ademais, delecdo de Ftx promove a reducao
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na expressao tanto de Xist quanto de Jpx (Chureau et al., 2011). Contudo, em um
estudo recente foi demonstrado que a delecdo de Ftx ndo afeta a taxa de
sobrevivéncia em ambos os sexos, além de ndo impactar severamente a expressao
de Xist durante o periodo de pré-implantagdo embrionaria, sendo, portanto, Ftx
dispenséavel para o estabelecimento de ICX em estagios iniciais do desenvolvimento
(Soma et al., 2014).

Em modelo murino, dois eventos de inativagdo do cromossomo X ocorrem
durante fases iniciais do desenvolvimento embrionario. O primeiro inicia-se no
estagio em que o embrido é formado ainda por quatro células e envolve a inativacéo
preferencial do alelo paterno. A ICX por imprinting do Xp mantém-se até a fase
inicial de formacao do blastocisto (Takagi e Sasaki, 1975). O segundo, envolve a
reativacado Xp em epiblasto, e subsequentemente, o estabelecimento do processo de
inativacdo aleatéria de ambos os cromossomos X parentais (Lyon, 1961).
Interessantemente, o silenciamento preferencial do Xp € mantido nos tecidos

extraembrionarios (Takagi e Sasaki, 1975).

Em humanos, a ICX inicia-se por uma progressiva transcricdo de XIST no
futuro Xi em embrides femininos, ainda no estagio de oito células. Durante a
interfase morula-blastocisto, transcritos de XIST acumulados no processo, recobrem
o Xi, promovendo o silenciamento transcricional em cis (Van Den Berg et al., 2009).
A expressdo monoalélica do gene CHIC1 em blastocistos humanos € uma evidéncia
gue assim como em modelo murino, a ICX e, portanto, o mecanismo de
compensacado de dose inicia-se no periodo pré-implantacdo (Van Den Berg et al.,
2009). Contudo, em humanos, contrariamente ao observado em modelo murino, o
mecanismo de ICX em tecidos embrionario e extraembrionario ndo é coordenado
por imprinting, sendo os Xm e Xp aleatoriamente silenciados (Moreira De Mello et
al., 2010).

Recentemente, foi proposto que o enriguecimento de assinaturas de histonas
H3K9me3 no promotor do Xist materno exerce um papel importante no
estabelecimento de ICX sob imprinting durante a embriogénese (Fukuda et al.,
2014). Interessantemente, esta € uma marca comum, associada a metilacdo do DNA
em regides controladoras de muitos genes autossdmicos regulados por imprinting

(Dindot et al., 2009). Adicionalmente, em embriées humanos um enriquecimento de
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assinaturas de histonas H3K27me3, uma marca de repressao transcricional, foi

descrita para o Xi em blastocistos (Van Den Berg et al., 2009).

No mecanismo de ICX, a metilacdo do DNA é uma das marcas epigenéticas
mais bem estudadas. O padréo de inativagcdo do cromossomo X pode ser inferido
através da metilacdo diferencial do DNA entre Xa e Xi. Em humanos, o ensaio
Humara, considerado o teste padrdo para determinar a ICX, consiste na
investigacdo do perfil de metilcdo de sitios CpG associados a um elemento repetitivo
no contexto CAG, mapeados no primeiro éxon do gene codificador do receptor de
andrégeno humano (AR) (Allen et al., 1992). O polimorfismo do trimero CAG,

permite discriminar os Xp e Xm (Karasawa et al., 2001).

Embora o estado de metilacdo do gene AR reflita o estado de metilacdo de
todo cromossomo X, este ensaio € ndo informativo em 20% dos casos.
Recentemente, novos locos concordantes com o ensaio Humara foram descritos
para a determinacdo do padrdo de ICX, com perfis alélicos informativos em até 97%

dos casos avaliados (Machado et al., 2014; Musalkova et al., 2015).

2.5 Expressdo monoalélica sob Imprinting gendmico

O Imprinting gendmico € um fendmeno epigenético que ocorre na linhagem
germinativa, promovendo a regulacdo génica por aquisicdo de marcas de
silenciamento transcricional por um dos genomas parentais. Este mecanismo
conduz a um sistema de expressdo, ou repressdo, monoalélica sob um padrdo

origem parental dependente (Ferguson-Smith e Surani, 2001; Reik, 2001).

Uma vez estabelecido o imprinting, este mecanismo é reproduzido de maneira
estavel, provendo a expressdo monoalélica sempre do mesmo alelo (Garfield et al.,
2011). Assim, em um cenario ja bem conhecido para genes sujeitos ao imprinting,
um pequeno grupo de genes é expresso exclusivamente da coépia herdada
paternalmente, enquanto outro € expresso exclusivamente da copia herdada

maternalmente (Ferguson-Smith, 2011).

Todavia, a expressdo alélica preferencial em genes controlados por
imprinting, que consiste na expressdo de ambos os alelos parentais em niveis
diferenciados, com expressao elevada de um determinado alelo ja foi relatada

(Khatib, 2007). Khatib (2007) ao revisar um grupo de 50 genes, sendo 27 genes
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sujeitos ao imprinting paterno e 23 genes sujeitos ao imprinting materno em modelo
murino, observou a expressao preferencial materna em 78% dos genes sob
imprinting paterno. Em contrapartida, expressao preferencial paterna foi observada

em 22% dos genes sob o imprinting materno.

A expressao génica diferencial sob imprinting torna os genomas materno e
paterno funcionalmente n&do equivalentes. A n&o equivaléncia dos genomas
parentais foi primeiramente descrita em embrides ginogenéticos e androgenéticos
em camundongos, gerados por transplantacdo de pronucleos. Estes experimentos
revelaram falhas na evolucdo gestacional, com anormalidade placentaria, e
letalidade embrionaria antes do desenvolvimento cerebral, demonstrando assim, que
ambos os gendtipos parentais sdo necessarios para o desenvolvimento embrionéario
normal (Mcgrath e Solter, 1984; Surani et al., 1984).

A heranca uniparental de genes sujeitos ao imprinting esta sabidamente
associada a fenoétipos anormais no desenvolvimento, crescimento e comportamento.
Em humanos, a perda e ganho de expressao de genes regulados por imprinting
estdo relacionadas com as sindromes de Silver-Russel, Beckwith-Wiedemann,

Prader-Willi e Angelman (Ferguson-Smith, 2011).

As epimutacdes na ICR1 presente na regido 11pl15.5 surgem como o principal
componente epigenético na manifestacdo da sindrome de Silver-Russel. Como
alteracdes fenotipicas da sindrome destacam-se o retardo do crescimento
intrauterino, reducdo no crescimento pods-natal, caracteristicas craniofaciais e uma

variedade de malformac6es menores (OMIM #180860).

Interessantemente, epimutacdes na ICR1, assim como a delecdo de genes
especificos na regido 11p15.5, KIP2, CDKN1C, H19 e LIT1 atuam promovendo o
estabelecimento da alteracdo fenotipica observada na sindrome de Beckwith-
Wiedemann, as quais incluem supercrescimento pré e pds-natal, hemihipertrofia e
macroglossia, além de anomalias renais e predisposicao para neoplasias de origem
embrionaria (OMIM #130650).

7

A sindrome de Prader-Willi € caracterizada pela delecdo das copias
funcionais de um ou mais genes paternalmente expressos na regiao 15q11-q13 do
cromossomo 15 humano. Ademais, o estabelecimento dos fendtipos da sindrome de

Prader-Willi também pode ocorrer através da dissomia uniparental materna dessa
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regido. A diminuicdo da atividade fetal, obesidade, hipotonia muscular e retardo

mental fazem parte do repertério clinico encontrado na sindrome (OMIM #176270).

Envolvendo a mesma regido cromossémica encontra-se a sindrome de
Angelman, a qual como componente epigenético apresenta a perda do gene
maternalmente expresso UBE3A no cromossomo materno. Embora de rara
ocorréncia, em 2% dos casos, a sindrome de Angelman pode ser estabelecida
através da dissomia uniparental de origem paterna. Entre as alteragfes fenotipicas
destaca-se o retardo mental severo (OMIM #105830).

O imprinting gendmico € estabelecido durante a gametogénese, e mantido
apos a fecundacdo. No individuo em desenvolvimento, as marcas epigenéticas de
imprinting sédo apagadas em estégios iniciais da formacgéo de células germinativas, e
restabelecidas de maneira sexo-dependente em estagio posterior, completando o

ciclo de imprinting (Li e Sasaki, 2011).

A teoria do conflito parental prop&e divergéncia no papel de genes maternos e
paternos durante o desenvolvimento fetal. Um exemplo classico do conflito parental
em modelo murino pode ser observado entre os genes paternalmente expresso igf2
e maternalmente expresso igf2r. O gene igf2 codifica o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 2, o qual atua promovendo o crescimento fetal e
placentario. Em contrapartida, o gene igf2r codifica o receptor para o gene igf2, e
atua como um antagonista direto do gene igf2, com efeito inibitorio ou de regulacéo

do crescimento (Lau et al., 1994).

No contexto da teoria do conflito parental, os genes fetais da linhagem
paterna foram selecionados para recrutar uma maior demanda dos recursos
maternos quando comparados aos genes da linhagem materna (Haig, 1993). Em
outras palavras, 0os genes sob imprinting com expressdo exclusivamente paterna
evoluiram para potencializar a aquisicdo das fontes nutricionais materna pela prole,
mesmo em detrimento da mée ou demais individuos simultaneamente gestados, isto
assegura maior aptidao, e portando, maiores chances de sobrevivéncia e sucesso

reprodutivo.

Por conseguinte, genes controlados por imprinting com expressao

exclusivamente materna evoluiram para restringir a mobilizacdo das fontes
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nutricionais materna para prole, garantindo a divisdo igualitaria de recursos para

prole e a evolugcdo bem sucedida da gestacao (Peters, 2014).

A teoria da coadaptagcao prop0e que genes sob imprinting atuam de maneira
integrada para potencializar o desenvolvimento fetal e a provisdo dos recursos
maternos (Peters, 2014). Durante o desenvolvimento, uma interacdo complexa
ocorre entre o feto, a placenta e o hipotdlamo materno. Esta interacdo reflete no
crescimento e desenvolvimento cerebral do feto, disponibilizagcdo dos recursos
maternos nos estagios pré e poés-natal e cuidado parental. A coordenacdo dessa
interacdo se da, provavelmente, pela coexpressdo de genes sob imprinting na

placenta e no hipotalamo materno (Keverne, 2014)

Genes sujeitos ao imprinting desempenham um importante papel no processo
de coadaptacdo entre genitor materno e a prole, estando envolvidos no
desenvolvimento da placenta e hipotalamo fetal. Da placenta provém 0s recursos
para o hipotdlamo fetal em desenvolvimento, da qual, a0 mesmo tempo, sao
gerados estimulos hormonais com acdo no hipotdlamo materno para provisao
desses recursos. Os genes paternalmente expressos PEG1 e PEGS3, por exemplo,
sdo coexpressos durante o desenvolvimento da placenta e hipotalamo fetal.
MutacBes desses genes, restritas ao tecido placentario, conduzem déficits similares
guando estes mesmos genes estdo alterados no hipotadlamo em desenvolvimento,
demostrando que placenta e hipotalamo evoluiram coadaptativamente (Keverne,
2014)

Uma caracteristica particular de genes sob imprinting € a sua organizacao
agrupada em dominios cromossémicos. Um mesmo dominio pode agrupar genes
sujeitos ao imprinting materno ou paterno. Esta organizacdo repercute em uma
regulacdo coordenada de uma série de genes em um mesmo dominio (Reik, 2001;

Thorvaldsen e Bartolomei, 2007).

Os primeiros genes controlados por imprinting descritos foram o igf2
(Dechiara et al., 1991) e o gene a jusante H19 (Bartolomei et al., 1991), juntos eles
formam o primeiro e mais bem estudado agrupamento de genes sob imprinting, o
loco igf2/H19. Os genes igf2 e H19 séo reciprocamente regulados por imprinting na
maioria das células somaticas. Enquanto o gene igf2 € paternalmente expresso em

fatores que promovem o crescimento, 0 gene H19 € maternalmente expresso na
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forma de um ncRNA de 2,3kb com atividade regulatoria, altamente expresso durante

a embriogénese (Gabory et al., 2006).

Ainda ndo se conhece todos os mecanismos de acao do gene H19 na
regulacdo do gene igf2 no loco igf2/H19. Contudo, microRNAs (miR-675) gerados a
partir do éxon 1 do gene H19 ja foram descritos como fatores importantes no

controle de genes que promovem o crescimento placentario (Keniry et al., 2012).

Em humanos, o loco IGF2/H19 mapeado na regido 11pl5 apresenta 0 mesmo
padrdo de imprinting observado no loco murino, sendo este fenbmeno altamente

conservado entre ambas as espécies (Ohlsson et al., 1993; Rainier et al., 1993).

Este loco apresenta uma regido controladora de imprinting, conhecida como
ICR1 ou H19DMR, a qual € essencial para o estabelecimento de imprinting dos
genes IGF2 e H19. A ICR1 apresenta diversos sitios CAGCCC (De Pagter-
Holthuizen et al., 1987) os quais sédo alvos para as proteinas dedo de zinco CTCF.
Auséncia de metilacdo na ICR1, no alelo materno, permite interacdo local com as
proteinas CTCF, que bloqueia a transcricdo do gene IGF2, resultando na transcricao
exclusiva do gene H19, o qual atua diretamente no controle do crescimento. Em
contrapartida, a metilagdo na ICR1 do alelo paterno reprime a transcricdo do gene
H19, resultando na transcri¢cdo exclusiva do gene IGF2, o qual atua na promogé&o do

crescimento (Huang et al., 2012).

A metilacdo do DNA é um mecanismo epigenético importante para o
estabelecimento de imprinting no loco IGF2/H19, bem como no desenvolvimento
fetal normal. Uma vez que alteracbes no padrdao de metilacdo desse loco estao
associadas com alteracbes no crescimento, notoriamente observadas nas

sindromes de Silver-Russel e Beckwith-Wiedemann (Jacob et al., 2013).

2.5.1 RegiOes diferencialmente metiladas e Imprinting genémico

Dentro do conceito de imprinting, sdo denominadas como regides
diferencialmente metiladas (Differentially Methylated Regions) ou DMRs, as regides
no DNA onde marcas de metilagdo diferencial entre os genomas materno e paterno
sao observadas. As DMRs sao assinaturas epigenéticas comuns a genes sujeitos ao
imprinting e executam um papel importante no silenciamento e expressao

monoalélica origem parental-dependente (Du et al., 2003; Court et al., 2014).
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Estas regides compreendem sequéncias de DNA ricas em dinucleotideos
CpG, com perfis de metilacdo antagdnicos entre os alelos parentais (Choufani et al.,
2011). O estado de hemimetilacdo nas DMRs s&o gerados por aquisicdo alelo-
especifica de um grupo metila na posicdo 5 da citosina em um contexto CpG
(Jones, 2012).

DMRs primarias ou germinativas (gDMRs) adquirem seu estado
diferencialmente metilado durante a gametogénese, por reacdes de metilacdo de
novo, quando h& segregacdo dos gendtipos parentais (Court et al., 2014). Em
contrapartida DMRs secundarias ou somaticas adquirem seu estado
diferencialmente metilado apos a fertilizacdo. Algumas DMRs somaticas séo tecido-

especificas, porém coordenadas por uma gDMR (Ferguson-Smith, 2011).

As gDMRs atuam como ICRs e, portanto, executam um papel importante na
expressdo monoalélica de genes sob imprinting dentro de um mesmo dominio

cromossomico (Williamson et al., 2006; Edwards e Ferguson-Smith, 2007).

Posicionalmente, existem diferencas entre gDMRs de origem materna e
paterna. As gDMRs maternas localizam-se nas regifes promotoras, enquanto
gDMRs paternas estéo localizadas nas regides intergénicas (Williamson et al., 2006;
Gregg, 2014).

As duas gDMRs mas bem estudadas em mamiferos séo a ICR1 e ICR2. A
ICR1 ou H19DMR ¢€ paternalmente metilada, enquanto a ICR2 ou KvDMR1 é
maternalmente metilada, ambas estdo mapeadas na regido distal do cromossomo 7
em camundongos, sinténica a banda 11p15.5 do cromossomo 11 humano. A ICR1
coordena a expressao dos genes paternalmente expressos, Igf2, e maternalmente
expresso H19 (Bartolomei et al.,, 1991; Dechiara et al., 1991; Feil et al., 1994),
enquanto ICR2 atua no controle dos genes maternalmente expressos Kcngl,
Cdknlc, Ascl2, Phida2, Tssc4, e Slc22all (Fitzpatrick et al., 2002).

A ICR1 atua no loco igf2/H19 como um elemento isolador sensivel a
metilacdo (Murrell et al., 2004), a qual desempenha um papel importante na
manutencdo do imprinting reciproco dos genes H19 e IGF2 (Thorvaldsen et al.,
1998). Os genes IGF2 e H19 compartiham um mesmo elemento acentuador da
transcricdo génica, o qual atua no loco IGF2/H19 de modo dependente do estado de

metilacdo da H19DMR (Thorvaldsen et al., 1998). Em camundongos a auséncia de
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metilacdo do alelo materno na H19DMR promove a interacdo com os fatores de
repressao transcricional CTCF (Bell e Felsenfeld, 2000; Schoenherr et al., 2003;
Szabo et al., 2004).

Esta interacdo previne a metilacdo de novo no alelo materno, exercendo um
efeito de silenciamento em cis de igf2 (Lopes et al., 2003; Kurukuti et al., 2006). N&o
obstante, metilacdo no cromossomo paterno, impede a ligacao dos fatores CTCF a
ICR1, promovendo o recrutamento de acentuadores para o promotor de igf2,
deixando o alelo H19 livre para as reacdes de metilacdo de novo (Cerrato et al.,
2008).

Em humanos, embora este mecanismo seja conservado, o papel de CTCF na
ICR1 materna parece ser insuficiente para regulacdo do loco IGF2/H19 em muitos
tecidos (Ulaner et al., 2003).

O loco 1gf2/H19 é epigeneticamente regulado por particionamento da
cromatina materna e paterna em distintas conformacgfes que resultam em dominios
de atividade e repressdo transcricional (Murrell et al., 2004). Em tecidos
embrionarios, para o gene igf2 sdo descritas duas regides paternalmente metiladas,
a DMR1 localizada na regido promotora, e a DMR2 com localizacao intergénica (Fell
et al., 1994; Lopes et al., 2003).

Entre os alelos parentais, as DMRs de igf2 interagem de forma distinta com a
H19DMR. No cromossomo paterno a DMR2 interage fisicamente com a ICR1
metilada formando uma estrutura em anel nesta regido cromossdmica. Esta
conformacéo cromossémica promove a interacdo da regido promotora de igf2 com o
acentuador H19, resultando na transcricdo exclusiva do alelo igf2 paterno (Ling et
al., 2006).

Em contrapartida, no cromossomo materno, uma conformacédo semelhante é
adquirida na cromatina através da interacdo da DMR1 com a ICR1 ndo metilada
associada a proteinas CTCF. Esta interacdo resulta na particdo da regido promotora
de igf2 dentro da conformacdo em forma de anel adquirida pela cromatina. Esta
conformacéo impede o acesso de fatores de transcricdo ao gene igf2, promovendo o
seu silenciamento, e consequentemente, a transcricdo exclusiva do alelo H19

materno (Ling et al., 2006).
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Dele¢des parciais na H19DMR tém sido encontradas em pacientes com
fendtipo de supercrescimento. Quando associadas ao alelo materno, tais mutacdes
resultam em um estado de hipermetilacdo na porcdo ndo deletada, com
consequente perda de imprinting no loco IGF2/H19, e estabelecimento dos fenétipos
da sindrome de Beckwith-Wiedemann (Cerrato et al., 2008). Nao menos importante,
embora rara, delecdes na KvDMR1 ou ICR2 herdada maternalmente também foram

descritas como causa da sindrome em duas geracdes (Algar et al., 2011).

A ICR2 esta fisicamente localizada dentro de uma ilha CpG, no intron 10 do
gene KCNQ1. Nesta regido esta contido o promotor para o0 ncRNA KCNQ1OT1, o
gual é paternalmente transcrito em orientacdo antissentido ao gene KCNQ1
(Mancini-Dinardo et al., 2003). A ICR2 desempenha um papel importante no
silenciamento em cis dos genes maternalmente expressos KCNQ1, CDKN1C,
ASCL2, PHLDA2, TSSC4, e SLC22Al1L no cromossomo paterno, sendo este
processo altamente conservado em humanos e modelo murino (Horike et al., 2000;
Fitzpatrick et al., 2002).

A KvDMR1 coordena o imprinting deste dominio através de mecanismos que
englobam acdo do ncRNA Kcnglotl e bloqueio de acentuadores (Shin et al., 2008).
O ncRNA Kcnqglotl atua no cromossomo paterno criando um dominio de repressao
transcricional, que envolve aquisicdo de marcas de histonas modificadas, tais como
H3K9me2 e H3K27me3 (Redrup et al., 2009).

A repressao transcricional na KvDMRL1 por bloqueio de acentuadores, ocorre
através da ligacéo de fatores de repressdo CTCF na KvDMR1 no alelo ndo metilado
(Fitzpatrick et al., 2007), semelhante ao processo de regulagcdo de imprinting

coordenado no dominio 1 pela HI9DMR.

Por muito tempo a estratégia para a identificacdo de genes controlados por
imprinting consistiu exclusivamente em métodos baseados no fendtipo e
sequenciamento de transcritos em modelo murino, com subsequente confirmacéo do

estado de imprinting nos ortdlogos humanos (Nakabayashi et al., 2011).

Apesar de bem sucedida, esta estratégia metodologica apresenta algumas
limitacbes, como a omissdo de genes sob imprinting por fendtipos que sao letais e
auséncia de polimorfismos exonicos informativos para a determinagao dos perfis de

expressdo monoalélica (Sharp et al., 2010), além de n&o permitir a identificacdo de
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genes exclusivamente sujeitos ao imprinting em humanos (Nakabayashi et al.,
2011).

Somente em modelo murino sdo conhecidos cerca de 120 genes controlados
por imprinting, associados com 20 DMRs primarias, sendo 17 gDMRs maternas e 3
gDMRs paternas (Proudhon et al.,, 2012). Em humanos, o niumero de genes sob
imprinting conhecidos € um pouco menor, equivalendo em namero cerca de 2/3 dos
genes descritos em camundongos. Entretanto, com uma maior densidade de regides
no genoma com funcgao regulatéria, as quais correspondem a 67 DMRs conhecidas,
divididas em quatro categorias: 29 gDMRs materna, 2 gDMRs paterna, 15 gDMRs
materna placenta-especifica; e 21 DMRs secundarias (15 maternas e 6 paternas)
(Okae et al., 2014).

Assim como a expressdo monoalélica origem parental-dependente, a
metilacao diferencial do DNA sob esse mesmo padrdo é uma assinatura classica de
genes sujeitos ao imprinting, promovendo sinais regulatorios em cis (Choufani et al.,
2011).

Neste contexto, na ultima década, com o aprimoramento das tecnologias para
a determinacao dos perfis de metilacdo no genoma humano, através da andlise de
tecidos e células de origem uniparental, diversas candidatas a DMRs e
consequentemente novos genes candidatos ao imprinting foram identificados
especificamente em humanos (Sharp et al.,, 2010; Choufani et al.,, 2011,
Nakabayashi et al., 2011; Hannula-Jouppi et al., 2014).

A grande vantagem dessa estratégia consiste no fato de que marcas de
metilacdo alelo especifica em genes controlados por imprinting sdo geralmente
conservadas, inclusive em tecidos onde a expressdo ocorre de maneira bialélica
(Dockery et al., 2009; Frost et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar da grande importancia clinica da SD, o conhecimento sobre os
mecanismos envolvidos nos eventos de nado disjuncdo do cromossomo 21, ainda é
bastante escasso. Buscando esclarecer essas questbes iniciamos em 2006 um
estudo sobre a incidéncia da trissomia 21 no municipio de Campos dos Goytacazes-
RJ (Alves Da Silva et al., 2008). Os dados obtidos permitiram compreender a alta
prevaléncia de individuos acometidos nascidos de mées jovens, distantes da faixa
etaria considerada de risco (>35 anos). Este fendbmeno esteve, intrinsecamente,
relacionado a elevada taxa de natalidade dentro de um mesmo grupo etéario
materno. Com esse estudo, validamos uma metodologia em citogenética molecular
para o diagnostico da trissomia 21, a qual, atualmente, est4 inserida na rotina do
nosso laboratério. Ao longo desses anos, dentro do &ambito laboratorial,
guestionamentos (entre pais e os profissionais da saude envolvidos) sobre a maior
prevaléncia de trissomia 21 de origem materna, fatores de risco, outros que nédo a
idade materna no momento da concepc¢do, e o perfil altamente variavel das
caracteristicas fenotipicas na SD tém gerado importantes discussfes. Recentemente
divergéncias no fenétipo foram observadas entre 0os casos de origem materna e
paterna (Muranjan et al., 2010), ademais, quinze genes mapeados no braco longo
do cromossomo 21 humano foram preditos como candidatos ao imprinting (Luedi et
al., 2007; Docherty et al., 2014). Visando uma melhor compreenséo das variagdes
na morbidade e mortalidade na SD, o presente estudo consistiu na investigagao dos
padrbes alélicos de expressdo de genes candidatos ao imprinting e a sua possivel

correlacado com o viés parental na prevaléncia e variacao fenotipica na SD.
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4 OBJETIVOS

4.1  Objetivo Geral

Determinacdo experimental do perfil transcricional alélico em genes preditos
ao imprinting no cromossomo 21: KRTAP6-2, OLIG2, SIM2, WRB, IGSF5, ADARB1,
COL6A1, MCM3AP, DIP2A e S100B. Bem como, a identificacdo e caracterizacédo de
novas DMRs e seu papel no controle dos genes preditos ao imprinting no

cromossomo 21.

4.2 Objetivos Especificos

v/ Caracterizar, in silico, as marcas epigenéticas presentes nos genes alvos e
sua possivel associacdo com a regulacéo por imprinting.

v Selecionar SNPs exdnicos potencialmente informativos nos genes alvos.

v' Desenvolver um ensaio SNuPE multiplex para genotipar o SNPs
selecionados.

v' Determinar o perfil transcricional alélico nos genes alvos em amostras
biologicas relevantes.

v’ Identificar novas DMRs no cromossomo 21.

v" Desenvolver ensaios DESM-QFPCR para determinar o perfil de metilagao nas
regides TMEM131-DMR, MAP3K7CL-cDMR, RUNX1-DMR e WRB-DMR.

v' Desenvolver ensaios SNUPE-DESM para determinar o perfil de metilacao
alélica nas regidbes TMEM131-DMR, MAP3K7CL-cDMR, RUNX1-DMR e
WRB-DMR.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos

Este projeto faz parte da grande Ilinha de pesquisa intitulada
“‘Desenvolvimento de testes moleculares rapidos, altamente eficientes e econémicos
para o diagnostico de doencas genéticas humanas: Fortalecendo a interiorizacéo da
Genética no SUS”, cujo projeto geral foi aprovado pela Comissdo Regional de Etica
em Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Campos, com folha de rosto
FR278769. Todas as amostras bioldgicas pertencentes ao biorrepositério NUDIM
foram coletadas mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido pelos doadores, por profissional autorizado ou remetida por

especialistas que colaboraram com o estudo.

5.2 Amostras bioldgicas

Para a determinacdo do perfil transcricional nos genes alvos deste estudo,
foram genotipadas 30 amostras biolégicas pertencentes ao biorrepositorio NUDIM.
Destas sete foram amostras pareadas DNA/RNA isolados de células mononucleares
de sangue periférico de individuos adultos. Foram utilizadas também amostras
pareadas DNA/RNA de cinco linhagens de células-tronco embrionarias humanas:
HUES-1, HES3, HUES-5, HUES-7 e HUES-15, gentilmente cedidas pela Dra.
Susana Chuva de Sousa Lopes, professora associada da Leiden University Medical

Center, Holanda.

Para a determinacdo do perfil de metilagcdo nas regifes alvos deste estudo,
foram avaliadas amostras de DNA de 21 trios com trissomia 21: sendo as amostras
biol6gicas de 15 desses trios pertencentes ao biorrepositério da UPGEN, as quais
foram cedidas pela Dra. Erika Cristina Pavarino, professora adjunta da Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP; e seis destas pertencentes ao
biorrepositério do Departamento de Genética da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, as quais foram cedidas pela Dra. Cintia Barros Santos-Reboucas,
professora associada da UERJ e vice-coordenadora do Programa de Genética

Humana e Aconselhamento Familiar.
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5.3 Determinagédo da origem parental da trissomia 21

A origem parental da trissomia 21 foi determinada na coorte de estudo através
da genotipagem de treze marcadores microssatélites, D21S369, D21S1993,
D21S14446264, D21S14507484, D21S14591269, D21S14618215, D21S15368162,
D21S11, D21S26583121, D21S226, D21S1270, IFNAR e D21S35642814,
distribuidos na regido 21q, através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa por fluorescéncia (QF-PCR). A copia extra do cromossomo 21 foi
identificada por analise de segregacéo alélica nos 21 nucleos familiares avaliados
(trios formados por individuo trissbmico e seus genitores), e a origem parental
determinada através da correspondéncia da copia extra com o genotipo do genitor
de origem.

5.3.1 QF-PCR multiplex

Para a técnica de QF-PCR, foram utilizados iniciadores modificados com
diferentes marcagdes de fluorescéncia. Os iniciadores sentido para os treze locos
analisados foram modificados com as marcacdes 6-FAM™, VIC®, NED™ e PET™
(Applied Biosystems™). As reacOes de amplificacdo foram realizadas em dois
ensaios multiplex, preparadas em um volume de 12,5uL sob a seguinte formulacao:
0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCI, 50mM KCI, 2mM de MgCI2, 1,25U de TaqGold
polimerase. Para o ensaio 1, foi utilizado a seguinte concentracdo de iniciadores
descritos no apéndice A: 0,8uM dos pares de iniciadores D21S369, D21S1993,
D21S11, D21S26583121, D21S226, D21S1270, IFNAR, e 0,4uM do par de
iniciadores D21S35642814. Para o ensaio 2, foi utilizado a seguinte concentracéo de
iniciadores: 0,8uM do par de iniciadores D21S14446264, 0,64uM do par de
iniciadores D21S14507484, 0,32uM do par de iniciadores D21S14591269, 0,08uM
do par de iniciadores D21S14618215, 1,2uM do par de iniciadores D21S15368162.
As reacdes foram realizadas nos termocicladores GeneAmp® 9700 ou Veriti® 96-
Well VeriFlex (Applied Biosystems™), sob o seguinte ciclo térmico: (i) 95°C por 11
minutos, (i) 28 ciclos a 94°C por um minuto, 59°C por um minuto, 72°C por um

minuto, e (iii) 60°C por 60 minutos.

Aliquotas de 0,5uL do produto de amplificacdo foram adicionadas a uma
mistura contendo 10uL de formamida Hi-Di™Formamide (Applied Biosystems™) e

0,1uL do peso molecular GeneScan™ 500LIZ® Size Standard (Applied
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Biosystems™) e submetidas a eletroforese em capilar utilizando a plataforma ABI
310 Applied Biosystems™ calibrada com a Matrix Standard Set DS-33 Applied
Biosystems™. Os perfis alélicos gerados para os marcadores microssatélites na
coorte de estudo foram visualizados na plataforma GeneMapper ID v3.2 ou
GenoTyper v3.7 Applied Biosystems™. A origem parental da trissomia 21, foi
determinada através do confronto dos perfis alélicos dos individuos trissémicos e

seus genitores.

5.4 Identificagcdo de polimorfismos SNPs nos genes alvos

Para a determinacdo do perfil alélico e transcricional dos genes alvos, foram
selecionados SNPs exbnicos, com varia¢cdes sinbnimas e ndo sinébnimas, com base
em anotacdes disponiveis nos bancos de dados Ensembl Genome Browser
(http://www.ensembl.org/index.html, acessado em marco de 2012) e dbSNP Short

Genetic Variations (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/, acessado em marco de 2012).

Quando possivel, foi obedecido os seguintes critérios no processo de selecao: i)
SNPs com dados populacionais ja validados; ii) pelo menos um SNP com MAF >0,4
ou dois SNPs com MAF>0,2 por gene; iii) mapeado em mais de um transcrito

anotado.

55 Desenho e sintese de iniciadores

Os iniciadores especificos as regides de interesse foram desenhados
utiizando os programas online: OligoPerfect™ Designer da Invitrogen™
(http://lwww.invitrogen.com/). O potencial de formacdo de grampos e auto
complementariedade entre os pares de iniciadores foram verificadas através das
ferramentas OligoCalc - Oligonucleotide Properties Calculator
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html, acessado em margo de
2012) e AutoDimer Vsl

(http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/AutoDimerHomepage/AutoDimerProgramHo

mepage.htm, acessado em margo de 2012).
Para avaliar a complementaridade especifica de cada par de iniciadores as
regides de interesse, foram utilizadas as ferramentas on-line In Silico PCR UCSC

(University of California Santa Cruz, USA — http://www.genome.ucsc.edu, acessado

em marco de 2012) e Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/,

acessado em marco de 2012).


http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/AutoDimerHomepage/AutoDimerProgramHomepage.htm
http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/AutoDimerHomepage/AutoDimerProgramHomepage.htm
http://www.genome.ucsc.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Os Iniciadores sem modificagcdes foram sintetizados pela empresa DNA
Express Biotecnologia, enquanto, os iniciadores modificados com a fluorescéncia 6-
FAM foram sintetizados pela Invitrogen™ LifeTechnologies.

5.6 Isolamento de gDNA e RNA

A partir de 4mL de sangue total coletado em tubos de EDTA, células
mononucleares foram isoladas por gradiente de Ficoll-Paque®PLUS (GE
Healthcare). Amostras de gDNA e RNA foram isoladas das células mononucleares
utilizando o kit de extracao e purificacdo de DNA, RNA e proteinas Allprep DNA RNA

Protein Mini Kit (QIAGEN), conforme as especifica¢des dos fabricantes.

5.7 Determinacao do perfil alélico e transcricional nos genes alvos

5.7.1 PCR multiplex

Aliquotas de 25ng de gDNA foram submetidas a amplificacdo dos genes alvos
em trés reagdes multiplex. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em um
volume de 12,5uL sob a seguinte formulagédo: 0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCI,
50mM KCI, 2mM de MgCI2, 1,25U de TagGold polimerase. Para o ensaio 1, foi
utilizado a seguinte concentracdo de iniciadores descritos no apéndice A: 1,6uM do
par SIM2 (D1), 1,2uM do par COL6A1 (D16), 0,8uM do par S100B (D20), 1,2uM do
par ATP10A (D23); para o ensaio 2 foi utilizado a seguinte concentracdo de
iniciadores descritos no apéndice A: 0,8uM do par IGSF5 (D2), 1,2uM do par
KRTAP6-2 (D5), 0,8uM do par ADARBL1 (D6), 0,8uM do par ADARBL1 (D7), 0,8uM do
par ATP10A (D24); para o ensaio 3 foi utilizado a seguinte concentracdo de
iniciadores descritos no apéndice A: 0,8uM do par MCM3AP (D11), 0,2uM do par
MCM3AP (D18), 0,8uM do par DIP2A (D13), 0,2uM do par DIP2A (D19), 1,6uM do
par OLIG2 (D17).

Para o gene WRB, as reacfes foram realizadas em uniplex em um volume de
12,5uL sob a seguinte formulacdo: 0,8uM do par de iniciadores WRB (D30) ou WRB
(D32), descritos no apéndice A, 0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCI, 50mM KCl,
2mM de MgClI2, 1,25U de DNA polimerase AmpliTaq Gold® (LifeTechnologies).

As reacbes de PCR foram realizadas nos termocicladores GeneAmp® 9700

ou Veriti® 96-Well VeriFlex (Applied Biosystems™), sob o seguinte ciclo térmico: (i)
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95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a 94°C por um minuto, 59°C por um minuto, 72°C
por um minuto, e (iii) 60°C por 60 minutos. Os fragmentos gerados foram analisados
em gel de agarose 2% (2g de agarose/100mL de TAE 1X, w/v), corados com
GelRed™ (Biotium) conforme as especificacbes do fabricante, e visualizados em

transluminador de U.V.

5.7.2 RT-PCR

Apobs isolamento, 1ug de RNA total foi convertido em cDNA utilizando o kit
comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (LifeTechnologies) de
conforme as especificacbes dos fabricantes. ApO0s a transcricdo reversa, uma
aliquota de 1pL de cDNA foi submetida a amplificagdo com iniciadores especificos
aos transcritos de cada gene alvo. As reagdes de amplificacdo foram preparadas em
um volume de 12,5uL sob a seguinte formulagdo: mix de iniciadores a 0,8uM, 0,2mM
de dNTPs, 15mM de Tris-HCI, 50mM KCI, 2mM de MgCI2, 1,25U de DNA
polimerase AmpliTagq Gold® (LifeTechnologies). As reacdes foram realizadas nos
termocicladores GeneAmp® 9700 ou Veriti® 96-Well VeriFlex (Applied
Biosystems™), a reacdo de amplificacdo foi realizado sob o seguinte ciclo térmico:
(i) 95°C por 11 minutos, (ii) 40 ciclos a 94°C por um minuto, 60°C por um minuto,
72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60 minutos. Os fragmentos gerados foram
analisados em gel de agarose 2% (2g de agarose/100mL de TAE 1X), corados com
GelRed™ (Biotium) conforme as especificagbes do fabricante, e visualizados em
transluminador de U.V. Na tabela 1 estdo descritos os iniciadores para os dez genes
alvos: KRTAP6-2, OLIG2, SIM2, WRB, IGSF5, ADARB1, COL6A1, MCM3AP, DIP2A
e S100B; e os dois genes controles H19 e ATP10A.
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5.7.3 SNuPE multiplex

A técnica SNUPE foi realizada utilizando o kit comercial ABI PRISM®
SNaPshot™ Muitiplex Kit. O kit ABI PRISM® SNaPshot™ Muitiplex consiste em um
mix com DNA polimerase AmpliTaq® e ddNTPs modificados, ddATP-dR6G, ddCTP-
dTAMRA™ ddGTP-dR110 e ddTTP-dROX™ em solugéo tampéo.

Para determinacdo do perfil alélico e transcricional, os fragmentos gerados
por PCR e RT-PCR foram purificados, com ExoSAP-IT USB, um mix das enzimas
exonuclease | e fosfatase alcalina. Para cada aliquota de 5uL dos produtos de
amplificacéo foram adicionados 2L de ExoSAP-IT. As reacdes foram realizadas no
termociclador GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob a seguinte condi¢c&o
térmica: 37°C por 15 minutos e 80°C por 15 minutos. Apos purificacdo, reacdes de
SNuUPE multiplex foram realizados em um volume final de 5uL sob a seguinte
formulacdo: 1pL do produto de amplificacdo purificado com ExoSAP-IT, 0,4uM de
cada iniciador, SNaPshot™ reaction mix 1X. As reagcdes SNUPE multiplex foram
realizadas no termociclador GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob o
seguinte ciclo térmico repetido 25 vezes: (i) 96°C por 10 segundos, (ii) 50°C por 5
segundos e (iii) 60°C por 30 segundos. Ao término dos ensaios SNUPE multiplex foi
realizada uma segunda etapa de purificacdo utilizando a enzima fosfatase alcalina
FastAP™ Thermo Scientific™, aos produtos do minissequenciamento foram
adicionados 1U de FastAP™, e as reacOes de purificacdo foram realizadas no
termociclador GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob a seguinte condi¢&o
térmica: 37°C por 10 minutos e 80°C por 5 minutos. Aliquotas de 0,5uL do produto
purificado foram adicionadas a uma mistura contendo 10uL de formamida Hi-
Di™Formamide (Applied Biosystems™) e 0,2uL do peso molecular GeneScan™
120LI1Z® Size Standard (Applied Biosystems™) e submetidas a eletroforese em
capilar utilizando a plataforma ABI 310 Applied Biosystems™ calibrada com a Matrix
Standard Set DS-02 Applied Biosystems™. Os perfis alélicos e transcricionais
gerados foram visualizados na plataforma GeneMapper ID v3.2 Applied
Biosystems™. Foram considerados como perfis transcricionais bialélicos, a
manutencdo de heterozigose em amostras pareadas DNA/cDNA de um mesmo
individuo. Perda da heterozigose em amostras de cDNA, em andlises pareadas
DNA/cDNA de um mesmo individuo, caracterizaram o perfil transcricional

monoalélico.
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5.8 Identificacdo de regides diferencialmente metiladas no cromossomo 21

Na plataforma de visualizagao UCSC Browser

(https://genome.ucsc.edu/index.html, acessado em janeiro de 2015), foi criada uma

secao customizada constituida de 62 projetos metilomas de diferentes tecidos e
linhagens celulares humanas. A esta secdo customizada foram adicionadas
informacBes da localizacdo de regides promotoras e ilhas CpG, sitios para
elementos regulatérios, sitios de restricdo para enzimas sensiveis a metilacao,
assinaturas epigenéticas em histonas associadas a ativagdo e repressdo génica, e
polimorfismos SNPs. Adicionalmente, esta secédo foi calibrada com informacdes de
guatro pontos de intersecdo de hemimetilacdo entre quatro diferentes projetos
metilomas: CD133HSC-Neutrdfilo; IMR90-Linfécito B; Neutréfilo-IMROO0; Linfocito B-
Neutrofilo, que foram utilizados como indicadores, in silico, de regides candidatas a

regides diferencialmente metiladas no cromossomo 21.

5.8.1 Andlisein silico

Em uma janela de detecc¢ao fixa de 5Mb, foi realizada uma varredura de todo
0 cromossomo 21 em busca de regides candidatas a regides diferencialmente
metiladas (cDMRs). A intersecdo de perfis de hemimetilacdo em pelo menos um
ponto, dos quatro cenérios possiveis, CD133HSC-Neutréfilo; IMR90-Linfécito B;
Neutréfilo-IMR9O0; Linfocito B-Neutrdfilo, foi utilizada como parametro de pré-selecéo
das novas cDMRs. Em uma janela de 40KDb, foi realizada a caracterizagdo qualitativa
das cDMRs pré-selecionadas na primeira etapa com base no estado quantitativo de
metilacdo para todos os 62 projetos metilomas. Foram utilizados como critérios de
excluséo: (i) hemimetilagdo em linhagem germinativa (espermatozoide/odcito), e (ii)
desvio do perfil de hemimetilacdo em pelo menos 11% dos metilomas referéncia

avaliados.

5.9 Determinacdo do estado de metilagdo pontual na WRB-DMR, MAP3K7CL-
cDMR, TMEM131-DMR e RUNX1-DMR

Para a determinacéo do estado de metilacdo pontual nas regides WRB-DMR,
MAP3K7CL-cDMR, TMEM131-DMR e RUNX1-DMR foram desenvolvidos ensaios de
digestdo enzimatica sensivel a metilacdo associada a PCR quantitativa por
fluorescéncia — DESM-QFPCR, descrita por Machado (2012).


https://genome.ucsc.edu/index.html
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5.9.1 DESM-QFPCR

O ensaio DESM-QFPCR, consiste na amplificagcdo multilocos (QFPCR), de
dois locos controles de digestdo enzimatica, um controle positivo (CP) com sitios de
restricdo a enzimas sensiveis a metilacdo, e um controle negativo (CN) sem sitios de
restricdo, e um loco alvo, a ser investigado o estado de metilacdo, em amostras
tratadas (ensaio teste) e ndo tratadas (ensaio referéncia) com enzimas de restricdo
sensiveis a metilagdo (DESM). O percentual de metilagdo no loco alvo pode ser
guantificado em unidades relativas de fluorescéncia em relagdo ao loco CN, pela
razao entre os valores de area de cada fragmento nos ensaios teste e referéncia.

Como controle positivo foi utilizado uma regido abrangendo 248-249pb no
gene ESCO2, sabidamente desmetilada, contendo quatro sitios Hhal, um sitio BstUI,
e um sitio Hpall. O fragmento controle foi escolhido com base na posicao fisica da
sonda controle de digestdo ESCO2 presente no kit comercial SALSA MLPA® ME030
BWS/RSS probemix (MRC Holland). Como controle negativo foi utilizada uma regiao
de 269-271pb no gene WRB (21g22.2) sem sitios de restricdo para as enzimas
Hhal, BstUl e Hpall. Na WRB-DMR foi investigado o estado de metilacdo de nove
sitios CpG-Hhal em um fragmento de 254pb na CpG:27 do gene WRB. Na
MAP3K7CL-cDMR foi investigado o estado de metilagdo de um total de cinco sitios
CpG-Hhal, dois sitios em um fragmento de 255pb e trés sitios em um fragmento de
253pb, ambos na CpG:41 do gene MAP3K7CL. Na TMEM131-DMR cDMR foi
investigado o estado de metilacdo de dois sitios CpG-Hpall na regido intrénica do
gene TMEM131. Na RUNX1-DMR foi investigado o estado de metilacdo de quatro
sitios CpG-Hhal em um fragmento de 253pb na CpG:53 do gene RUNX1. Para
realizacdo dos ensaios QFPCR, os iniciadores sentido para os locos CP, CN, WRB-
DMR, MAP3K7CL-DMR, TMEM131-DMR e RUNX1-DMR receberam a modificagao
6-FAM na posicéo 5'.

5.9.1.1 DESM-QFPCR para o fragmento 254 WRB-DMR

Reacdes DESM foram preparadas em volume final de 10uL, contendo 200ng
de DNA, tamp&o CutSmart® 1X, e 6U de Hhal CutSmart® (New England Biolabs), as
reacOes de digestdo enzimatica foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob a seguinte condicdo térmica: 37°C por 120 minutos e
65°C por 20 minutos. Apdés digestdo, uma aliquota de 1uL do DNA digerido foi

submetida a amplificagcdo por QFPCR. A reacdo de amplificacdo foi preparada em
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volume final de 12,5uL sob a seguinte formulacdo dos iniciadores descritos no
apéndice A: 0,8 uM do par de iniciadores ESCO2 (CP), 0,8 uM do par de iniciadores
WRB (CN), 0,8 uM do par de iniciadores WRB-DMR (D35), 1M de betaina (SIGMA-
ALDRICH®), 0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCI, 50mM KCI, 2mM de MgCI2,
1,25U de DNA polimerase AmpliTagq Gold® (LifeTechnologies). Para cada ensaio
teste, foi preparado um ensaio referéncia, onde ndo foi adicionado a enzima de
restricdo Hhal. As reacOes foram realizadas nos termocicladores GeneAmp® 9700
ou Veriti® 96-Well VeriFlex (Applied Biosystems™), a reacdo de amplificacéo foi
realizado sob o seguinte ciclo térmico: (i) 95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a 94°C

por um minuto, 59°C por um minuto, 72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60 minutos.

5.9.1.2 DESM-QFPCR para o fragmento 255 MAP3K7CL-cDMR

Reacdes DESM foram preparadas em volume final de 10pL, contendo 200ng
de DNA, tamp&o CutSmart® 1X, e 6U de Hhal CutSmart® (New England Biolabs), as
reacOes de digestdo enzimatica foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob a seguinte condigéo térmica: 37°C por 120 minutos e
65°C por 20 minutos. Apds digestdo, uma aliquota de 1uL do DNA digerido foi
submetida a amplificacdo por QFPCR. A reacdo de amplificacdo foi preparada em
volume final de 12,5uL sob a seguinte formulacdo dos iniciadores descritos no
apéndice A: 0,2uM do par de iniciadores ESCO2 (CP), 0,64 uM do par de iniciadores
WRB (CN), 1,2 uM do par de iniciadores MAP3K7CL-cDMR (D38), 1M de betaina
(SIGMA-ALDRICH®), 0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCIl, 50mM KCI, 2mM de
MgCl2, 1,25U de DNA polimerase AmpliTaq Gold® (LifeTechnologies). Para cada
ensaio teste, foi preparado um ensaio referéncia, onde néo foi adicionado a enzima
de restricdo Hhal. As reacdes foram realizadas nos termocicladores GeneAmp®
9700 ou Veriti® 96-Well VeriFlex (Applied Biosystems™), a reacdo de amplificacéo
foi realizada sob o seguinte ciclo térmico: (i) 95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a
94°C por um minuto, 63°C por um minuto, 72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60

minutos.

5.9.1.3 DESM-QFPCR para o fragmento 253 _MAP3K7CL-cDMR

Reacdes DESM foram preparadas em volume final de 10uL, contendo 200ng
de DNA, tamp&o CutSmart® 1X, e 6U de Hhal CutSmart® (New England Biolabs), as

reacOes de digestdo enzimatica foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
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(Applied Biosystems™) sob a seguinte condicdo térmica: 37°C por 120 minutos e
65°C por 20 minutos. Apos digestdo, uma aliquota de 1puL do DNA digerido foi
submetida & amplificagdo por QFPCR. A reacdo de amplificacdo foi preparada em
volume final de 12,5uL sob a seguinte formulacdo dos iniciadores descritos no
apéndice A: 0,64uM do par de iniciadores ESCO2 (CP), 0,4 uM do par de iniciadores
WRB (CN), 0,64 uM do par de iniciadores MAP3K7CL-cDMR (D37), 1M de betaina
(SIGMA-ALDRICH®), 0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCIl, 50mM KCI, 2mM de
MgCl2, 1,25U de DNA polimerase AmpliTagq Gold® (LifeTechnologies). Para cada
ensaio teste, foi preparado um ensaio referéncia, onde néo foi adicionado a enzima
de restricdo Hhal. As reacdes foram realizadas nos termocicladores GeneAmp®
9700 ou Veriti® 96-Well VeriFlex (Applied Biosystems™), a reacdo de amplificacdo
foi realizada sob o seguinte ciclo térmico: (i) 95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a
94°C por um minuto, 59°C por um minuto, 72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60

minutos.

5.9.1.4 DESM-QFPCR para o fragmento 253 TMEM131-DMR

Reacdes DESM foram preparadas em volume final de 10uL, contendo 200ng
de DNA, tamp&o CutSmart® 1X, e 3U de Hpall CutSmart® (New England Biolabs), as
reacOes de digestdo enzimatica foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob a seguinte condigéo térmica: 37°C por 120 minutos e
80°C por 20 minutos. Apds digestdo, uma aliquota de 1uL do DNA digerido foi
submetida a amplificagdo por QFPCR. A reag¢do de amplificacdo foi preparada em
volume final de 12,5uL sob a seguinte formulacdo dos iniciadores descritos no
apéndice A: 0,64uM do par de iniciadores ESCO2 (CP), 0,96 uM do par de
iniciadores WRB (CN), 0,8 uM do par de iniciadores TMEM131-DMR (D48), 1M de
betaina (SIGMA-ALDRICH®), 0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCI, 50mM KCI, 2mM
de MgCI2, 1,25U de DNA polimerase AmpliTaq Gold® (LifeTechnologies). Para cada
ensaio teste, foi preparado um ensaio referéncia, onde néo foi adicionado a enzima
de restricdo Hpall. As reacfes foram realizadas nos termocicladores GeneAmp®
9700 ou Veriti® 96-Well VeriFlex (Applied Biosystems™), a reacdo de amplificacdo
foi realizada sob o seguinte ciclo térmico: (i) 95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a
94°C por um minuto, 59°C por um minuto, 72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60

minutos.
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5.9.1.5 DESM-QFPCR para o fragmento 253_RUNX1-DMR

Reacdes DESM foram preparadas em volume final de 10uL, contendo 200ng
de DNA, tamp&o CutSmart® 1X, e 6U de Hhal CutSmart® (New England Biolabs), as
reacdes de digestdo enzimatica foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob a seguinte condicédo térmica: 37°C por 120 minutos e
65°C por 20 minutos. Apds digestdo, uma aliquota de 1uL do DNA digerido foi
submetida a amplificacdo por QFPCR. A reacdo de amplificacdo foi preparada em
volume final de 12,5uL sob a seguinte formulacdo dos iniciadores descritos no
apéndice A: 0,2uM do par de iniciadores ESCO2 (CP), 0,2 uM do par de iniciadores
WRB (CN), 2uM do par de iniciadores RUNX1-DMR (D43), 1M de betaina (SIGMA-
ALDRICH®), 0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCI, 50mM KCI, 2mM de MgCI2,
1,25U de DNA polimerase AmpliTaq Gold® (LifeTechnologies). Para cada ensaio
teste, foi preparado um ensaio referéncia, onde ndo foi adicionado a enzima de
restricdo Hhal. As reacfes foram realizadas nos termocicladores GeneAmp® 9700
ou Veriti® 96-Well VeriFlex (Applied Biosystems™), a reacdo de amplificacéo foi
realizada sob o seguinte ciclo térmico: (i) 95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a 94°C
por um minuto, 59°C por um minuto, 72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60 minutos.

Aliquotas de 0,5uL do produto de amplificacdo foram adicionadas a uma
mistura contendo 10uL de formamida Hi-Di™Formamide (Applied Biosystems™) e
0,1uL do peso molecular GeneScan™ 500LIZ® Size Standard (Applied
Biosystems™) e submetidas a eletroforese em capilar utilizando a plataforma ABI
310 Applied Biosystems™ calibrada com a Matrix Standard Set DS-33 Applied
Biosystems™. Os perfis alélicos gerados para os ensaios teste e referéncia foram
visualizados na plataforma GeneMapper ID v3.2 Applied Biosystems ™,

O estado de metilagéo das regides alvos foi calculado através da razdo das
areas de cada alelo amplificado, nos ensaios teste e referéncia. O fator de correcéo

foi aplicado de acordo como descrito por Busque e colaboradores (2009).

5.9.2 Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos resultados das triplicatas dos ensaios de
DESM-QFPCR, foi utilizado o software GraphPad Prism v5.01. Analise da variancia
(ANOVA) foi realizada por meio do teste de Tukey, a 5% de significancia. Para
analises pareadas entre dois grupos foi aplicado o teste T-student, com intervalo de

confianca de 95%.
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5.10 Determinacdo do estado de metilagdo alélica na WRB-DMR, MAP3K7CL-
cDMR, TMEM131-DMR e RUNX1-DMR

Para determinacdo do estado de metilagdo alélica, os polimorfismos,
rs2299739 e rs2244352 mapeados na WRB-DMR, rs2853831 mapeado na
MAP3K7CL-cDMR, rs2044458 e rs6760008 mapeados na TMEM131-DMR e
rs8126699 mapeado RUNX1-DMR, foram genotipados por SNUPE apos reacdes de
DESM-PCR das regibes alvos.

5.10.1 DESM-PCR e SNUPE na WRB-DMR

Reacdes DESM foram preparadas em volume final de 10uL, contendo 200ng
de DNA, tamp&o CutSmart® 1X, e 6U de Hhal CutSmart® (New England Biolabs), as
reacdes de digestdo enzimatica foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob a seguinte condicdo térmica: 37°C por 120 minutos e
65°C por 20 minutos. Apés digestdo, uma aliquota de 1uL do DNA digerido foi
submetida & amplificacéo das regifes que flanqueiam os polimorfismos rs2299739 e
rs2244352. Nesse ensaio foi utilizada uma versdao sem modificacdo FAM para
amplificacdo do fragmento 254 WRB-DMR (descrito no apéndice A). A reacdo de
amplificacéo foi preparada em volume final de 12,5uL sob a seguinte formulacao:
0,8uM do par de iniciadores WRB-DMR (D35), 1M de betaina (SIGMA-ALDRICH®),
0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCIl, 50mM KCI, 2mM de MgClI2, 1,25U de DNA
polimerase AmpliTag Gold® (LifeTechnologies). Para cada ensaio teste, foi
preparado um ensaio referéncia, onde nao foi adicionado a enzima de restrigcdo
Hhal. As reacdes foram realizadas nos termocicladores GeneAmp® 9700 ou Veriti®
96-Well VeriFlex (Applied Biosystems ™), a reagcdo de amplificacéo foi realizada sob
0 seguinte ciclo térmico: (i) 95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a 94°C por um minuto,
59°C por um minuto, 72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60 minutos. ApoOs
amplificacdo, para cada aliquota de 5pL dos produtos de amplificacdo foram
adicionados 2uL de ExoSAP-IT. As reacdes de purificagcdo foram realizadas no
termociclador GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob a seguinte condi¢éo
térmica: 37°C por 15 minutos e 80°C por 15 minutos. Apos purificacdo, reacdes de
SNuUPE multiplex foram realizados em um volume final de 5uL sob a seguinte
formulacédo: 1uL do produto de amplificacéo purificado, 0,4uM do mix dos iniciadores
rs2299739 (S37) e rs2244352 (S40), descritos no apéndice A, e SNaPshot™

reaction mix 1X. As reacfes SNUPE multiplex foram realizadas no termociclador
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GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob o seguinte ciclo térmico repetido 25
vezes: (i) 96°C por 10 segundos, (ii) 50°C por 5 segundos e (ii) 60°C por 30
segundos. Ao término dos ensaios SNUPE multiplex foi realizada uma segunda
etapa de purificacdo utilizando a enzima fosfatase alcalina FastAP™ Thermo
Scientific™, aos produtos do minissequenciamento foram adicionados 1U de
FastAP™ e as reacdes de purificacdo foram realizadas no termociclador
GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob a seguinte condicdo térmica: 37°C

por 10 minutos e 80°C por 5 minutos.

5.10.2 DESM-PCR e SNUPE na MAP3K7CL-DMR

Reacdes DESM foram preparadas em volume final de 10uL, contendo 200ng
de DNA, tamp&o CutSmart® 1X, e 6U de Hhal CutSmart® (New England Biolabs), as
reacOes de digestdo enzimética foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob a seguinte condicdo térmica: 37°C por 120 minutos e
65°C por 20 minutos. Apos digestdo, uma aliquota de 1puL do DNA digerido foi
submetida a amplificacdo da regido que flanqueia o polimorfismo rs2853831. Nesse
ensaio foi utilizada uma versdao sem modificacdo FAM para amplificacdo do
fragmento 255 MAP3K7CL-cDMR (descrito no apéndice A). A reacdo de
amplificacédo foi preparada em volume final de 12,5uL sob a seguinte formulacao:
0,8uM do par de iniciadores MAP3K7CL-cDMR (D38), 1M de betaina (SIGMA-
ALDRICH®), 0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCI, 50mM KCI, 2mM de MgCI2,
1,25U de DNA polimerase AmpliTaq Gold® (LifeTechnologies). Para cada ensaio
teste, foi preparado um ensaio referéncia, onde ndo foi adicionado a enzima de
restricdo Hhal. As reacbes foram realizadas nos termocicladores GeneAmp® 9700
ou Veriti® 96-Well VeriFlex (Applied Biosystems™), a reacdo de amplificacéo foi
realizada sob o seguinte ciclo térmico: (i) 95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a 94°C
por um minuto, 63°C por um minuto, 72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60 minutos.
Apoés amplificacdo, para cada aliquota de 5uL dos produtos de amplificacdo foram
adicionados 2uL de ExoSAP-IT. As reacdes de purificacdo foram realizadas no
termociclador GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob a seguinte condi¢céo
térmica: 37°C por 15 minutos e 80°C por 15 minutos. ApoOs purificacdo, reacdes de
SNuUPE multiplex foram realizadas em um volume final de 5uL sob a seguinte
formulacdo: 1puL do produto de amplificacdo purificado, 0,4uM do iniciador
rs2853831 (S42), descrito no apéndice A, e SNaPshot™ reaction mix 1X. As
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reacdes SNuUPE multiplex foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob o seguinte ciclo térmico repetido 25 vezes: (i) 96°C por
10 segundos, (ii) 50°C por 5 segundos e (iii) 60°C por 30 segundos. Ao término dos
ensaios SNUPE multiplex foi realizada uma segunda etapa de purificacao utilizando
a enzima fosfatase alcalina FastAP™ Thermo Scientific™, aos produtos do
minissequenciamento foram adicionados 1U de FastAP™, e as reacfes de
purificacdo foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700 (Applied
Biosystems™) sob a seguinte condi¢do térmica: 37°C por 10 minutos e 80°C por 5

minutos.

5.10.3 DESM-PCR e SNUPE na TMEM131-DMR

Reacdes DESM foram preparadas em volume final de 10uL, contendo 200ng
de DNA, tamp&o CutSmart® 1X, e 6U de Hpall CutSmart® (New England Biolabs), as
reacdes de digestdo enzimatica foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob a seguinte condicédo térmica: 37°C por 120 minutos e
80°C por 20 minutos. Apds digestdo, uma aliquota de 1uL do DNA digerido foi
submetida & amplificacéo das regifes que flanqueiam os polimorfismos rs2044458 e
rs6760008. Nesse ensaio foi utilizada uma versdao sem modificacdo FAM, para
amplificacdo o fragmento 499 WRB-DMR. A reacdo de amplificacdo foi preparada
em volume final de 12,5uL sob a seguinte formulagéo: 0,8uM do par de iniciadores
TMEM131-DMR (D49), descrito no apéndice A, 1M de betaina (SIGMA-ALDRICH®),
0,2mM de dNTPs, 15mM de Tris-HCI, 50mM KCI, 2mM de MgCI2, 1,25U de DNA
polimerase AmpliTag Gold® (LifeTechnologies). Para cada ensaio teste, foi
preparado um ensaio referéncia, onde nédo foi adicionado a enzima de restricdo
Hpall. As reacdes foram realizadas nos termocicladores GeneAmp® 9700 ou Veriti®
96-Well VeriFlex (Applied Biosystems ™), a reagcdo de amplificacéo foi realizada sob
0 seguinte ciclo térmico: (i) 95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a 94°C por um minuto,
59°C por um minuto, 72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60 minutos. Apos
amplificacdo, para cada aliquota de 5pL dos produtos de amplificacdo foram
adicionados 2uL de ExoSAP-IT. As reacdes de purificacdo foram realizadas no
termociclador GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob a seguinte condi¢éo
térmica: 37°C por 15 minutos e 80°C por 15 minutos. Apos purificacdo, reacdes de
SNuUPE multiplex foram realizadas em um volume final de 5uL sob a seguinte

formulacdo: 1puL do produto de amplificag&o purificado, 0,4p4M do mix dos iniciadores
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rs6760008 (S52) e rs2044458 (S53), descritos no apéndice A, e SNaPshot™
reaction mix 1X. As reacfes SNUPE multiplex foram realizadas no termociclador
GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob o seguinte ciclo térmico repetido 25
vezes: (i) 96°C por 10 segundos, (ii) 50°C por 5 segundos e (iii) 60°C por 30
segundos. Ao término dos ensaios SNUPE multiplex foi realizada uma segunda
etapa de purificacdo utilizando a enzima fosfatase alcalina FastAP™ Thermo
Scientific™, aos produtos do minissequenciamento foram adicionados 1U de
FastAP™ e as reacdes de purificacdo foram realizadas no termociclador
GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob a seguinte condicdo térmica: 37°C

por 10 minutos e 80°C por 5 minutos.

5.10.4 DESM-PCR e SNUPE na RUNX1-DMR

Reacdes DESM foram preparadas em volume final de 10uL, contendo 200ng
de DNA, tamp&o CutSmart® 1X, e 6U de Hhal CutSmart® (New England Biolabs), as
reacOes de digestdo enzimatica foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob a seguinte condigdo térmica: 37°C por 120 minutos e
65°C por 20 minutos. Apds digestdo, uma aliquota de 1uL do DNA digerido foi
submetida a amplificacdo da regido que flanqueia o polimorfismo rs8126699. Nesse
ensaio foi utilizada uma versdo sem modificacdo FAM para amplificacdo do
fragmento 636_ RUNX1-DMR. A reacdo de amplificacdo foi preparada em volume
final de 12,5uL sob a seguinte formulacao: 0,8uM do par de iniciadores RUNX1-DMR
(D44), descrito no apéndice A, 1M de betaina (SIGMA-ALDRICH®), 0,2mM de
dNTPs, 15mM de Tris-HCI, 50mM KCI, 2mM de MgCI2, 1,25U de DNA polimerase
AmpliTaq Gold® (LifeTechnologies). Para cada ensaio teste, foi preparado um ensaio
referéncia, onde néo foi adicionado a enzima de restricdo Hhal. As reacdes foram
realizadas nos termocicladores GeneAmp® 9700 ou Veriti® 96-Well VeriFlex (Applied
Biosystems™), a reacdo de amplificacdo foi realizada sob o seguinte ciclo térmico:
(i) 95°C por 11 minutos, (ii) 28 ciclos a 94°C por um minuto, 59°C por um minuto,
72°C por um minuto, e (iii) 60°C por 60 minutos. Ap6s amplificacdo, para cada
aliquota de 5uL dos produtos de amplificacdo foram adicionados 2L de EXoSAP-IT.
As reaclOes de purificacdo foram realizadas no termociclador GeneAmp® 9700
(Applied Biosystems™) sob a seguinte condi¢cdo térmica: 37°C por 15 minutos e
80°C por 15 minutos. Apoés purificacdo, reacdes de SNuUPE multiplex foram

realizadas em um volume final de 5uL sob a seguinte formulacdo: 1uL do produto de
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amplificacéo purificado, 0,4uM do iniciador rs8126699 (S50), descrito no apéndice A,
e SNaPshot™ reaction mix 1X. As reac6es SNUPE multiplex foram realizadas no
termociclador GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob o seguinte ciclo
térmico repetido 25 vezes: (i) 96°C por 10 segundos, (ii) 50°C por 5 segundos e (iii)
60°C por 30 segundos. Ao término dos ensaios SNUPE multiplex foi realizada uma
segunda etapa de purificacdo utilizando a enzima fosfatase alcalina FastAP™
Thermo Scientific™, aos produtos do minissequenciamento foram adicionados 1U
de FastAP™ e as reacOes de purificagcdo foram realizadas no termociclador
GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™) sob a seguinte condicdo térmica: 37°C

por 10 minutos e 80°C por 5 minutos.

Aliquotas de 0,5uL dos ensaios SNUPE foram adicionadas a uma mistura
contendo 10pL de formamida Hi-Di™Formamide (Applied Biosystems™) e 0,2uL do
peso molecular GeneScan™ 120LIZ® Size Standard (Applied Biosystems™) e
submetidas a eletroforese em capilar utilizando a plataforma ABI 310 Applied
Biosystems™ calibrada com a Matrix Standard Set DS-02 Applied Biosystems™. Os
perfis alélicos e transcricionais gerados foram visualizados na plataforma
GeneMapper ID v3.2 Applied Biosystems™. O estado de metilagdo alélica foi
determinado através de analise pareada dos perfis alélico determinados para o0s
polimorfismos WRB-DMR, rs2853831 mapeado na MAP3K7CL-cDMR, rs2044458 e
rs6760008 mapeados na TMEM131-DMR e rs8126699 mapeado RUNX1-DMR, em
amostras tratadas e nédo tratadas com as enzimas de restricdo sensiveis a metilacédo
Hhal e Hpall. Em condi¢cdes 6timas as enzimas Hhal e Hpall clivam apenas DNA
nao metilado, neste contexto, a manutencao de heterozigose em amostras tratadas
foram considerados como locos com metilacdo alélica reciproca. Perdas de
heterozigose em amostras tratadas foram consideradas como locos com metilagédo

alelo-especifica.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo de marcas epigenéticas nos genes alvos.

Utilizando as duas seg¢des customizadas criadas na plataforma UCSC
Browser, os perfis de metilacgdo e modificacbes em proteinas histonas foram
caracterizados para os genes alvos: KRTAP6-2, SIM2, IGSF5, S100B, com predicéo
de imprinting paterno; e OLIG2, ADARB1, COL6A1, MCM3AP, DIP2A, predicao de
imprinting materno. Na se¢do 1, as marcas epigenéticas nos genes alvos foram
determinadas através de dados de seis estudos metilomas disponiveis na plataforma
UCSC: espermatozoide, o0citos, blastocisto, células embrionarias, células
sanguineas e tecido cerebral. Na secao 2, foram analisadas nos genes alvos as
modificagdes pds-traducionais em proteinas histonas por processos de acetilacdo e
metilagdo. Foram avaliadas 22 modificacdes de histonas: H2A.Z, H2BKS5ac,
H2BK12ac, H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3,
H3K9ac, H3K9mel, H3K18ac, H3K27ac, H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e H4K91lac,
associadas com promotores ativos, e H3K27me3, H3K27me2, H3K9me3, H3K9me2

e H4K20me3, associadas com represséo transcricional.

Nesta analise in silico integrada, das secfes de metiloma e codigo de
histonas na plataforma UCSC, ndo foram encontradas assinaturas de hemimetilagéo
ou enriquecimento de marcas repressivas em proteinas histonas que corroborassem
com os padrdes de imprinting preditos para os genes KRTAP6-2, OLIG2, SIM2,
IGSF5, ADARB1, COL6A1, MCM3AP, DIP2A, S100B (figuras 1-9).
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Figura 1. Visualizacdo das marcas epigenéticas do gene KRTAP6-2. Imagem customizada no
Browser da UCSC por meta-andlise de estudos de epigenémica. Na porcdo superior da figura
esta representado o ideograma do cromossomo 21. A barra em vermelho sobre o ideograma indica a
posicdo do gene KRTAP6-2 na regido 21g22.11. Na cor azul, esta representado o transcrito do gene
KRTAP6-2. Abaixo em verde, os sitios CpG identificados na regiao em uma janela de 40kb (sitios
CpG-Hpall, CpG-Hhal, e CpG, respectivamente). Abaixo regides envolvidas na regulacéo génica: em
azul turquesa sitios ativos de ligacdo para a proteina CTCF, um regulador transcricional
(ativador/repressor), em amarelo regides de cromatina aberta. Na por¢cdo mediana as barras coloridas
representam os estados de metilagdo de cada sitio CpG. A escala do estado de metilagéo é de 0 a
100% na vertical. Para efeitos comparativos foram incluidos seis estudos metilomas do banco de
dados disponiveis na plataforma da UCSC. Na cor rosa, a metilagdo em espermatozoide. Na cor azul,
a metilacdo em odcitos. Na cor vermelha, a metilagdo em blastocisto e tecido sanguineo. Na cor
amarela, a metilacdo em células embrionarias humanas e tecido cerebral. Na porcéo inferior, histonas
modificadas por acetilagéo e metilagdo associadas com perfis transcricionais ativo (H2A.Z, H2BK5ac,
H2BK12ac, H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel,
H3K18ac, H3K27ac, H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e H4K91lac) e reprimido (H3K27me3, H3K27me2,
H3K9me3, H3K9me2 e H4K20me3).



51

Ul ARGrraRB] 21p13 F21p12 21p11.2 2 21g21.1 21921. 2P Py ] pEev7] (Kl 22.12FPKE 21522.2 21922.3

Scale 10 kb} | hg19
chr21: | 34,390,000 34,395,000] 34,400,000] 34,405,000] 34,410,000] 34,415,000 34,420,000]
oLic2 il
CpG:54- cpG: ot [l

G: 373 I
CCGC sites I [ I [ IIIII IIIIII TN TR N A 1 11 [ o 1
GCGC sites A T [ 1[I I | 1
CpG sites IIIIII IIII n |I|III L IIIIIIIIII-IIIIIIIIIIII-I-IIIII-I-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII-IIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII L0 0 1 IIIIIIIIIIIIIII (10 1

Ensembl Reg Build [l
1 (gt AR

Sperm-1 chr21 (N0 RETRC T W L e T T
[ {II'} ||I|IIII|IJ|II|IIIII (]
Fr e bl v Wi

oceezen2t |l T e ke L L DT I .ImI.nI L HEETIT

Blastocyst-chr21
Y el lIIIIIn hal, e e ol 8 b B

wooctetvat [T B WD bl ikl T AT S000T 0Tt 1RG0 T RORETEOON I B

Txn Factor ChiP [l 11 | 1 1
CD4 H2BK120ac [ | | I 1
CD4 H2BK20ac ] | |
CD4 H2BK12ac 1 1 11
CD4 H2BK5ac 1
CD4 H4K91ac | 1 1 1
[

CD4 H4K8ac n
CD4 H4K5ac ]|
1

|

n

CD4 H3K36ac |
CD4 H3K27ac
CD4 H3K18ac I
CD4 H3K9ac [ |
CD4 H3Kdac 1
H3K9me1 | 1
H3K4me1 11 I |
H3k4me2 |l | | B
H3K4me3 | | 1}
H2A.Z | i
H3K27me3 1 I
H3K27me2 1 1
Hakames | |l | | [ N | | | |
H3K9me2 1 | 1 1
H4K20me3 1

Figura 2. Visualizacdo das marcas epigenéticas do gene OLIG2. Imagem customizada no
Browser da UCSC por metanélise de estudos de epigenémica. Na porgdo superior da figura esta
representado o ideograma do cromossomo 21. A barra em vermelho sobre o ideograma indica a
posicdo do gene OLIG2 na regidao 21g22.11. Na cor azul esta representado o transcrito do gene
OLIG2. A transcricdo do gene ocorre na fita positiva do DNA. Abaixo nas cores verdes, estao
representadas as ilhas CpGs: 54, 373 e 91, e os sitios CpG identificados na regido em uma janela de
40kb (sitios CpG-Hpall, CpG-Hhal, e CpG, respectivamente). Abaixo regides envolvidas na regulacao
génica: em rosa regides flanqueadores aos promotores preditos, em amarelo escuro sitios de ligacédo
a fatores de transcricdo, em amarelo claro regides de cromatina aberta. Em marrom, coincidindo com
a ilha CpG:373 sitios de ligacdo da RNA polimerase que indicam atividade de transcricdo. Na porgdo
mediana as barras coloridas representam os estados de metilacdo de cada sitio CpG. A escala do
estado de metilacdo é de 0 a 100% na vertical. Para efeitos comparativos foram incluidos seis
estudos metilomas do banco de dados disponiveis na plataforma da UCSC. Na cor rosa, a metilagao
em espermatozoide. Na cor azul, a metilagdo em odcitos. Na cor vermelha, a metilacdo em
blastocisto e tecido sanguineo. Na cor amarela, a metilagdo em células embrionarias humanas e
tecido cerebral. Na porcéo inferior, histonas modificadas por acetilagcdo e metilacdo associadas com
perfis transcricionais ativo (H2A.Z, H2BK5ac, H2BK12ac, H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac,
H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel, H3K18ac, H3K27ac, H3K36ac, H4K5ac,
H4K8ac e H4K91lac) e reprimido (H3K27me3, H3K27me2, H3K9me3, H3K9me2 e H4K20me3). A
regido promotora do gene OLIG2 apresenta-se hipometilada, sem enriquecimento de marcas histonas
associadas a repressao transcricional.
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Figura 3. Visualizagcdo das marcas epigenéticas do gene SIM2. Imagem customizada no
Browser da UCSC por metandlise de estudos de epigenémica. Na por¢éo superior da figura esta
representado o ideograma do cromossomo 21. A barra em vermelho sobre o ideograma indica a
posicdo do gene SIM2 na regido 21g22.13. Na cor azul estédo representados o0s transcritos variantes
do gene SIM2. A transcricdo do gene ocorre na fita positiva do DNA. Abaixo nas cores verdes, estdo
representadas as ilhas CpGs: 459, 70 e 153, e os sitios CpG identificados na regido em uma janela
de 40kb (sitios CpG-Hpall, CpG-Hhal, e CpG, respectivamente). Abaixo regides envolvidas na
regulacao génica: em vermelho regido promotora predita, em azul turquesa sitios ativos de ligacédo
para a proteina CTCF, um regulador transcricional (ativador/repressor), em rosa regides
flanqueadores aos promotores preditos, em amarelo escuro sitios de ligacdo a fatores de transcricéo,
em amarelo claro regides de cromatina aberta. Em marrom, coincidindo com a ilha CpG:459 sitios de
ligagcdo da RNA polimerase que indicam atividade de transcricdo. Na por¢do mediana as barras
coloridas representam os estados de metilacédo de cada sitio CpG. A escala do estado de metilacéo é
de 0 a 100% na vertical. Para efeitos comparativos foram incluidos seis estudos metilomas do banco
de dados disponiveis na plataforma da UCSC. Na cor rosa, a metilagdo em espermatozoide. Na cor
azul, a metilacdo em odcitos. Na cor vermelha, a metilacdo em blastocisto e tecido sanguineo. Na cor
amarela, a metilagdo em células embrionarias humanas e tecido cerebral. Na por¢éo inferior, histonas
modificadas por acetilacdo e metilacdo associadas com perfis transcricionais ativo (H2A.Z, H2BK5ac,
H2BK12ac, H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel,
H3K18ac, H3K27ac, H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e H4K91lac) e reprimido (H3K27me3, H3K27me2,
H3K9me3, H3K9me2 e H4K20me3). A regido promotora do gene SIM2 apresenta-se hipometilada,
com enriquecimento de marcas histonas associadas a atividade transcricional, H3K4mel, H3K4me2,
H3K4me3.
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Figura 4. Visualizagcdo das marcas epigenéticas do gene IGSF5. Imagem customizada no
Browser da UCSC por metandlise de estudos de epigenémica. Na por¢éo superior da figura esta
representado o ideograma do cromossomo 21. A barra em vermelho sobre o ideograma indica a
posicdo do gene IGSF5 na regido 21g22.2. Na cor azul, esta representado o transcrito do gene
IGSF5. A transcricdo do gene ocorre na fita positiva do DNA. Abaixo em verde, os sitios CpG
identificados na regido em uma janela de 40kb (sitios CpG-Hpall, CpG-Hhal, e CpG,
respectivamente). Abaixo regides envolvidas na regulacdo génica: em amarelo escuro sitios de
ligacdo a fatores de transcricdo, em amarelo claro regides de cromatina aberta. Na porcao mediana
as barras coloridas representam os estados de metilagdo de cada sitio CpG. A escala do estado de
metilacdo é de 0 a 100% na vertical. Para efeitos comparativos foram incluidos seis estudos
metilomas do banco de dados disponiveis na plataforma da UCSC. Na cor rosa, a metilagdo em
espermatozoide. Na cor azul, a metilacdo em odcitos. Na cor vermelha, a metilagdo em blastocisto e
tecido sanguineo. Na cor amarela, a metilacdo em células embrionérias humanas e tecido cerebral.
Na porcdo inferior, histonas modificadas por acetilacdo e metilacdo associadas com perfis
transcricionais ativo (H2A.Z, H2BK5ac, H2BK12ac, H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel,
H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel, H3K18ac, H3K27ac, H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e
H4K91ac) e reprimido (H3K27me3, H3K27me2, H3K9me3, H3K9me2 e H4K20me3).
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Figura 5. Visualizacdo das marcas epigenéticas do gene ADARBL1. Imagem customizada no
Browser da UCSC por metanélise de estudos de epigendmica. Na porgao superior da figura esta
representado o ideograma do cromossomo 21. A barra em vermelho sobre o ideograma indica a
posicdo do gene ADARB1 na regido 21g22.3. Na cor azul estdo representados os transcritos
variantes do gene ADARBL. A transcricdo do gene ocorre na fita positiva do DNA. Abaixo nas cores
verdes, estdo representadas as ilhas CpGs: 19, 256, 55 e 30, e os sitios CpG identificados na regiao
em uma janela de 40kb (sitios CpG-Hpall, CpG-Hhal, e CpG, respectivamente). Abaixo regides
envolvidas na regulacdo génica: em vermelho regido promotora predita, em azul turquesa sitios ativos
de ligacdo para a proteina CTCF, um regulador transcricional (ativador/repressor), em rosa regides
flanqueadores aos promotores preditos, em amarelo escuro sitios de ligagdo a fatores de transcri¢céo,
em amarelo claro regides de cromatina aberta. Em marrom, coincidindo com a ilha CpG:256 sitios de
ligagdo da RNA polimerase que indicam atividade de transcricdo. Na por¢do mediana as barras
coloridas representam os estados de metilacédo de cada sitio CpG. A escala do estado de metilacéo é
de 0 a 100% na vertical. Para efeitos comparativos foram incluidos seis estudos metilomas do banco
de dados disponiveis na plataforma da UCSC. Na cor rosa, a metilacdo em espermatozoide. Na cor
azul, a metilacdo em odcitos. Na cor vermelha, a metilacdo em blastocisto e tecido sanguineo. Na cor
amarela, a metilacdo em células embrionarias humanas e tecido cerebral. Na porcao inferior, histonas
modificadas por acetilacdo e metilacdo associadas com perfis transcricionais ativo (H2A.Z, H2BK5ac,
H2BK12ac, H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel,
H3K18ac, H3K27ac, H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e H4K91lac) e reprimido (H3K27me3, H3K27me2,
H3K9me3, H3K9me2 e H4K20me3). A regido promotora do gene ADARB1 apresenta-se
hipometilada, com enriquecimento de marcas histonas associadas a atividade transcricional,
H2BK120ac, H3K18ac, H3K9ac e H3K4me3.
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Figura 6. Visualizacdo das marcas epigenéticas do gene COLG6AL. Imagem customizada no
Browser da UCSC por metanalise de estudos de epigendmica. Na porgdo superior da figura esta
representado o ideograma do cromossomo 21. A barra em vermelho sobre o ideograma indica a
posicdo do gene COL6A1 na regido 21g22.3. Na cor azul esta representado o transcrito do gene
COLG6AL. A transcricdo do gene ocorre na fita de DNA positiva. Abaixo nas cores verdes, estdo
representadas as ilhas CpGs: 26, 114, 25, 23, 160, 95 e 39, e os sitios CpG identificados na regido
em uma janela de 40kb (sitios CpG-Hpall, CpG-Hhal, e CpG, respectivamente). Abaixo regides
envolvidas na regulacdo génica: em vermelho regido promotora predita, em rosa regides
flanqueadores aos promotores preditos, em amarelo escuro sitios de ligacdo a fatores de transcricao,
em amarelo claro regides de cromatina aberta. Em marrom, sitios de ligagdo da RNA polimerase que
indicam atividade de transcricdo. Na porcao mediana as barras coloridas representam os estados de
metilagcao de cada sitio CpG. A escala do estado de metilagcdo é de 0 a 100% na vertical. Para efeitos
comparativos foram incluidos seis estudos metilomas do banco de dados disponiveis na plataforma
da UCSC. Na cor rosa, a metilagdo em espermatozoide. Na cor azul, a metilagdo em odcitos. Na cor
vermelha, a metilacdo em blastocisto e tecido sanguineo. Na cor amarela, a metilagdo em células
embrionarias humanas e tecido cerebral. Na por¢éo inferior, histonas modificadas por acetilacéo e
metilacdo associadas com perfis transcricionais ativo (H2A.Z, H2BK5ac, H2BK12ac, H2BK20ac,
H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel, H3K18ac, H3K27ac,
H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e H4K91ac) e reprimido (H3K27me3, H3K27me2, H3K9me3, H3K9me2 e
H4K20me3). A regido com maior atividade transcricional no gene COL6A1 encontra-se hipometilada,
com marcas histonas a atividade transcricional H2BK120ac, H4K8ac, H3K36ac, H3K27ac, H3K18ac,
H3K9mel, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3 e H2A.Z.
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Figura 7. Visualizagdo das marcas epigenéticas do gene MCM3AP. Imagem customizada no
Browser da UCSC por metandlise de estudos de epigenémica. Na por¢ao superior da figura esta
representado o ideograma do cromossomo 21. A barra em vermelho sobre o ideograma indica a
posicdo do gene MCM3AP na regido 21g22.13. Na cor azul esta representado o transcrito do gene
MCM3AP. A transcricdo do gene ocorre na fita de DNA negativa. Abaixo nas cores verdes, esta
representada a ilha CpG:115, e os sitios CpG identificados na regidao em uma janela de 40kb (sitios
CpG-Hpall, CpG-Hhal, e CpG, respectivamente). Abaixo, regides envolvidas na regulacdo génica: em
vermelho regido promotora predita, em azul turquesa sitios ativos de ligagdo para a proteina CTCF,
um regulador transcricional (ativador/repressor), em rosa regides flanqueadores aos promotores
preditos, em amarelo escuro sitios de ligacdo a fatores de transcricdo, em amarelo claro regibes de
cromatina aberta. Em marrom, coincidindo com a ilha CpG:115 sitios de ligacdo da RNA polimerase
gue indicam atividade de transcricdo. Na porcdo mediana as barras coloridas representam os estados
de metilacdo de cada sitio CpG. A escala do estado de metilagdo € de 0 a 100% na vertical. Para
efeitos comparativos foram incluidos seis estudos metilomas do banco de dados disponiveis na
plataforma da UCSC. Na cor rosa, a metilagdo em espermatozoide. Na cor azul, a metilacdo em
oocitos. Na cor vermelha, a metilagdo em blastocisto e tecido sanguineo. Na cor amarela, a metilacédo
em células embriondrias humanas e tecido cerebral. Na porcao inferior, histonas modificadas por
acetilacdo e metilacdo associadas com perfis transcricionais ativo (H2A.Z, H2BK5ac, H2BK12ac,
H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel, H3K18ac,
H3K27ac, H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e H4K91ac) e reprimido (H3K27me3, H3K27me2, H3K9me3,
H3K9me2 e H4K20me3). A regido promotora do gene MCM3AP apresenta-se hipometilada, com
enriquecimento de marcas histonas associadas a atividade transcricional, H2BK120ac, H2BK20ac,
H2BH12ac, H2BK5ac, H4K91ac, H3K36ac, H3K27ac, H3K18ac, H3K9ac, H3K4ac, H3K4me3, H2A.Z.
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Figura 8. Visualizacdo das marcas epigenéticas do gene DIP2A. Imagem customizada no
Browser da UCSC por metanalise de estudos de epigenémica. Na porcao superior da figura esta
representado o ideograma do cromossomo 21. A barra em vermelho sobre o ideograma indica a
posicdo do gene DIP2A na regido 21g22.3. Na cor azul estdo representados os transcritos variantes
do gene DIP2A. A transcricdo do gene ocorre na fita de DNA positiva. Abaixo nas cores verdes, esta
representada a ilha CpG:173, e os sitios CpG identificados na regidao em uma janela de 40kb (sitios
CpG-Hpall, CpG-Hhal, e CpG, respectivamente). ). Abaixo regides envolvidas na regulacado génica:
em vermelho regido promotora predita, em rosa regides flanqueadores aos promotores preditos, em
amarelo escuro sitios de ligacdo a fatores de transcricdo, em amarelo claro regides de cromatina
aberta. Em marrom, coincidindo com a ilha CpG:173 sitios de ligacdo da RNA polimerase que indicam
atividade de transcricdo. Na porcdo mediana as barras coloridas representam os estados de
metilacdo de cada sitio CpG. A escala do estado de metilagdo é de 0 a 100% na vertical. Para efeitos
comparativos foram incluidos seis estudos metilomas do banco de dados disponiveis na plataforma
da UCSC. Na cor rosa, a metilacdo em espermatozoide. Na cor azul, a metilacdo em odcitos. Na cor
vermelha, a metilacdo em blastocisto e tecido sanguineo. Na cor amarela, a metilagdo em células
embrionérias humanas e tecido cerebral. Na porcédo inferior, histonas modificadas por acetilacdo e
metilacdo associadas com perfis transcricionais ativo (H2A.Z, H2BK5ac, H2BK12ac, H2BK20ac,
H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel, H3K18ac, H3K27ac,
H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e H4K91ac) e reprimido (H3K27me3, H3K27me2, H3K9me3, H3K9me2 e
H4K20me3). A regido promotora do gene DIP2A apresenta-se hipometilada, com enriqguecimento de
marcas histonas associadas a atividade transcricional, H2A.Z, H2BK5ac, H2BK12ac, H2BK20ac,
H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel, H3K18ac, H3K27ac,
H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e H4K91ac.



58

chr21 (q22.3) IEAAER Al 21p11.2 21g21.1 21921.2 PR PRI 21g22.11 PPRPI22. 13 30PP®]  21922.3

Scale 10 kb { hg1®

chr21: | 48,010,000| 48,015,000 48,020,000| 48,025,000| 48,030,000 48,035,000/ 48,040,000|
$1008 m-

cpG: 42

cceesites | [l | I | I (IR [ ] | | | I (. [

GCGC sites. | | | Al || | | |1 Il | |
cpGsites [0 TT WEE T TH00 0 W0 OO A0COmT 00 O 0o A0 (1000 UOMOM U0 O (OO RO IOy w0 mumm e CRTrmnien v v o mmi 1

Ensembl Reg Build || || | |

POL2

soermten2t LI E e 00RO o DN O W I 00O O N
Oocyle-2 chr2t I L P L P P 1 I A s ' (N e I T N O 1 T
Blastocyst-chr21 Mli TRl ““\ bt 1ol LN \Il\ml AT SR TRt I ST BT SR ‘M‘;Hih |\‘|\ W dhead o o, 4

stood-tet2t TIINTL (T ITEoll T ICRCETT I | TORL LAMNERAE O TR IO ol o0 00 10T ACI TOIMRRT o [ PR S
|

Txn Factor ChiP l l
CD4 H2BK120ac
CD4 H2BK20ac [ I
CD4 H2BK12ac 1 ]
CD4 H2BK5ac
CD4 H4K91ac | |
CD4 H4K8ac 1 |
CD4 Ha4K5ac I [ |
CD4 H3K36ac I |
CD4 H3K27ac
CD4 H3K18ac |
CD4 H3K9ac
CD4 H3Kdac BinlL il
H3KSme1
H3K4me1
H3K4me2
H3K4me3 |
H2A.Z | |
H3K27me3 1 1
H3k27me2 | 1M 1 '1mn I il I 111
H3K9me3 ] 1 I 11
H3K9me2 1 1 1
H4K20me3 i [ |

Figura 9. Visualizacdo das marcas epigenéticas do gene S100B. Imagem customizada no
Browser da UCSC por metanalise de estudos de epigendmica. Na porgdo superior da figura esta
representado o ideograma do cromossomo 21. A barra em vermelho sobre o ideograma indica a
posicdo do gene S100b na regido 21g22.3. Na cor azul esta representado o transcrito do gene
S100B. A transcricdo do gene ocorre na fita de DNA negativa. Abaixo nas cores verdes, esta
representada a ilha CpG:42, e os sitios CpG identificados na regido em uma janela de 40kb (sitios
CpG-Hpall, CpG-Hhal, e CpG, respectivamente). Em marrom, os sitios de ligagdo da RNA polimerase
gue indicam atividade de transcricdo. Na por¢do mediana as barras coloridas representam os estados
de metilacdo de cada sitio CpG. A escala do estado de metilacdo é de 0 a 100% na vertical. Para
efeitos comparativos foram incluidos seis estudos metilomas do banco de dados disponiveis na
plataforma da UCSC. Na cor rosa, a metilacdo em espermatozoide. Na cor azul, a metilacdo em
odcitos. Na cor vermelha, a metilagdo em blastocisto e tecido sanguineo. Na cor amarela, a metilacédo
em células embrionarias humanas e tecido cerebral. Na porcéo inferior, histonas modificadas por
acetilacdo e metilacdo associadas com perfis transcricionais ativo (H2A.Z, H2BK5ac, H2BK12ac,
H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac, H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9mel, H3K18ac,
H3K27ac, H3K36ac, H4K5ac, H4K8ac e H4K91ac) e reprimido (H3K27me3, H3K27me2, H3K9me3,
H3K9me2 e H4K20me3). As duas regides com sitios de ligacdo de RNA polimerase encontram-se
hipermetilada em espermatozoide. Nos demais metilomas a primeira regido encontra-se hipometilada,
com enriquecimento de marcas histonas associadas a atividade transcricional, H2BK20ac, H2BK5ac,
H4K8ac, H4Kb5ac, H3K36ac, H3K27ac, H3K18ac, H3K4ac, H3K9mel, H3K4mel, H3K4me2,
H3K4me3 E H2A.Z.
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6.2 Selecdo de SNPs exodnicos para a determinacéao do perfil transcricional
dos genes alvos

Para selecdo dos SNPs exo6nicos foram utilizados dois critérios, com base em
anotacdes disponiveis nos bancos de dados Ensembl e dbSNP: 1) SNPs com dados
populacionais ja validados; 2) pelo menos 1 SNP com MAF >0,4 ou 2 SNPs com
MAF>0,2 por gene; 3) mapeado em pelo menos mais de um transcrito anotado.
Dentro desses critérios, foram selecionados 18 SNPs exodnicos, 11 variacdes
sinbnimas e sete variacfes ndo sindbnimas. A caracterizacdo dos SNPs selecionados

esta descrita na tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos SNPs exdnicos selecionados nos genes alvos.

Gene SNP MAF Localizagdo Variagao Tipo Transcritos (n)
rs2832955 0.0002 G/A sinbnima
KRTAP6-2 éxon 1 1/1
rs113467703 S/A T/C n3o sindnima
rs762178 0.43 T/C sindnima
OLIG2 éxon 1 3/3
rs17854475 S/A T/C ndo sindnima
rs2073416 0.27 Cc/T sinbnima
SIM2 éxon 10 1/5
rs2073601 0.17 C/A ndo sindnima
rs12626544 0.39 G/A sinbnima
IGSF5 éxon 3 1/3
rs2205204 0.34 G/C ndo sindnima
rs78867942 S/A éxon 4 G/C ndo sindnima 9/14
ADARB1
rs1051367 0.49 éxon 12 G/A sinbnima 8/14
rs1053315 0.26 G/C/A sindbnima
COL6A1 rs13051496 0.10 éxon 35 G/A nao sinénima 2/7
rs1053312 0.27 G/A ndo sindnima
rs2839181 0.42 éxon 12 T/C sindnima
MCM3AP 2/10
rs2839173 0.40 éxon 18 T/C sinbnima
rs2070435 0.38 éxon 18 G/A sinbnima 5/12
DIP2A
rs2070427 0.33 éxon 27 G/A sindbnima 2/12

S100B rs1051169 0.43 éxon 2 G/C/T sinbnima 3/3
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6.3 Painel de iniciadores para a determinacao do perfil transcricional dos
genes alvos

Apoés selecdo dos SNPs nos genes alvos, foram gerados dois painéis de
iniciadores para ampliacdo das regides flanqueadoras a estes polimorfismos. Foram
desenhados 15 pares de iniciadores para amplificacdo de amostras de gDNA, e 14
pares de iniciadores para amplificacdo de amostras de cDNA, descritos no apéndice
A. O desenho dos iniciadores foi realizado de acordo com 0s seguintes parametros
restritivos: (i) iniciadores gerando fragmentos menores que 450 pares de base; (ii)
iniciadores unicos, sitios especificos, com validacao in silico através das ferramentas
online iIPCR - UCSC e BLAST-PCR; (iii) reduzido potencial de auto

complementariedade.

Para a realizacdo do minissequenciamento por SNuPE dos polimorfismos
presentes nos fragmentos a serem gerados pelos painéis de amplificacdo de DNA e
cDNA, foram desenhados iniciadores, com sequéncias internas a esses fragmentos,
justapostas ao sitio do polimorfismo de interesse, de acordo com anotacfes
disponiveis no dbSNP. O desenho dos iniciadores SNUPE obedeceu aos seguintes
pardmetros restritivos: (i) iniciadores com no minimo 16pb de extensdo; (ii)
temperatura de melting superior a 52°C; e (iii) iniciadores com reduzido potencial de
auto complementariedade. Ao final, foram adicionadas aos iniciadores SNuPE
caudas poliT, visando a possibilidade de ensaios em reacdes multiplex. Para os
ensaios de minissequenciamento nos genes alvos foram gerados 20 iniciadores, 0s

guais estao descritos no apéndice A.
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6.4 Ensaios SNUuPE Multiplex e dados populacionais

Com os painéis de iniciadores gerados, trés ensaios em reacdes multiplex
foram padronizados para genotipagem simultdnea dos 18 polimorfismos alvos:
rs2832955, rs113467703 (KRTAP6-2), rs762178, rs17854475 (OLIG2) ,rs2073416,
rs2073601 (SIM2), rs12626544, rs2205204 (IGSF5), rs78867942, rs1051367
(ADARBL1), rs1053315, rs13051496, rs1053312 (COL6A1), rs2839181, rs2839173
(MCM3AP), rs2070435, rs2070427 (DIP2A), rs1051169 (S100B). Aos ensaios 1 e 2
foram adicionados mais dois polimorfismos, rs3816800 e rs2076743 mapeados no
gene controle ATP10A (figuras 10, 11 e 12). Informagbes sobre o0s ensaios

padronizados encontram-se na se¢ao material e métodos.

Para o rastreio de individuos heterozigotos, informativos, foi realizada a
genotipagem de 30 amostras relevantes, pertencentes ao biorrepositério NUDIM.
Dados populacionais foram gerados. As frequéncias alélicas e genotipicas

determinadas para os 18 polimorfismos alvos estdo descritas na tabela 2.
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Figura 10. Ensaio 1 SNuPE Multiplex. Reacdo heptaplex para os polimorfismos mapeados
nos genes alvos COL6Al1, SIM2, S100B e no gene controle ATP10A. Eletroferograma
representativo de uma amostra controle (cariétipo 46,XX) pertencente ao biorrepositério
NUDIM. Em (A) perfil heterozigético caracterizado pelo alelo G/A para o polimorfismo
rs1053315 no gene COL6ALl. Em (B) perfil homozigético caracterizado pelo alelo G para o
polimorfismo rs13051496 no gene COL6AL. Em (C) perfil heterozigético caracterizado pelos
alelos C/T para o polimorfismo rs2073416 no gene SIM2. Em (D) perfil homozigético
caracterizado pelo alelo C para o polimorfismo rs2073601 no gene SIM2. Em (E) perfil
heterozigoético caracterizado pelos alelos G/A para o polimorfismo rs1053312 no gene COLG6AL.
Em (F) perfil heterozigético caracterizado pelos alelos G/C para o polimorfismo rs1051169 no
gene S100B. Em (G) perfil heterozigético caracterizado pelos alelos G/C para o polimorfismo
rs3616800 no gene ATP10A.
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Figura 11. Ensaio 2 SNuPE Multiplex. Reacdo heptaplex para os polimorfismos mapeados
nos genes alvos KRTAP6-2, IGSF5 e ADARB1 e no gene controle ATP10A. Eletroferograma
representativo de uma amostra controle (cariétipo 46,XX) pertencente ao biorrepositério
NUDIM. Em (A) perfil homozigético caracterizado pelo alelo G para o polimorfismo rs2832955
no gene KRTAP6-2. Em (B) perfil heterozigbtico caracterizado pelos alelos G/A para o
polimorfismo rs12626544 no gene IGSF5. Em (C) perfil heterozigético caracterizado pelos
alelos G/A para o polimorfismo rs1051367 no gene ADARB1. Em (D) perfil heterozigtico
caracterizado pelo alelo C/T para o polimorfismo rs113467703 no gene KRTAP6-2. Em (E)
perfil homozigético caracterizado pelo alelo G para o polimorfismo rs2205204 no gene IGSFb5.
Em (6) perfil homozigo6tico caracterizado pelo alelo G para o polimorfismo rs78867942 no gene
ADARB1. Em (7) perfil heterozigético caracterizado pelo alelo G/A para o polimorfismo
rs2076743 no gene ATP10A.
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Figura 12. Ensaio 3 SNUPE Multiplex. Reacao hexaplex para os polimorfismos mapeados nos
genes alvos MCM3AP, DIP2A e OLIG2. Eletroferograma representativo de uma amostra
controle (cariotipo 46,XY) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Em (A) perfil heterozig6tico
caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs2839181 no gene MCM3AP. Em (B) perfil
heterozig6tico caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs2839173 no gene
MCMB3AP. Em (C) perfil heterozig6tico caracterizado pelos alelos G/A para o polimorfismo
rs2070435 no gene DIP2A. Em (D) perfil heterozigotico caracterizado pelos alelos G/A para o
polimorfismo rs2070427 no gene DIP2A. Em (E) perfil heterozigético caracterizado pelos alelos
C/T para o polimorfismo rs762178 no gene OLIG2. Em (6) perfil homozigoético caracterizado
pelo alelo C para o polimorfismo rs17854475 no gene OLIG2.
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Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas de 18 polimorfismos alvos.
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Gene Polimorfismo Frequéncia Genotipica Frequéncia Alélica
Homozigoto GG Heterozigoto GA Homozigoto AA AleloG  Alelo A
rs2832955
0,666 0,333 0,000 0,833 0,167
KRTAP6-2 - . :
Homozigoto CC Heterozigoto CT Homozigoto TT AleloC  AleloT
rs113467703
0,000 0,740 0,259 0,370 0,630
262178 Homozigoto CC Heterozigoto CT Homozigoto TT AleloC AleloT
rs
OLIG2 0,266 0,400 0,333 0,467 0,533
Homozigoto CC Heterozigoto CT Homozigoto TT AleloC  AleloT
rs17854475
1,000 0,000 0,000 1,000 0,000
Homozigoto GG Heterozigoto GA Homozigoto AA AleloG Alelo A
rs16994404
1,000 0,000 0,000 1,000 0,000
Homozigoto CC Heterozigoto CT Homozigoto TT AleloC AleloT
SIM2 rs2073416
0,169 0,704 0,126 0,521 0,479
Homozigoto CC Heterozigoto CA Homozigoto AA AleloC AleloA
rs2073601
0,605 0,352 0,042 0,782 0,218
Homozigoto GG Heterozigoto GA Homozigoto AA AleloG  Alelo A
rs12626544
IGSES 0,000 1,000 0,000 0,500 0,500
Homozigoto GG Heterozigoto GC Homozigoto CC AleloG AleloC
rs2205204
0,370 0,555 0,074 0,648 0,352
Homozigoto GG Heterozigoto GC Homozigoto CC AleloG AleloC
rs78867942
1,000 0,000 0,000 1,000 0,000
ADARB1
Homozigoto GG Heterozigoto GA Homozigoto AA AleloG  Alelo A
rs1051367
0,222 0,592 0,185 0,519 0,481
Homozigoto GG Heterozigoto GA Homozigoto AA AleloG  Alelo A
rs1053312
0,338 0,647 0,014 0,662 0,338
Homozigoto GG Heterozigoto GA Homozigoto AA AleloG  Alelo A
COL6A1 rs1053315
0,746 0,253 0,000 0,873 0,127
Homozigoto GG Heterozigoto GA Homozigoto AA AleloG Alelo A
rs13051496
0,83 0,154 0,014 0,908 0,092
Homozigoto CC Heterozigoto CT Homozigoto TT AleloC  AleloT
rs2839173
0,473 0,421 0,105 0,684 0,316
MCM3AP , , ,
Homozigoto CC Heterozigoto CT Homozigoto TT AleloC AleloT
rs2839181
0,052 0,578 0,368 0,342 0,658
Homozigoto GG Heterozigoto GA Homozigoto AA AleloG  Alelo A
rs2070427
DIP2A 0,210 0,368 0,421 0,395 0,605
Homozigoto GG Heterozigoto GA Homozigoto AA AleloG  Alelo A
rs20704235
0,315 0,631 0,050 0,632 0,368
Homozigoto GG Heterozigoto GC Homozigoto CC AleloG AleloC
51008 rs1051169
0,000 0,833 0,166 0,417 0,583
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6.5 Determinacdo do perfil transcricional alélico em células mononucleares
do sangue periférico
Com base nos dados das genotipagens referentes a 30 amostras
pertencentes ao biorrepositério NUDIM, foram selecionados os sete genoétipos mais
informativos para os 18 polimorfismos investigados, os quais estdo descritos no

quadro 1.

Quadro 1. Genétipos determinados para 18 polimorfismos alvos em sete amostras
pertencentes ao biorrepositério NUDIM.

Polimorfismos

KRTAP6-2 OLIG2 SIM2 IGSF5 ADARB1 COL6A1 MCM3AP  DIP2A  S100B
pse] LN < ~ ©
h R 2 5 9 3 5 & 3 &6 9 & 2 R 8 8 = 8
[e)] N~ — < < (e} © (oY) ~ (93] o (2] A — — < < —
N o JOF o oo 8 ) o — ™ ™M a a o) o o —
™M S 3 8 ~ ~ 3 o i LN LN LN 3 N ™M ~ ~ 0
) m 2 2 o o 8 N o o o o Q 0 0 o o o
(o] — n — o o — o ~ i — — — o o o o i
R A L A L
301F | G/G C/T c/C c/C C/T C/A G/A G/G G/G A/A G/A G/A G/G C/C C/T A/A G/A G/C

356F | G/G C/T ¢/C C/T C/A G/A G/G G/G G/G G/G G/A G/A C/T C/T G/A G/A G/C
581F | G/G T/T T/T C/C C/T C/A G/A G/G G/G G/A G/A G/A G/G C/C T/T G/G G/G C/C
902F | G/G C/T C/T ¢/C C/T C/C G/A G/G G/G A/A G/A G/A G/A C/C C/T A/A G/A G/C
950F | G/G T/T C/T ¢/C T/T C/C G/A G/C G/G G/G A/A G/A G/G C/C T/T G/A G/A G/C
1046F | G/G T/T C/C C/C C/T C/A A/A C/C G/G A/A G/A G/A G/G C/C C/T A/A G/A G/C
1104F | G/G C/T C/T ¢/C C/T C/C G/A G/C G/G G/A G/A G/A G/G C/T C/T A/A G/G G/C

—
~
—

Biorrepositorio NUDIM

Apés a selecdo das amostras informativas, RNA total isolado de células
mononucleares de sangue periférico foram convertidas a cDNA por RT-PCR e
submetidas a minissequenciamento. Analises pareadas dos resultados das
genotipagens em DNA e cDNA permitiram a determinacdo do perfil transcricional de
cada gene avaliado. Para o gene KRTAPG6-2, transcricdo preferencial de um dos
alelos, como indicativo de expressao alélica enviesada foi observada nas trés

amostras informativas avaliadas.

Para os demais genes alvos, todos os polimorfismos informativos
genotipados, o perfil transcricional foi bialélico, porém ndo em todos os individuos
genotipados, como descrito na tabela 3. Para os genes OLIG2, IGSF5, COL6A1,
MCM3AP, DIP2A e S100B foram observados também perfil transcricional
monoalélico. O perfil transcricional bialélico pode ser interpretado como sendo
resultado da expressdo monoalélica em diferentes linhagens celulares e/ou na

mesma linhagem celular. No conjunto, os dados sugerem que esses genes hao
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estdo sujeitos ao imprinting na linhagem hematopoiética, mas sim a expressao
monoalélica diferencial entre individuos. Os perfis transcricionais alélicos

determinados para cada gene alvo estédo representados nas figuras 13-27.

Tabela 3. Perfil transcricional alélico determinado para os 18 polimorfismos
alvos em sete amostras pertencentes ao biorrepositério NUDIM.

. . Alelos de Gendtipos . .
Gene Polimorfismo L. . Perfil Transcricional
Referéncia Informativos
KRTAPG-2 52832955 G/A 3/7 3/3E
rs113467703 Cc/T
rs762178 C/T
oLIG2 4/7 3/48B;1/4M
rs17854475 c/T
rs2073416 Cc/T
Sim2 / 6/7 5/5 B*
rs2073601 C/A
rs12626544 G/A
IGSF5 / 6/7 3/5B; 2/5 M*
rs2205204 G/C
rs78867942 G/C
ADARB1 2/7 2/28B
rs1051367 G/A
rs1053312 G/A
COL6A1 rs1053315 G/C/A 7/7 4/5B; 1/5 M*
rs13051496 G/A
rs2839173 C/T
MCM3AP 5/7 4/5B;1/5M
rs2839181 Cc/T
rs2070427 G/A
DIP2A 5/7 4/5B;1/5M
rs2070435 G/A
S100B rs1051169 G/C 6/7 4/5B; 1/5 M*

(*) Transcrito ndo detectado em pelo menos uma amostra com genotipo informativo.
B= perfil bialélico; M= perfil monoalélico; E= perfil alélico enviesado.
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Figura 13. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo
rs113467703 mapeado no gene KRTAPG6-2. Eletroferograma representativo da amostra
902F (cariodtipo 46,XX) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porcéo superior, perfil
heterozigbtico caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs113467703
determinado em amostra de DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico
determinado em amostra de cDNA. A transcricdo preferencial do alelo T para o
polimorfismo rs113467703, com escape do alelo C, é indicativa de expressédo alélica
enviesada do gene KRTAP6-2 neste individuo.

950F OLIGI DNAL-71-14-6-53 PM fsa 950F OLIGI DNA
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Figura 14. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs762178
mapeado no gene OLIG2. Eletroferograma representativo da amostra 950F (cariétipo
46,XY) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na por¢éo superior, perfil heterozigético
caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs762178 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA.
A transcricdo dos alelos C/T para o polimorfismo rs762178 é indicativo de expressao
bialélica do gene OLIG2 neste individuo.
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Figura 15. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs762178
mapeado no gene OLIG2. Eletroferograma representativo da amostra 1104F (cariétipo
46,XY) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na por¢do superior, perfil heterozigético
caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs762178 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA.
A transcricdo preferencial do alelo C para o polimorfismo rs762178 ¢é indicativo de
expressdo monoalélica do gene OLIG2 neste individuo.
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Figura 16. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs2073416
mapeado no gene SIM2. Eletroferograma representativo da amostra 301F (cari6tipo
46,XY) pertencente ao biorrepositorio NUDIM. Na porcao superior, perfil heterozigotico
caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs2073416 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA.
A transcricdo dos alelos C/T para o polimorfismo rs2073416 € indicativo de expressao
bialélica do gene SIM2 neste individuo.
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TCSEE 262654
23 30 kil 32 33 34 35 3

902F IGSFS (DNA PD22-23-14-8-29 AM L5 902F IGSFS (DNA PD2
[ICSFE 26265
23 30 3 32 33 34 35 3

«mr cDNA

Figura 17. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo
rs12626544 mapeado no gene IGSF5. Eletroferograma representativo da amostra 902F
(cariétipo 46,XX) pertencente ao biorrepositorio NUDIM. Na porcao superior, perfil
heterozigético caracterizado pelos alelos G/A para o polimorfismo rs12626544
determinado em amostra de DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico
determinado em amostra de cDNA. A transcri¢cdo dos alelos G/A para o polimorfismo
rs12626544 ¢ indicativo de expresséao bialélica do gene IGSF5 neste individuo.

S81F1 Ext? SNaPshot Chrl7-22-14-2-35 FM fsa 5§1F1 Kat? SNaPshet Chrl
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2000

Figura 18. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs12626544
mapeado no gene IGSF5. Eletroferograma representativo da amostra 581F (cariétipo
46,XX) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porcdo superior, perfil heterozigético
caracterizado pelos alelos G/A para o polimorfismo rs12626544 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA.
A transcricdo preferencial do alelo G para o polimorfismo rs12626544 € indicativo de
expressdo monoalélica do gene IGSF5 neste individuo.
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Figura 19. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1051367
mapeado no gene ADARBL. Eletroferograma representativo da amostra 581F (cari6tipo
46,XX) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porgdo superior, perfil heterozigético
caracterizado pelos alelos G/A para o polimorfismo rs1051367 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA.
A transcricdo dos alelos G/A para o polimorfismo rs1051367 € indicativo de expresséo
bialélica do gene ADARBL1 neste individuo.
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Figura 20. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1053312
mapeado no gene COLG6A1L. Eletroferograma representativo da amostra 1046F (cariétipo
46,XY) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porcdo superior, perfil heterozig6tico
caracterizado pelos alelos G/A para o polimorfismo rs1053312 determinado em amostra de
DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A
transcricdo dos alelos G/A para o polimorfismo rs1053312 ¢é indicativo de expressao bialélica
do gene COL6A1L neste individuo.
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Figura 21. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1053312
mapeado no gene COLGAL. Eletroferograma representativo da amostra 1104F
(cariétipo 46,XY) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porgcdo superior, perfil
heterozigbtico caracterizado pelos alelos G/A para o polimorfismo rs1053312
determinado em amostra de DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico
determinado em amostra de cDNA. A transcricdo preferencial do alelo A para o
polimorfismo rs1053312 é indicativo de expressdo monoalélica do gene COL6A1 neste
individuo.
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Figura 22. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs2839181
mapeado no gene MCM3AP. Eletroferograma representativo da amostra 902F (cariétipo
46,XY) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porgéo superior, perfil heterozigético
caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs2839181 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior, o perfil transcricional alélico determinado em amostra de
cDNA. A transcricdo dos alelos C/T para o polimorfismo rs2839181 é indicativo de
expressdo bialélica do gene MCM3AP neste individuo.
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Figura 23. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs2839181
mapeado no gene MCM3AP. Eletroferograma representativo da amostra 301F (cari6tipo
46,XY) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porgéo superior, perfil heterozigético
caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs2839181 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior, o perfil transcricional alélico determinado em amostra de
cDNA. A transcricdo preferencial do alelo C para o polimorfismo rs2839181 é indicativo
de expressao monoalélica do gene MCM3AP neste individuo.
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Figura 24. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs2070435
mapeado no gene DIP2A. Eletroferograma representativo da amostra 301F (cariétipo
46,XY) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na por¢&o superior, perfil heterozigético
caracterizado pelos alelos G/A para o polimorfismo rs2070435 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior, o perfil transcricional alélico determinado em amostra de
cDNA. A transcricdo dos alelos G/A para o polimorfismo rs2070435 é indicativo de
expressao bialélica do gene DIP2A neste individuo.
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Figura 25. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs2070435
mapeado no gene DIP2A. Eletroferograma representativo da amostra 902F (cari6tipo
46,XX) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porgao superior, perfil heterozigético
caracterizado pelos alelos G/A para o polimorfismo rs2070435 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior, o perfil transcricional alélico determinado em amostra de
cDNA. A transcrigcdo preferencial do alelo G para o polimorfismo rs2070435 é indicativo
de expressao monoalélica do gene DIP2A neste individuo.
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Figura 26. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1051169
mapeado no gene S100B. Eletroferograma representativo da amostra 1104F (cariétipo
46,XY) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porcdo superior, perfil heterozigotico
caracterizado pelos alelos G/C para o polimorfismo rs1051169 determinado em amostra
de DNA. Na porcéo inferior, o perfil transcricional alélico determinado em amostra de
cDNA. A transcricdo dos alelos G/C para o polimorfismo rs1051169 é indicativo de
expressdo bialélica do gene S100B neste individuo.

72



902F1 Kuil SNaPshot Chr2l7-22-14-9-34 AWM fsa 902F1 Kitl SNaPshet Chr2l
57 58 59 &0 &1 62 63 ]
2400 DN A
1800
1200
E00
" N
902F S100 (DNA PD202-21-14-5-45 AM f5a 902F §100 (DNA PD20

57 58 53 1] 61 ]

82 83
3000
cDNA
2000
1000

Figura 27. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1051169
mapeado no gene S100B. Eletroferograma representativo da amostra 902F (cariétipo
46,XX) pertencente ao biorrepositério NUDIM. Na porcdo superior, perfil heterozigotico
caracterizado pelos alelos G/C para o polimorfismo rs1051169 determinado em amostra
de DNA. Na porcao inferior, o perfil transcricional alélico determinado em amostra de
cDNA. A transcri¢cdo preferencial do alelo C para o polimorfismo rs1051169 € indicativo
de expressdo monoalélica do gene S100B neste individuo.
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6.6 Determinacdo do perfil transcricional alélico em células-tronco

embrionarias

Visando determinar o perfil transcricional dos genes alvos em estagios iniciais
do desenvolvimento humano, os mesmos 18 polimorfismos foram genotipados em
amostras pareadas de DNA e cDNA de cinco linhagens de células-tronco
embrionarias humanas, HUES-1 (46,XX), HES3 (46,XX), HUES-5 (46,XX), HUES-7
(46,XY) e HUES-15 (46,XX). O estado indiferenciado dessas linhagens foi
confirmado pela presenca do transcrito XACT, inferida através da genotipagem dos
polimorfismos rs5929175 e rs5929410 nas linhagens femininas. Como controle de
imprinting foram genotipados dois polimorfismos, mapeados nos genes sabidamente

imprintados H19 (cromossomo 11) e ATP10A (cromossomo 15), figura 28.
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Figura 28. Perfil alélico determinado para os genes controles H19, ATP10A, e XACT. Em (A), (B) e (C) os perfis
alélicos determinados para os polimorfismos rs2839701, rs2839702 e rs2076743 mapeados nos genes H19 e ATP10A
nas linhagens HUES-1 e HUES-7. O imprinting nesses genes € confirmado por perda da heterozigose em amostragem
de cDNA. Em (D), (E) e (F) perfis alélicos para o marcador de pluripoténcia rs5929175 e rs5929410 mapeados no gene
XACT nas linhagens HUES-1, HES3 e HUES-15.
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Andlises pareadas dos resultados das genotipagens em DNA e cDNA
permitiram a determinacdo do perfil transcricional de cada gene avaliado, exceto o
gene OLIG2, para o qual ndo foram detectados transcritos nas cinco linhagens
estudadas. Para os polimorfismos informativos mapeados nos genes KRTAPG6-2,
SIM2, ADARB1, COL6A1, MCM3AP, DIP2A e S100B o perfil transcricional foi
bialélico, porém ndo em todas as linhagens (tabela 8). Para os genes KRTAPG6-2,
ADARB1 e COL6AL, foram observados também perfil transcricional monoalélico.
Para o gene IGSF5, transcritos foram detectados apenas para a linhagem HUES-1,

e o perfil transcricional determinado para este gene foi monoalélico, tabela 4.

Tabela 4. Perfil transcricional alélico determinado para os 18 polimorfismos alvos em
cinco linhagens de células-tronco embrionarias.

Perfil Transcricional

Gene Loco
HUES-1 HES3 HUES-5 HUES-7 HUES-15 (n)
rs2832955 - s s .
KRTAP6-2 Bialélico Bialélico Bialélico N/D Enviesado 3/4B;1/4E
rs113467703
rs762178
OLIG2 N/D N/D N/D N/D N/D 0
rs17854475 / / / / /
SIM2 rs2073416 Bialélico Bialélico N/D N/D N/D 2/2B
ialéli ialéli
rs2073601
rs12626544 .-
IGSF5 Monoalélico N/D N/D N/D N/D 1/1 M
rs2205204
rs78867942 . - o i
ADARB1 Monoalélico Monoalélico Bialélico N/D Bialélico 2/48B;2/4M
rs1051367
rs1053312
COL6A1 rs1053315 Monoalélico Bialélico Monoalélico Bialélico Monoalélico 2/5B;3/5M
rs13051496
rs2839173 ™ s
MCM3AP N/D N/D Bialélico Bialélico N/D 2/2B
rs2839181
rs2070427 i iy s
DIP2A N/D Bialélico N/D Bialélico Bialélico 3/38B
rs2070435
S100B rs1051169 Bialélico N/D Bialélico Bialélico Bialélico 4/48B

N/D= néo determinado (gendtipo ndo informativo ou transcrito nao detectado).
n= namero de amostras informativas.
B= perfil bialélico; M= perfil monoalélico; E= perfil alélico enviesado.

Os perfis transcricionais alélicos determinados para cada gene alvo estdo

representados nas figuras 29-39.
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Figura 29. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo
rs113467703 mapeado no gene KRTAPG6-2. Eletroferograma representativo da
linhagem HUES-5 (cariétipo 46,XX). Na porcado superior, perfil heterozigético
caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs113467703 determinado em
amostra de DNA. Na porcao inferior perfil transcricional alélico determinado em amostra
de cDNA. A transcricao dos alelos C/T para o polimorfismo rs113467703 é indicativo de
expresséao bialélica do gene KRTAP6-2 na linhagem HUES-5.
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Figura 30. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo
rs113467703 mapeado no gene KRTAP6-2. Eletroferograma representativo da
linhagem HUES-15 (caridtipo 46,XX). Na porcdo superior, perfil heterozig6tico
caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs113467703 determinado em
amostra de DNA. Na porc¢éo inferior perfil transcricional alélico determinado em amostra
de cDNA. A transcricdo preferencial do alelo T para o polimorfismo rs113467703, é
indicativo de expresséo alélica enviesada do gene KRTAP6-2 na linhagem HUES-15.
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Figura 31. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs2073416 mapeado
no gene SIM2. Eletroferograma representativo da linhagem HES3 (cari6tipo 46,XX). Na porcao
superior, perfil heterozigético caracterizado pelos alelos C/T para o polimorfismo rs2073416
determinado em amostra de DNA. Na porc¢éo inferior perfil transcricional alélico determinado em
amostra de cDNA. A transcricdo dos alelos C/T para o polimorfismo rs2073416, é indicativo de
expresséo bialélica do gene SIM2 na linhagem HES3.

hESC1 SNPcHRI1 T13-26-15-10-13 AM fsa hESC1 SNPcHRIL T2 SHaPshat

Figura 32. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo
rs12626544 mapeado no gene IGSF5. Eletroferograma representativo da linhagem
HUES-1 (cari6tipo 46,XX). Na por¢éo superior, perfil heterozigético caracterizado pelos
alelos G/A para o polimorfismo rs12626544 determinado em amostra de DNA. Na por¢éo
inferior perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A transcrigdo

preferencial do alelo G para o polimorfismo rs12626544, é indicativo de expressao
monoalélica do gene IGSF5 na linhagem HUES-1.
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Figura 33. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1051367
mapeado no gene ADARBI1. Eletroferograma representativo da linhagem HUES-15
(cariétipo 46,XX). Na porcéo superior, perfil heterozigoético caracterizado pelos alelos G/A
para o polimorfismo rs1051367 determinado em amostra de DNA. Na por¢éo inferior
perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A transcricao dos alelos
GJ/A para o polimorfismo rs1051367, é indicativo de expresséao bialélica do gene ADARB1
na linhagem HUES-15.
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Figura 34. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1051367
mapeado no gene ADARBL1. Eletroferograma representativo da linhagem HES3
(cariétipo 46,XX). Na porcéo superior, perfil heterozig6tico caracterizado pelos alelos G/A
para o polimorfismo rs1051367 determinado em amostra de DNA. Na por¢éo inferior
perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A transcricdo preferencial
do alelo G para o polimorfismo rs1051367, € indicativo de expressao monoalélica do
gene ADARBL1 na linhagem HESS3.
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Figura 35. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1053312
mapeado no gene COLG6AL. Eletroferograma representativo da linhagem HES3
(cariétipo 46,XX). Na porcao superior, perfil heterozigoético caracterizado pelos alelos G/A
para o polimorfismo rs1053312 determinado em amostra de DNA. Na porc¢éo inferior
perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A transcricao dos alelos
G/A para o polimorfismo rs1053312, é indicativa de expresséo bialélica do gene COL6A1
na linhagem HES3.

hESC15 DNA SNaPshot T13-28-15-7-57 AM f5a RESC15 DNA SNaPshet T

2073601 ]
5 52

(5 153312
53 54 55 56 57 5

1000

DNA

RESC15 COL6AL (DNA3-28-15-6-07 PM fsa hESC15 COL6AL (DNA
5 52 53 54 55 56 57 5
2400
cDNA
1800
1200
800
04

Figura 36. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1053312
mapeado no gene COLG6A1. Eletroferograma representativo da linhagem HUES-15
(cariétipo 46,XX). Na porcéo superior, perfil heterozig6tico caracterizado pelos alelos G/A
para o polimorfismo rs1053312 determinado em amostra de DNA. Na porgéo inferior
perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A transcricdo preferencial
do alelo G para o polimorfismo rs1053312, € indicativa de expressdo monoalélica do
gene COL6AL na linhagem HUES-15.
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Figura 37. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs2839173
mapeado no gene MCM3AP. Eletroferograma representativo da linhagem HUES-5
(cariétipo 46,XX). Na porc¢éo superior, perfil heterozigético caracterizado pelos alelos C/T
para o polimorfismo rs2839173 determinado em amostra de DNA. Na por¢éo inferior
perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A transcricdo dos alelos
C/T para o polimorfismo rs2839173, € indicativa de expressao bialélica do gene COL6A1
na linhagem HUES-5.
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Figura 38. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs2070427
mapeado no gene DIP2A. Eletroferograma representativo da linhagem HUES-15
(caridtipo 46,XX). Na porcéo superior, perfil heterozigotico caracterizado pelos alelos G/A
para o polimorfismo rs2070427 determinado em amostra de DNA. Na porc¢éo inferior
perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A transcricdo dos alelos
GJ/A para o polimorfismo rs2070427, é indicativa de expressao bialélica do gene DIP2A
na linhagem HUES-15.
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Figura 39. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1051169
mapeado no gene S100B. Eletroferograma representativo da linhagem HUES-5
(caridtipo 46,XX). Na porcéo superior, perfil heterozigético caracterizado pelos alelos G/C
para o polimorfismo rs1051169 determinado em amostra de DNA. Na por¢éo inferior
perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A transcricdo dos alelos
GI/C para o polimorfismo rs1051169, é indicativa de expresséao bialélica do gene S100B
na linhagem HUES-5.
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6.7 Identificacdo de sequéncias de DNA candidatas a regides
diferencialmente metiladas (cDMRs) no cromossomo 21

Genes sujeitos ao imprinting, geralmente estdo associados a regides
diferencialmente metiladas, as quais caracterizam marcas epigenéticas que
distinguem os alelos paternos e maternos. Em geral, DMRs atuam como elementos

regulatérios, que atuam em cis, influenciando a expresséo de genes adjacentes.

Na plataforma de visualizacdo UCSC Browser, foi criada uma secéao
customizada, constituidas pelos seguintes parametros primarios: ldentificacdo de
ilhas CpG, estado quantitativo de metilagdo, mapeamento de sitios de restricdo para
enzimas com atividade enzimatica sensivel a metilacdo; e secundarios: assinaturas
epigenéticas em histonas associadas a ativacdo e repressao génica, sitios para
fatores de transcricdo, e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP). Nesta secao,
utilizando epigenomas de referéncia de diferentes tecidos e linhagens celulares, foi
realizada uma varredura no cromossomo 21, para identificacdo de regides de
hemimetilacdo candidatas a regifes diferencialmente metilada (cDMRs). Esta
varredura consistiu em uma analise comparada dos epigenomas de referéncia

dentro de uma janela de deteccgéao fixa de 5Mb.

A intersecdo de perfis de hemimetilacdo em pelo menos um ponto entre seis
epigenomas de referéncia foram utilizados como indicadores de novas cDMRs no
cromossomo 21. Sob este critério, em uma analise prévia, 16 cDMRs foram
identificadas, as quais estdo descritas na tabela 5, incluindo a regiao intronica do
transcrito W0O01 do gene WRB, recentemente descrita como uma DMR (Docherty et
al., 2014).

A tabela 6 traz a caracterizagao, in silico, das 16 cDMRs identificadas no

presente estudo.



Tabela 5. Identificacdo de cDMRs no cromossomo 21.
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cDMR Posicao Fisica Pontos de Interse¢ao Tipo de Intersegao
cDMR-1 15351911-15353036 3 IMR90-Linfécito B; Neutrofilo-IMR9O0 ; Linfécito B-Neutréfilo
cDMR-2 15447961-15448669 CD133HSC-Neutrdfilo; Linfécito B-Neutrdfilo
cDMR-3 15653292-15653524 1 CD133HSC-Neutrofilo
cDMR-4 30449301-30449957 1 CD133HSC-Neutrofilo
cDMR-5 30527728-30528100 2 CD133HSC-Neutrdfilo; Linfécito B-Neutrdfilo
cDMR-6 35240062-35240268 1 CD133HSC-Neutrofilo
WRB-DMR 40757536-40759772 4 CD133HSC-Neutréfilo; IMR90-Linfécito B; Neutrofilo-IMR9I0; Linfécito B-Neutrdfilo
cDMR-7 44864425-44864766 2 CD133HSC-Neutrdfilo; Linfécito B-Neutrdfilo
cDMR-8 45558373-45560366 2 CD133HSC-Neutrdfilo; Linfécito B-Neutrdfilo
cDMR-9 45904870-45905734 3 IMR90-Linfécito B; Neutrdfilo-IMR90; Linfocito B-Neutrdfilo
cDMR-10 46274675-46275085 1 Linfécito B-Neutrdfilo
cDMR-11 46677240-46677554 1 CD133HSC-Neutrofilo
cDMR-12 46697290-46732239 1 Linfécito B-Neutrdfilo
cDMR-13 46902794-46903185 1 Linfécito B-Neutréfilo
cDMR-14 47294773-47297064 2 CD133HSC-Neutrdfilo; Linfdcito B-Neutrofilo
cDMR-15 47716240-47716676 2 CD133HSC-Neutrdfilo; Linfdcito B-Neutrofilo
cDMR-16 48081116-48081957 2 CD133HSC-Neutrdfilo; Linfécito B-Neutrdfilo
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Tabela 6. Caracterizacdo das cDMRs identificadas no cromossomo 21.

Localizagdo génica

c¢cDMR Posicdo Fisica Gene iCpG
das iCpG
cDMR-1 15351911-15353036 CpG:143
cDMR-2 15447961-15448669
cDMR-3 15653292-15653524
cDMR-4 30449301-30449957 MAP3K7CL CpG:41 promotor
cDMR-5 30527728-30528100 MAP3K7CL intron 6
cDMR-6 35240062-35240268 ITSN1 intron 33
WRB-DMR 40757536-40759772 WRB CpG:27 intron 1
cDMR-7 44864425-44864766 CpG:51
cDMR-8 45558373-45560366 C21o0rf33 intron 4
cDMR-9 45904870-45905734 CpG:35
cDMR-10 46274675-46275085 PTTG1IP intron 2
cDMR-11 46677240-46677554
cDMR-12 46697290-46732239
cDMR-13 46902794-46903185 COL18A1 intron 15
cDMR-14 47294773-47297064 PCBP3 CpG:24 intron 1
cDMR-15 47716240-47716676 YBEY intron 4
cDMR-16 48081116-48081957 PRMT2 CpG:89 intron 9

Em uma analise mais restritiva, dentro de uma janela de deteccdo de 40Kb
uma segunda analise foi realizada por 4 pesquisadores do grupo. Em uma escala de
importancia foram considerados como critérios de inclusdo: 1) distribuicédo
homogénea dos pontos hemimetilados observados; 2) extensdo da regiao
hemimetilada; 3) presenca de iCpG. Como critérios de exclusdo foram utilizados: 1)
hemimetilagdo em linhagem germinativa; 2) variacées do perfil de hemimetilagdo em

pelo menos 7/62 metilomas referéncia avaliados.

A segunda varredura do cromossomo 21, na janela de deteccdo de 40Kb,
convergiu para a selecdo de dois alvos, comuns as 4 observacdes, WRB-DMR e
MAP3K7CL-cDMR-4. Nas figuras 40 e 41 estdo representados os mapas fisicos
para os genes WRB e MAP3K7CL expandidos em 40Kb, incluindo as regides WRB-
DMR e MAP3K7CL-DMR visualizadas por meio de seis projetos metilomas na

plataforma USCS Browser customizada.
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Figura 40. Mapa fisico do gene WRB na regido 21q22.2 expandido 40Kb. Na parte superior da figura esta representado o ideograma do
cromossomo 21. Na por¢do superior, na cor azul, estdo descritos as duas isoformas do gene WRB. A transcricdo do gene ocorre na fita positiva.
Abaixo dos transcritos variantes, na cor verde, estdo posicionadas as ilhas CpG com os respectivos niimeros do dinucleotideo CG indicados. Também
estdo indicados os sitios de restricdo para a enzima Hhal, sensivel a metilacdo, e os SNPs mapeados na regido 3'"UTR. As regides promotoras do gene
WRB estao indicadas em vermelho pelos sitios de ligacdo a RNA polimerase. Na por¢éo inferior da figura estéo os perfis de metilagao do gene WRB. A
escala do estado de metilacdo é de 0 a 100% na vertical. Para efeitos comparativos foram incluidos seis estudos metilomas do banco de dados
disponiveis na plataforma da UCSC. Na cor rosa esta representada o estado de metilacdo observado em espermatozoide. Na cor azul esta
representado o estado de metilacdo observado em oécitos. Na cor vermelha estdo representados os estados de metilagdo observado em blastocisto e
células sanguineas, respectivamente. Na cor amarela estdo representados os estados de metilacdo observados em células embrionérias humanas e
tecido cerebral. As regibes promotoras (contendo as ilhas CpG:64 e CpG:27) do gene do gene WRB estdo desmetiladas e hemimetiladas,
respectivamente, nos 4 tecidos somaticos analisados. Observa-se no loco WRB-DMR (mapeado na ilha CpG:27) estados de auséncia de metilacédo e
hipermetilagdo em linhagens germinativas masculinas e femininas respectivamente, caracterizando esta regido como uma gDMR. Imagem customizada
no Browser da UCSC.
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Figura 41. Mapa fisico do gene MAP3K7CL na regido 21g21.3 expandido 40Kb. Na parte superior da figura esta representado o ideograma do
cromossomo 21. Na porcdo superior, na cor azul, estdo descritos as sete isoformas do gene MAP3K7CL. A transcricdo do gene ocorre na fita
positiva. Abaixo dos transcritos, na cor verde, estdo posicionadas as ilhas CpG com os respectivos nimeros do dinucleotideo CG indicados. Também
estdo indicados os sitios de restricdo para a enzima Hhal, sensivel a metilacdo, As regido promotora do gene MAP3K7CL esta indicada em vermelho
pelos sitios de ligagdo da RNA polimerase. Na porc¢éo inferior da figura estéo os perfis de metilagédo. A escala do estado de metilagcao é de 0 a 100% na
vertical. Para efeitos comparativos foram incluidos seis estudos metilomas do banco de dados disponiveis na plataforma da UCSC. Na cor rosa esta
representada o estado de metilagado observado em espermatozoide. Na cor azul esta representado o estado de metilagdo observado em od6citos. Na cor
vermelha estdo representados os estados de metilagdo observado em blastocisto e células sanguineas, respectivamente. Na cor amarela estdo
representados os estados de metilacdo observados em células embrionarias humanas e tecido cerebral. Observa-se no loco MAP3K7CL-cDMR
(mapeado na ilha CpG:41) do gene MAP3K7CL estados de auséncia de metilacdo em gametas e, hemimetilagdo nos 4 tecidos sométicos analisados,
caracterizando esta regido como uma DMR secundaria (pés-zigética). Imagem customizada no Browser da UCSC.
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6.8 Validacdo dos ensaios DESM-QFPCR para a determinacdo dos perfis de
metilagdo nas regides WRB-DMR e MAP3K7CL cDMR-4

Visando investigar os perfis de metilacgdo nas regibes WRB-DMR e
MAP3K7CL-cDMR-4, foram elaborados dois ensaios de Digestdo Enzimatica
Sensivel a Metilacdo associada (DESM) a PCR quantitativa por fluorescéncia

(QFPCR) para a determinacédo do estado de metilacdo destas regides.

O ensaio de DESM-QFPCR consistiu no tratamento de amostras de DNA com
enzimas de restricAo sensiveis a metilacdo, seguida da amplificacdo da regido
contendo os sitios CpG a serem investigados, mais dois controles, um fragmento
totalmente desmetilado contendo sitios de restricdo (Controle positivo — CP) e outro
fragmento referéncia sem sitios de restricdo (Controle negativo- CN). Na técnica de
DESM-QFPCR, o percentual de metilacdo da regido estudada € determinado
através da razdo entre os fragmentos alvo (cDMR) e referéncia (CN) pré e pos
tratamento enzimatico. Neste contexto razdes <0,33 caracterizam perfis de
hipometilagdo, enquanto razbes >0,66 caracterizam perfis de hipermetilagdo. Perfis
de hemimetilacdo sdo caracterizados por razées >0,33-0,66<. Os iniciadores para 0s
ensaios WRB-DMR e MAP3K7CL-cDMR-4 DESM-QFPCR estdao descritos no

apéndice A.

Para validagcdo do estado de metilacdo do loco WRB-DMR, o ensaio DESM-
QFPCR foi realizado em amostras obtidas de 21 individuos trissbmicos e 12
individuos dissdmicos (controle). A origem parental da cOpia extra do cromossomo
21 foi determinada previamente através da segregacdo de marcadores de DNA do
tipo STR em cada nucleo familiar. Os gendtipos observados estdo descritos na
tabela 7. Dos 21 nudcleos familiares pertencentes a coorte de estudo, 15/21

consistem em trissomias maternas enquanto 6/21 em trissomias paternas.



Tabela 7. Origem parental da coOpia extra do cromossomo 21
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na coorte de

estudo.
Marcador STR GM GSD GP GNDJ
12 M 12SD 12P
D21S11 Materno
235 247 235 243 247 243 251
17M 17 SD 17pP
D21S11 Materno
255 257 253 255 257 247 253
30M 30SD 30P
D21S14507484 Paterno
232 245 241 241 245 228 241
36 M 36 SD 36P
D21S11 Materno
243 253 251 253 253 243 251
43 M 43 SD 43P
IFNAR Materno
383 395 383 395 400 400 404
656 M 65 SD 65 P
D21S11 Materno
243 247 243 247 253 253 253
77 M 77 SD 77 P
D21S11 Materno
239 247 239 247 247 239 243
78 M 78 SD 78 P
D21S11 Materno
251 253 247 251 253 243 247
79 M 79SD 79P
D21S1993 Paterno
177 177 174 174 177 174 180
81 M 81SD 81P
D21S1270 Materno
299 325 299 320 325 316 320
82 M 82 SD 82P
D21S14507484 Materno
241 241 232 241 241 232 232
83 M 83 SD 83P
D21S14618215 Materno
180 195 180 195 200 200 204
84 M 84 SD 84pP
D21S35642814 Materno
190 240 190 230 240 230 245
242 M 242 SD 242 P
D21S11 Paterno
210 220 216 216 220 216 226
854 M 854 SD 854 P
D21S35642814 Materno
229 234 229 234 289 254 289
865 M 865 SD 865 P
D21S35642814 Paterno
193 299 239 269 299 239 269
869 M 869 SD 869 P
D21S35642814 Materno
188 239 188 229 239 229 274
884 M 884 SD 884 P
D21S26583121 Paterno
378 380 370 380 386 370 386
889 M 889 SD 889 P
D21S35642814 Materno
233 289 218 233 289 218 249
901 M 901 SD 901 P
D21S35642814 Paterno
213 264 234 234 264 234 259

GM: Gendétipo materno; GSD: Gendtipo probando; GP: Genétipo paterno; GNDJ: Gameta nao

disjunto.
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Metilacdo diferencial, estatisticamente diferente (p<0.0001) foi observada no
loco WRB-DMR entre os trés grupos avaliados. Entre os casos de trissomia materna o
perfil de metilagdo nesta regido foi essencialmente hipermetilado, com uma média de
68,3% entre as replicatas. O percentual de metilagdo determinado para o grupo T21M
esta descrito na tabela 8. Entre os casos de trissomia paterna o perfil de metilacdo da
WRB-DMR foi essencialmente hipometilado, com uma média de metilacdo de 33,4%
entre as replicatas. O percentual de metilagcdo determinado para o grupo T21P esta
descrito na tabela 9. Em individuos dissémicos, o estado de hemimetilacdo esperado
manteve-se constante nos pontos analisados, com uma média de metilacdo em torno
de 48,3% entre as replicatas. O percentual de metilacdo determinado para o grupo
controle esté descrito na tabela 10. O percentual de metilagdo na WRB-DMR entre 0s
grupos avaliados estdo plotados no grafico 1. Nas figuras 42, 43 e 44, estédo
representados os perfis de hemimetilacdo, hipermetilacdo e hipometilagcao,

respectivamente, observados no presente estudo.

Tabela 8. Dados das replicatas das amostras de DNA de leucocitos de
individuos com trissomia 21 materna.

Casos NDJ RpO (%) Rp1 (%) Rp2 (%) Média (%) Estado de Metilagao
12 Materna 57,9 70,6 95,7 74,7 Hipermetilado
17 Materna 93,6 75,6 73,9 81,0 Hipermetilado
27 Materna 79,2 46,7 74,4 66,8 Hipermetilado
36 Materna 79,7 58,9 72,1 70,2 Hipermetilado
43 Materna 87,2 62,2 67,6 72,3 Hipermetilado
65 Materna 80,4 48,4 64,3 64,4 Hemimetilado
77 Materna 50,5 69,4 61,7 60,5 Hemimetilado
78 Materna 52,2 55,5 60,8 56,2 Hemimetilado
81 Materna 63,9 70,1 75,8 69,9 Hipermetilado
82 Materna 64,7 69,0 56,6 63,4 Hemimetilado
83 Materna 63,1 58,2 62,8 61,4 Hemimetilado
84 Materna 60,4 56,1 65,3 60,6 Hemimetilado
854 Materna 68,5 84,0 75,8 76,1 Hipermetilado
869 Materna 59,4 77,6 67,3 68,1 Hipermetilado
889 Materna 71,6 92,0 71,4 78,3 Hipermetilado

NDJ: Néo disjuncgéo; RP: Replicata.
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Tabela 9. Dados das replicatas das amostras de DNA de leucdcitos de
individuos com trissomia 21 paterna.

Casos NDJ RpO0 (%) Rp1 (%) Rp2 (%) Média (%) Estado de Metilagao
30 Paterna 35,0 28,1 29,4 30,8 Hipometilado
79 Paterna 37,4 15,7 55,8 36,3 Hemimetilado
242 Paterna 34,4 28,8 40,2 34,5 Hemimetilado
865 Paterna 31,7 33,3 31,5 32,2 Hipometilado
884 Paterna 37 32,3 37,6 35,6 Hemimetilado
901 Paterna 25,7 37,8 30,6 31,4 Hipometilado

NDJ: N&o disjuncéo; RP: Replicata.

Tabela 10. Perfil de metilacdo das
bucal em individuos controles.

amostras de DNA de leucécitos e epitélio

Casos Amostra Metilagao (%) Estado de Metilagdo
301 Leucdcitos 45,0 Hemimetilado
352 Epitélio Bucal 43,2 Hemimetilado
356 Epitélio Bucal 46,0 Hemimetilado
581 Leucdcitos 50,2 Hemimetilado
902 Leucdcitos 50,6 Hemimetilado
1027 Leucdcitos 45,4 Hemimetilado
1046 Leucdcitos 44,6 Hemimetilado
1104 Leucdcitos 52,7 Hemimetilado
1251 Leucdcitos 57,4 Hemimetilado
1270 Leucdcitos 50,6 Hemimetilado
1545 Leucdcitos 43,6 Hemimetilado
1559 Leucdcitos 50,7 Hemimetilado
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Grafico 1. Percentual de metilagdo no loco WRB-DMR. Resultado do
teste ANOVA significativo (p<0.0001) para o estado de metilagdo no loco
WRB-DMR nos trés grupos avaliados. T21P: Amostra de DNA de individuos
com trissomia 21 paterna; D21: Amostra de DNA de individuos dissémico;
T21M: Amostras de DNA de individuos com trissomia 21 materna.

91



92

€89 DESM WRB Rp2 (6-22-14-1-55 Phifsa 89 DESM WRB Rp? (-) WRB DESM Pand ] | ]
[ESCOz °C
247 249 251 252 255 257 259 261 262 265 267 269 27 273 275
2400
1300
1200
600
0
al 248 al 254 al 269
ar 20923 ar 21760 ar 18049
ht 1837 ht 2146 ht 1811
£80 DESM WRE Rp2 (+)8-22-14-6-32 Phfsa £89 DESI WRE Rp2 (+) WRB DESM Pand ] I.
[ESCOZ (PC) ] [WRB(DME) ]

247 243 251 258 255 257 259 261 263 265 267 269 27 273 275

3000
2000

1000

al 254 al 269
ar 25745 ar 29916
ht 2534 ht 3147

Figura 42. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a WRB-DMR determinado para
a replicata 2 da amostra 869 com trissomia 21 materna. Em (A) perfil alélico determinado para os
locos CP (248pb), WRB-DMR (254pb) e NC (269pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio referéncia). Em
(B) perfil alélico observado pés-tratamento com a enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hhal
(ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se as informagoes
sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o
percentual de metilagdo do fragmento alvo € dado pela razdo do somatdério da &rea do fragmento alvo
em relagéo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia e teste. Para a amostra 869 Rp2 a razdo
observada foi de 1:1,48. Estes resultados indicam um percentual médio de 67,3% de metilacdo entre
os 9 sitios Hhal-CpG investigados na WRB-DMR. O estado de metilagdo apresentada para amostra
869 com trissomia materna € hipermetilado.
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Figura 43. Eletroferograma do perfil de metilag&o observado para a WRB-DMR determinado para
a replicata 2 da amostra 865 com trissomia 21 paterna. Em (A) perfil alélico determinado para os
locos CP (248phb), WRB-DMR (254pb) e NC (269pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio referéncia). Em
(B) perfil alélico observado pés-tratamento com a enzima de restricdo sensivel a metilagdo Hhal
(ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se as informacdes
sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o
percentual de metilacdo do fragmento alvo é dado pela razdo do somatério da area do fragmento alvo
em relagéo ao fragmento controle entre 0s ensaios referéncia e teste. Para a amostra 865 Rp2 a razdo
observada foi de 1:3,18. Estes resultados indicam um percentual médio de 31,5% de metilag&do entre
os 9 sitios Hhal-CpG investigados na WRB-DMR. O estado de metilagdo apresentado para amostra
865 com trissomia materna é hipometilado.
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Figura 44. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a WRB-DMR determinado para
a amostra dissdmica 902. Em (A) perfil alélico determinado para os locos CP (248pb), WRB-DMR
(254pb) e NC (269pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio referéncia). Em (B) perfil alélico observado
pos-tratamento com a enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de
texto ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se as informacfes sobre os valores em tamanho,
area e altura, dos fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o percentual de metilacdo do
fragmento alvo € dado pela razdo do somatério da area do fragmento alvo em relacdo ao fragmento
controle entre os ensaios referéncia e teste. Para a amostra 902 a raz&o observada foi de 1:1,97. Estes
resultados indicam um percentual médio de 50,6% de metilagdo entre os 9 sitios Hhal-CpG
investigados na WRB-DMR. O estado de metilacdo apresentado para amostra dissbmica 902 é
hemimetilado.
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Uma investigacao adicional, investigando o estado de metilacdo da WRB-DMR
foi realizada em amostra de mola hidatiforme completa (MHC). MHC é um produto da
fecundacdo de um o6vulo sem nucleo funcional por um ou dois espermatozoides.
Neste contexto, o material genético exibido pela MHC é de origem exclusivamente

paterna.

No fragmento 254 WRB-DMR investigado no presente estudo, em pelo menos
um dos nove sitios CpG-Hhal investigados exibiu um perfil desmetilado (figura 45),
demonstrando que os estados de hipermetilacdo observados entre os casos de
trissomia 21 materna, hipometilacdo entre os casos de trissomia 21 paterna e
hemimetilagdo em individuos dissémicos, sdo estabelecidos por metilacdo exclusiva

do alelo materno.
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Figura 45. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a WRB-DMR determinado para
a amostra 196 MHC. Em (A) perfil alélico determinado para os locos CP (248pb), WRB-DMR (254pb) e
NC (269pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio referéncia). Em (B) perfil alélico observado pds-
tratamento com a enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de texto
ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se as informagdes sobre os valores em tamanho, area e
altura, dos fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o percentual de metilagdo do fragmento
alvo é dado pela raz&do do somatério da area do fragmento alvo em relacdo ao fragmento controle entre
0s ensaios referéncia e teste. Na amostra 196 MHC, pelo menos um dos nove sitios Hhal-CpG
investigados da WRB-DMR estdo desmetilados.
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Interessantemente, a investigacdo destes sitios em duas linhagens de células
tronco embrionarias humanas, ‘human embryonic stem cell 3” — HES3(46,XX) (figura
46) e ‘human embryonic stem cell 7” — HUES-7 (46,XY), revelou que a maioria dos
pontos avaliados no fragmento 254 WRB-DMR estéo totalmente metilados, com um
percentual médio >90% no grupo de linhagens embrionarias. Hipermetilacdo em
células-tronco embrionarias (human embryonic stem cells — hESC) é uma assinatura

epigenética comum a 1/3 das 51 DMRs conhecidas, associadas ao imprinting

gendmico.
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Figura 46. Eletroferograma do perfil de metilag&o observado para a WRB-DMR determinado para
a linhagem celular HES3. Em (A) perfil alélico determinado para os locos CP (248pb), WRB-DMR
(254pb) e NC (269pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio referéncia). Em (B) perfil alélico observado
poés-tratamento com a enzima de restricdo sensivel a metilagdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de
texto ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se as informacgdes sobre os valores em tamanho,
area e altura, dos fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o percentual de metilacdo do
fragmento alvo é dado pela razdo do somatério da area do fragmento alvo em relagcdo ao fragmento
controle entre os ensaios referéncia e teste. Para a amostra HES3 a raz&o observada foi de 1:1,001.
Estes resultados indicam um percentual médio de 99,9% de metilacdo entre os 9 sitios Hhal-CpG
investigados na WRB-DMR. O estado de metilagdo apresentado para amostra HES3 é hipermetilado.

No gréfico 2 plotado o percentual de metilagcdo, estatisticamente diferente
(p<0.0001), no loco WRB-DMR nos 5 grupos avaliados.
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Grafico 2. Percentual de metilacdo no loco WRB-DMR. Resultado
do teste ANOVA significativo (p<0.0001) para o estado de
metilagdo no loco WRB-DMR nos cinco grupos avaliados. MHC:
Amostra de DNA de Mola Hidatiforme Completa; T21P: Amostra de
DNA de individuos com trissomia 21 paterna; D21: Amostra de DNA de
individuos dissdmico; T21M: Amostras de DNA de individuos com
trissomia 21 materna; hESCD21: Amostra de DNA de linhagens
embrionérias humanas dissémicas.
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O fragmento 254 WRB-DMR avaliado no presente estudo, delimita uma regiédo
gendmica onde estdo mapeados dois SNPs, rs2299739 e rs2244352. Para confirmar
0 padrdo de metilacdo alelo-especifica na WRB-DMR, estes dois SNPs foram
genotipados por SNUPE (single-nucleotide polymorphism primer extension) em

fragmentos gerados por DESM-PCR.

A técnica SNUPE, baseia-se na capacidade da DNA polimerase em inserir um
nucleotideo terminador (dideoxinucleotideo-ddNTP) e complementar ao polimorfismo
de interesse, a um iniciador hibridado adjacente ao SNP a ser investigado na fita
molde. Nessa técnica, ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP sdo marcados com diferentes
fluorescéncias, e cada primer estendido recebe a marcacdo correspondente ao
ddNTP incorporado, que por ser complementar, permite a identificagdo da variagéo
alélica em cada loco analisado. Os iniciadores para o ensaio WRB-DMR SNuPE estao

descritos no apéndice A.

Em um nucleo familiar dissémico, com genatipo informativo para o polimorfismo
rs2244352, metilacdo alelo especifica foi observada entre os alelos parentais, sendo a
metilacdo no loco WRB-DMR exclusivamente de origem materna (figura 47). Estes
resultados corroboram com os determinados pelos ensaios de metilagdo por DESM-

QFPCR em MHC e nos nucleos familiares trissémicos.
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Figura 47. Determinacdo do estado de metilagdo alelo-especifico na WRB-DMR através da
investigagdo do polimorfismo rs2244352 por SNuPE Hhal-McrBC. Em (A) perfil alélico parental
determinado para o nucleo familiar dissémico 1104, com homozigose no loco materno caracterizada
pelo alelo C_rs2244352 e heterozigose no loco paterno caracterizada pelos alelos C/A_rs2244352.
Em (B) na porcao superior, perfil alélico determinado para o individuo 1104F (filho) caracterizado
pelos alelos C _rs2244352 materno e A _rs2244352 paterno. Na porcdo inferior perfil alélico
determinado pelo ensaio SNUPE Hhal. Em condi¢cBes 6timas a enzima de restricdo Hhal cliva apenas
gDNA n&o metilado. A perda do alelo A_rs2244352 em 1104F no ensaio SNuPE Hhal indica auséncia
de metilagdo no loco paterno. Em (C) na por¢éo superior, petfil alélico determinado para o individuo
1104F caracterizado pelos alelos C_rs2244352 materno e A_rs2244352 paterno. Na porcao inferior
perfil alélico determinado pelo ensaio SNUPE McrBC. Em condi¢gBes 6timas a enzima de restricao
McrBC cliva apenas gDNA metilado. A perda do alelo C_rs2244352 em 1104F no ensaio SNuPE
McrBC indica presenca de metilacdo no loco materno. Os resultados observados nos ensaios SNuPE
Hhal-McrBC indicam que o estado de hemimetilag&do observado na WRB-DMR é estabelecido através
de metilacéo alelo-especifica no loco materno.
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Para a MAP3K7CL-cDMR foram investigados sitios CpG em dois fragmentos,
ambos mapeados na iCpG:41 do gene MAP3K7CL. O fragmento 255 MAP3K7CL
cDMR-4pr abrange uma regido de 255pb dentro do promotor de MAP3K7CL, onde
estdo mapeados dois sitios CpG-Hhal hemimetilados in silico. O fragmento
253 MAP3K7CL cDMR-4ex abrange um regido de 253pb dentro do éxonl do gene

MAP3K7CL, onde estdo mapeados trés sitios CpG-Hhal hemimetilados in silico.

Para a investigacdo dos sitios CpG-Hhal no fragmento 255 MAP3K7CL
cDMR-4pr, DESM-QFPCR foi realizada em amostras de DNA obtidas de 11
individuos, sendo 3 individuos com trissomia 21 materna (T21M), 3 com trissomia
paterna (T21P), e 5 individuos dissébmicos (D21). O estado de metilagcdo do
fragmento 255 MAP3K7CL cDMR-4pr variou de 45 a 58% no grupo materno, 43 a
53% no grupo paterno, e 40 a 50% no grupo dissémico. O percentual de metilacao

determinado para os trés grupos estudados estéo descritos nas tabelas 11 e 12.

Tabela 11. Estado de metilacdo do fragmento 255 MAPK7CL cDMR-4pr em
amostra de DNA de individuos trissémicos.

Casos NDJ RpO (%) Rpl (%) Rp2 (%) Média (%) Estado de Metilagdo
854 Materna 43,1 54,6 38,6 45,4 Hemimetilado
865 Paterna 53,6 47,3 59,5 53,4 Hemimetilado
869 Materna 51,5 56,5 53,6 53,8 Hemimetilado
884 Paterna 47,8 48 43,8 46,5 Hemimetilado
889 Materna 52,8 * 64,1 58,4 Hemimetilado
901 Paterna 41,1 41,4 46,6 43,0 Hemimetilado

NDJ: N&o disjuncéo; RP: Replicata.
(*) Amplificac&o de baixa qualidade.
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Tabela 12. Estado de metilacdo do fragmento 255 MAPK7CL cDMR-4pr em
amostra de DNA de individuos dissémicos.

Casos Amostra Metilagao (%) Estado de Metilagao
301 Leucdcito 40,4 Hemimetilado
352 Leucdcito 45,8 Hemimetilado
356 Leucécito 45,8 Hemimetilado
1251 Leucdcito 50,5 Hemimetilado
1628 Leucdcito 47,6 Hemimetilado

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes no estado de
metilacdo do fragmento 255 MAP3K7CL cDMR-4pr no grupo de trissébmicos
(p=0.3733). Resultado semelhante foi observado quando os trés grupos foram

comparados (p=0.2498), grafico 3.
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Gréfico 3. Percentual de metilagdo do loco MAP3K7CL cDMR-4pr.
D21: Individuos dissémicos; T21M: Individuos com trissomia 21
materna; T21P: Individuos com trissomia 21 paterna. N&do houve
diferencas significativas no estado de metilagdo nos grupos avaliados,
D21xT21MxT21P (ANOVA: p=0.2428) e T21MxT21P (T-student:
p=0.3733).
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Nas figuras 48, 49 e 50 estdo representados os perfis de hemimetilacéo,

observados para o loco MAP3K7CL cDMR-4pr no presente estudo.

O fragmento 255 MAP3K7CL cDMR-4pr avaliado no presente estudo,
delimita uma regido gendmica onde estd mapeado o SNP rs2853831. Para
investigar o padrdo de metilacdo entre os alelos parentais na MAP3K7cl cDMR-4,
este SNP foi genotipado por SNuPE (single-nucleotide polymorphism primer
extension) em fragmentos gerados por DESM-PCR. O iniciador para o ensaio
MAP3K7cl cDMR-4 esta descrito no apéndice A. Na figura 51, esta representado o
perfil alélico para o polimorfismo rs2853831, determinado em um individuo

dissébmico e na linhagem embrionaria HUES-1.
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Figura 48. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a MAP3K7CL cDMR-4pr
determinado para o individuo dissémico 301F. Em (A) perfil alélico determinado para os locos CP
(249pb), MAP3K7CL cDMR-4pr (255pb) e NC (271pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio referéncia).
Em (B) perfil alélico observado pos-tratamento com a enzima de restricdo sensivel a metilagdo Hhal
(ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se as informacdes
sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o
percentual de metilacdo do fragmento alvo é dado pela razdo do somatério da area do fragmento alvo
em relacdo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia e teste. Para a amostra 301F
percentual médio de metilagdo entre os 2 sitios CpG-Hhal investigados foi de 40,5%. O estado de
metilacdo observado para 301F no loco MAP3K7CL cDMR-4pr é hemimetilado.
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Figura 49. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a MAP3K7CL cDMR-4pr
determinado para o individuo 869 com trissomia 21 materna. Em (A) perfil alélico determinado
para os locos CP (249pb), MAP3K7CL cDMR-4pr (255pb) e NC (271pb) pré-tratamento enzimatico
(ensaio referéncia). Em (B) perfil alélico observado pés-tratamento com a enzima de restricao
sensivel a metilacdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia,
encontram-se as informacdes sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos
analisados. No ensaio DESM-QFPCR o percentual de metilagdo do fragmento alvo é dado pela razdo
do somatoério da area do fragmento alvo em relagdo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia
e teste. Para a amostra 869 percentual médio de metilagdo entre os 2 sitios CpG-Hhal investigados

foi de 51,5%.

hemimetilado.

O estado de metilacdo observado para 869 no loco MAP3K7CL cDMR-4pr é
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Figura 50. Eletroferograma do perfil de metilagdo observado para a MAP3K7CL cDMR-4pr
determinado para o individuo 884 com trissomia 21 paterna. Em (A) perfil alélico determinado
para os locos CP (249pb), MAP3K7CL cDMR-4pr (255pb) e NC (271pb) pré-tratamento enzimatico
(ensaio referéncia). Em (B) perfil alélico observado poés-tratamento com a enzima de restricdo
sensivel a metilacdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia,
encontram-se as informagcfes sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos
analisados. No ensaio DESM-QFPCR o percentual de metilacdo do fragmento alvo é dado pela razédo
do somatoério da area do fragmento alvo em relagéo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia
e teste. Para a amostra 884 percentual médio de metilagdo entre os 2 sitios CpG-Hhal investigados
foi de 47,8%. O estado de metilacdo observado para 884 no loco MAP3K7CL cDMR-4pr é

hemimetilado.
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Figura 51. Determinacdo do padrdo de metilacdo dos alelos parentais na MAP3K7CL cDMR-4 através da
genotipagem do polimorfismo rs2853831 por SNuPE Hhal. Em (A) perfil alélico determinado para a o individuo
dissdbmico 301F, em amostras tratadas e nao tratadas com a enzima de restricdo sensivel a metilagao Hhal . Em (B) perfil
alélico determinado para a linhagem embrionaria HUES-1, em amostras tratadas e ndo tratadas com a enzima de restricdo
sensivel a metilacdo Hhal. Em condi¢cdes oOtimas a enzima de restricdo Hhal cliva apenas gDNA ndo metilado. A
manutengdo dos alelos parentais apos tratamento com Hhal em ambos os ensaios, indicam presenca de metilagdo em
ambos os alelos G/C. Este resultado sugere que o estado de hemimetilacdo observado na MAP3K7CL cDMR-4 é
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estabelecido através perda e/ou ganho de metilagdo em ambos os alelos parentais.
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Para a investigacdo dos sitios CpG-Hhal no fragmento 253 _MAP3K7CL
cDMR-4ex, DESM-QFPCR foi realizada em amostras de DNA obtidas de 11
individuos, sendo 3 individuos com trissomia 21 materna (T21M), 4 com trissomia
paterna (T21P), e 4 individuos dissdbmicos (D21). O estado de metilacdo do
fragmento 253 MAP3K7CL cDMR-4pr nas amostras avaliadas variou de 38 a 66%
no grupo materno, 31 a 51% no grupo paterno, e 38 a 51% no grupo dissémico. O
percentual de metilacdo determinados para as replicatas dos trés grupos avaliados

estao descritos nas tabelas 13 e 14.

Tabela 13. Estado de metilagdo do fragmento 253 _MAPK7CL cDMR-4ex em
amostra de DNA de individuos trissomicos.

Casos NDJ RpO0 (%) Rp1 (%) Rp2 (%) Média (%) Estado de Metilagao
242 Paterna 52,9 50,3 51,8 51,7 Hemimetilado
854 Materna 36,2 41,7 36,0 38,0 Hemimetilado
865 Paterna * 33,8 42,7 38,2 Hemimetilado
869 Materna * 62,5 71,2 66,8 Hipermetilado
884 Paterna 54,2 41,4 56,2 50,6 Hemimetilado
889 Materna 49,2 47,5 56,8 51,2 Hemimetilado
901 Paterna 50,3 42,6 38,8 439 Hemimetilado

NDJ: Nao disjuncéo; RP: Replicata.
(*) Amplificac&o de baixa qualidade.

Tabela 14. Estado de metilacdo do fragmento 253 MAPK7CL cDMR-4ex em
amostra de DNA de individuos dissémicos.

Casos RpO (%) Rp1 (%) Rp2 (%) Média (%) Estado de Metilagdo
301 49,8 50,4 46,8 49,0 Hemimetilado
352 29,8 24,3 23,6 25,9 Hipometilado
356 51,2 46,9 * 49,0 Hemimetilado
902 69,0 61,8 62,0 64,3 Hemimetilado
1104 41,3 45,4 47,4 44,7 Hemimetilado
1639 57,4 * 68,4 62,9 Hemimetilado

RP: Replicata.

(*) Amplificacdo de baixa qualidade.
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N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativos no estado de
metilacdo do fragmento 253 MAP3K7CL cDMR-4ex no grupo de trissémicos
(p=0.8185). Resultado semelhante foi observado quando os trés grupos foram

comparados (p=0.4886), grafico 4.

1004 , i
904 ANOVA (p=0.8185)
80
X 70-
§ —_—
Z  60-
S 50-
()
x% 40+ —_— —
30
E S—— L 1
20 T-student (p=0.4886)
10-
0 T T 1
N

Gréfico 4. Percentual de metilagcdo do loco MAP3K7CL cDMR-4ex.
D21: Individuos dissdmicos; T21M: Individuos com trissomia 21 materna,;
T21P: Individuos com trissomia 21 paterna. Ndo houve diferencas
significativas no estado de metilagdo nos grupos avaliados,
D21xT21MxT21P (ANOVA: p=0.8185) e T21MxT21P (T-student:
p=0.4886).

Nas figuras 52, 53 e 54 estdo representados os perfis de hemimetilacéo,
observados para o loco MAP3K7CL cDMR-4ex no presente estudo.
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Figura 52. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a MAP3K7CL cDMR-4ex
determinado para o individuo dissémico 1104F. Em (A) perfil alélico determinado para os locos CP
(249pb), MAP3K7CL cDMR-4ex (253pb) e NC (271pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio referéncia).
Em (B) perfil alélico observado pés-tratamento com a enzima de restricdo sensivel a metilagdo Hhal
(ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se as informacdes
sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o
percentual de metilacdo do fragmento alvo é dado pela razdo do somatério da &rea do fragmento alvo
em relagdo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia e teste. Para a amostra 1104F
percentual médio de metilacdo entre os 3 sitios CpG-Hhal investigados foi de 41,3%. O estado de
metilagcdo observado para 1104F no loco MAP3K7CL cDMR-4ex € hemimetilado.
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Figura 53. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a MAP3K7CL cDMR-4ex
determinado para o individuo 889 com trissomia 21 materna. Em (A) perfil alélico determinado
para os locos CP (249pb), MAP3K7CL cDMR-4ex (253pb) e NC (271pb) pré-tratamento enzimético
(ensaio referéncia). Em (B) perfil alélico observado pés-tratamento com a enzima de restricao
sensivel a metilacdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia,
encontram-se as informacdes sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos
analisados. No ensaio DESM-QFPCR o percentual de metilagédo do fragmento alvo é dado pela razao
do somatério da &rea do fragmento alvo em relacdo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia
e teste. Para a amostra 889 o percentual médio de metilagédo entre os 3 sitios CpG-Hhal investigados
foi de 49,2%. O estado de metilacdo observado para 889 no loco MAP3K7CL cDMR-4ex é
hemimetilado.
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Figura 54. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a MAP3K7CL cDMR-4ex
determinado para o individuo 242 com trissomia 21 paterna. Em (A) perfil alélico determinado
para os locos CP (249pb), MAP3K7CL cDMR-4ex (253pb) e NC (271pb) pré-tratamento enzimético
(ensaio referéncia). Em (B) perfil alélico observado poés-tratamento com a enzima de restricdo
sensivel a metilagdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia,
encontram-se as informagfes sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos
analisados. No ensaio DESM-QFPCR o percentual de metilacdo do fragmento alvo é dado pela razéo
do somatdrio da area do fragmento alvo em relagdo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia
e teste. Para a amostra 242 o percentual médio de metilagéo entre os 3 sitios CpG-Hhal investigados
foi de 50,3%. O estado de metilacdo observado para 242 no loco MAP3K7CL cDMR-4ex é

hemimetilado.
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6.9 Investigacdo da influéncia da origem parental da cépia extra do
cromossomo 21 no estado de metilacdo dos locos TMEM131 e RUNX1

Visando determinar a influéncia da origem parental da copia extra do
cromossomo 21 nas alteracdes do estado de metilagdo dos genes TMEM131 e
RUNX1 na condicdo de trissomia, foram gerados e aplicados na coorte de estudo
dois ensaios DESM-QFPCR e SNuPE Hhal/Hpall para a determinagao do perfil de
metilacéo e metilagéo alelo parental-especifico.

As sequéncias dos iniciadores para os ensaios DESM-QFPCR e SNuPE
Hhal/Hpall estdo descritos no apéndice A.

Para determinacdo do estado de metilacdo do loco TMEM131-DMR, foi
realizado o ensaio DESM-QFPCR, pelo qual foram investigados dois sitios CpG-
Hpall em amostras de DNA obtidas de seis individuos trissémicos (3 casos de
trissomia 21 materna e 3 caos de trissomia 21 paterna) e sete individuos dissbmicos

(controle).

Metilagdo diferencial do DNA, estatisticamente significante (p=0.0001) foi
observada no fragmento 253 TMEM131-DMR entre o grupo trissomico (T21) e o
grupo dissémico (D21). No grupo trissbmico o estado de metilacdo da regido
analisada foi hemimetilado, com uma meédia 40,7% de metilacdo nos pontos
investigados. Entre o grupo dissémico o estado de metilacdo da regido analisada foi
hipermetilado, com uma média 85,8% de metilacdo nos pontos investigados. Entre
0s grupos de individuos com trissomia 21 materna e trissomia 21 paterna nao foram
observadas diferencas significantes no estado de metilagcdo do fragmento analisado.
Na tabela 15 estdo descritos as replicatas do ensaio DESM-QFPCR para o
fragmento 253 TMEM131-DMR.
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Tabela 15. Percentual de metilacdo do fragmento 253 TMEM131-DMR.

Casos NDJ RpO (%) Rpl(%) Rp2(%) Média(%) Estado de Metilagao
301 Controle * 90,9 80,6 85,7 Hipermetilado
356 Controle 81,6 80,0 78,1 79,9 Hipermetilado
902 Controle 97,9 91,6 90,3 93,3 Hipermetilado
1046 Controle 74,7 89,1 * 81,9 Hipermetilado
1104 Controle 97,4 99,7 * 98,5 Hipermetilado
1251 Controle 82,6 95,6 83,0 87,1 Hipermetilado
1545 Controle 68,4 79,2 75,6 74,4 Hipermetilado
854 Materna 57,5 64,7 62,7 61,6 Hemimetilado
865 Paterna 37,7 39,1 36,2 37,7 Hemimetilado
869 Materna 26,8 29,7 33,4 30,0 Hipometilado
884 Paterna 50,7 40,2 42,5 44,5 Hemimetilado
889 Materna 50,7 42,7 52,7 48,7 Hemimetilado
901 Paterna 22,2 22,8 21,7 22,2 Hipometilado

NDJ: Néo disjuncéo; RP: Replicata.
(*) Amplificag&o de baixa qualidade.

O percentual de metilacdo na TMEM131-DMR entre os grupos avaliados

estdo plotados no gréfico 5.
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Grafico 5. Percentual de metilacdo no loco TMEM131-DMR. D21
Individuos diss6micos; T21M: Individuos com trissomia 21 materna;
T21P: Individuos com trissomia 21 paterna. Diferencas
estatisticamente significante foram observadas entre os grupos
avaliados D21xT21MxT21P (ANOVA: P=0.0001). Entre 0s grupos
T21MxT21 ndo houve diferencas estatisticamente significante (T-
student: P=0.3493) no estado de metilacéo do loco TMEM131-DMR.

Nas figuras 55, 56 e 57 estdo representados os perfis de metilacdo
determinados para o fragmento 253 TMEM131-DMR nos grupos dissdmico e

trissémicos, respectivamente.
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Figura 55. Eletroferograma do perfil de metilagdo observado para a TMEM131-DMR
determinado para a amostra dissdmica 301. Em (A) perfil alélico determinado para os locos CP
(248pb), TMEM131-DMR (254pb) e NC (269pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio referéncia). Em
(B) perfil alélico observado pos-tratamento com a enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hpall
(ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se as informacgdes
sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o
percentual de metilacdo do fragmento alvo € dado pela razdo do somatério da area do fragmento alvo
em relacdo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia e teste. Para a amostra 301 a razao
observada foi de 1:1,100. Estes resultados indicam um percentual médio de 90,9% de metilagdo entre
os 2 sitios Hpall-CpG investigados na TMEM131-DMR. O estado de metilagdo apresentado para
amostra dissdmica 301 é hipermetilado.
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Figura 56. Eletroferograma do perfil de metilagdo observado para a TMEM131-DMR
determinado para a replicata 0 da amostra 854 com trissomia 21 materna. Em (A) perfil alélico
determinado para os locos CP (249pb), TMEM131-DMR (253pb) e NC (270pb) pré-tratamento
enzimatico (ensaio referéncia). Em (B) perfil alélico observado pdés-tratamento com a enzima de
restricdo sensivel a metilacdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de
fluorescéncia, encontram-se as informacdes sobre os valores em tamanho, area e altura, dos
fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o percentual de metilagdo do fragmento alvo é
dado pela razdo do somatério da area do fragmento alvo em relagdo ao fragmento controle entre os
ensaios referéncia e teste. Para a amostra 854 RpO a raz&o observada foi de 1:1,738. Estes
resultados indicam um percentual médio de 57,5% de metilacdo entre os 2 sitios Hpall-CpG
investigados na TMEM131-DMR. O estado de metilacdo apresentado para amostra 854 com
trissomia paterna € hemimetilado.
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Figura 57. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a TMEM131-DMR
determinado para a replicata 1 da amostra 901 com trissomia 21 paterna. Em (A) perfil alélico
determinado para os locos CP (249pb), TMEM131-DMR (253pb) e NC (270pb) pré-tratamento
enzimatico (ensaio referéncia). Em (B) perfil alélico observado poOs-tratamento com a enzima de
restricdo sensivel a metilagdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de
fluorescéncia, encontram-se as informacfes sobre os valores em tamanho, area e altura, dos
fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o percentual de metilagdo do fragmento alvo é
dado pela razdo do somatorio da area do fragmento alvo em relagdo ao fragmento controle entre os
ensaios referéncia e teste. Para a amostra 901 Rpl a razdo observada foi de 1:4,394. Estes
resultados indicam um percentual médio de 22,8% de metilagdo entre os 2 sitios Hpall-CpG
investigados na TMEM131-DMR. O estado de metilacdo apresentado para amostra 901 com
trissomia paterna € hipometilado.

O fragmento 253_TMEM131-DMR, delimita uma regido gendmica onde estao
mapeados dois SNPs, rs2044458 e rs6760008. Para investigar o padrdo de
metilacdo alélica na TMEM131-DMR, estes dois SNPs foram genotipados por
SNUPE (single-nucleotide polymorphism primer extension) em fragmentos gerados
por DESM-PCR. Os iniciadores para o ensaio TMEM131-DMR SNuPE estédo

descritos no apéndice A.

A manutencdo de ambos os alelos parentais, para o0s polimorfismos
rs2044458 e rs6760008 em um individuo com trissomia materna apds o tratamento
enzimatico, revelou a presenca de metilacdo em ambos os alelos parentais,
afastando a predicdo de uma influéncia sob um padrédo de imprinting nas alteracoes
dos perfis de metilacdo, no gene TMEM131, observados na condicdo de trissomia,

figura 58.
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Figura 58. Determinagéo do padrdo de metilagdo dos alelos parentais na TMEM131-DMR através
da genotipagem dos polimorfismos rs6760008 e rs2044458 por SNuPE BstUI/Hhal. Em (A) perfil
alélico determinado para o individuo 889 com trissomia 21 materna, em amostras tratadas e néo
tratadas com a enzima de restricdo sensivel a metilagcdo BstUl. Em (B) perfil alélico determinado para o
individuo 901 com trissomia 21 paterna em amostras tratadas e nao tratadas com a enzima de
restricdo sensivel a metilacdo Hhal. Em condi¢bes étimas as enzimas de restricdo BstUl e Hhal clivam
apenas gDNA ndo metilado. A manutencdo dos alelos parentais apds tratamento com as enzimas
BstUl (A) e Hhal (B) em ambos os ensaios, indicam presenca de metilagdo em ambos os sistemas
alélicos G/A _rs6760008 e A/T_rs2044458. Este resultado sugere que o estado de hemimetilacdo e
hipometilacéo observados nestes individuos, séo estabelecidos por perda de metilagdo em ambos os

alelos parentais.

Para determinacdo do estado de metilacdo do loco RUNX1-DMR, foi realizado

0 ensaio DESM-QFPCR, pelo qual foram investigados quatro sitios CpG-Hhal em

amostras de DNA obtidas de seis individuos trissdmicos (3 casos de trissomia 21

materna e 3 caos de trissomia 21 paterna) e seis individuos dissémicos (controle).

Metilacdo diferencial do DNA, estatisticamente significante (p=0.0007) foi

observada no fragmento 253 RUNX1-DMR entre o grupo trissomico (T21) e o grupo

dissémico (D21). No grupo trissémico o estado de metilagdo da regido analisada foi

hipermetilado, com uma média 79,2% de metilacdo nos pontos investigados. Entre o

grupo dissébmico o estado de metilacdo da regido analisada foi essencialmente

hipometilado, com uma média 26,2% de metilagdo nos pontos investigados.
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Entre os grupos de individuos com trissomia 21 materna e trissomia 21
paterna ndo foram observadas diferencas significantes no estado de metilacdo do
fragmento analisado. Na tabela 16 estdo descritos as replicatas do ensaio DESM-
QFPCR para o fragmento 253 RUNX1-DMR.

Tabela 16. Percentual de metilagcdo do fragmento 253 _RUNX1-DMR.

Casos NDJ RpO (%) Rpl(%) Rp2(%) Média(%) Estadode Metilagao
301 Controle * 28,1 30,8 29,4 Hipometilado
356 Controle 21,0 23,1 25,4 23,2 Hipometilado
902 Controle 23,9 30,4 37,9 30,7 Hipometilado
1104 Controle 7,9 10,5 10,6 9,7 Hipometilado
1251 Controle 15,3 23,4 23,7 20,8 Hipometilado
1639 Controle 41,3 51,5 46,7 46,5 Hemimetilado
854 Materna 85,1 88,9 72,0 82,0 Hipermetilado
865 Paterna * 50,0 57,3 53,5 Hemimetilado
869 Materna 76,9 72,6 64,5 71,3 Hipermetilado
884 Paterna 99,8 99,9 99,9 99,9 Hipermetilado
889 Materna 91,7 90,2 * 90,9 Hipermetilado
901 Paterna 99,9 * 94,6 97,2 Hipermetilado

NDJ: N&o disjuncéo; RP: Replicata.
(*) Amplificac&o de baixa qualidade.

O percentual de metilacdo na RUNX1-DMR entre os grupos avaliados estdo

plotados no gréfico 6.
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Gréafico 6. Percentual de metilagdo no loco RUNX1-DMR. D21:
Individuos dissémicos; T21M: Individuos com trissomia 21 materna;
T21P: Individuos com trissomia 21 paterna. Diferencas
estatisticamente significante foram observadas entre 0s grupos
avaliados D21xT21MxT21P (ANOVA: P=0.0007). Entre os grupos
T21MxT21 ndo houve diferencas estatisticamente significante (T-
student: P=0.9008) no estado de metilacdo do loco RUNX1-DMR.

Nas figuras 59 e 60, estédo representados os perfis de metilacdo determinados
para o fragmento 253 RUNX1-DMR nos grupos dissébmico e trissémicos,

respectivamente.
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Figura 59. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a RUNX1-DMR determinado
para a replicata 1 da amostra dissémica 902. Em (A) perfil alélico determinado para os locos CP
(248pb), RUNX1-DMR (253pb) e NC (270pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio referéncia). Em (B)
perfil alélico observado poés-tratamento com a enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hhal (ensaio
teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se as informacg6es sobre os
valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos analisados. No ensaio DESM-QFPCR o
percentual de metilagao do fragmento alvo € dado pela razdo do somatério da area do fragmento alvo
em relagdo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia e teste. Para a amostra 902 a razdo
observada foi de 1:3,288. Estes resultados indicam um percentual médio de 30,4% de metilacédo entre
os 4 sitios Hhal-CpG investigados na RUNX1-DMR. O estado de metilagao apresentado para amostra
dissbmica 902 é hipometilado.
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Figura 60. Eletroferograma do perfil de metilacdo observado para a RUNX1-DMR determinado
para a replicata 1 da amostra 854 com trissomia 21 materna. Em (A) perfil alélico determinado
para os locos CP (248pb), RUNX1-DMR (253pb) e CN (270pb) pré-tratamento enzimatico (ensaio
referéncia). Em (B) perfil alélico observado poés-tratamento com a enzima de restricdo sensivel a
metilacdo Hhal (ensaio teste). Nas caixas de texto ligadas aos picos de fluorescéncia, encontram-se
as informacdes sobre os valores em tamanho, area e altura, dos fragmentos analisados. No ensaio
DESM-QFPCR o percentual de metilagao do fragmento alvo é dado pela razdo do somatério da area
do fragmento alvo em relacéo ao fragmento controle entre os ensaios referéncia e teste. Para a
amostra 854 Rp1 a razdo observada foi de 1:1,124. Estes resultados indicam um percentual médio de
88,9% de metilagdo entre os 4 sitios Hhal-CpG investigados na RUNX1-DMR. O estado de metilacdo
apresentado para amostra 854 com trissomia materna é hipermetilado.

Para investigar o padrdo de metilagdo alélica na RUNX1-DMR, foi gerado um
fragmento maior para esta regido, 636 RUNX1-DMR, o qual delimita uma regiédo
gendmica onde esta mapeado o SNP rs8126699. Este SNP foi genotipado por
SNUPE (single-nucleotide polymorphism primer extension) em fragmentos gerados
por DESM-PCR. Os iniciadores para o ensaio RUNX1-DMR SNuPE estdo descritos

no apéndice A.

A manutencdo de ambos os alelos parentais em um individuo com trissomia
materna apds o tratamento enzimatico, revelou a presenca de metilacdo em ambos
os alelos parentais, afastando a predicdo de uma influéncia sob um padrdo de
imprinting nas alteracfes dos perfis de metilagdo, no gene RUNX1, observados na

condicao de trissomia, figura 61.
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Figura 61. Determinacdo do padrdo de metilagcdo dos alelos parentais na RUNX1-
DMR através da genotipagem dos polimorfismos rs8126699 por SNuPE Hhal na
amostra 889 com trissomia materna. Em (A) e (D) perfis alélico determinados para os
genitores materno e paterno, respectivamente. Em (B) e (C) perfil alélico determinado
para o individuo trissdmico 889, em amostras tratadas e nao tratadas com a enzima de
restricdo sensivel a metilagdo Hhal. Em condi¢cbes 6timas a enzima de restricdo Hhal
cliva apenas gDNA ndo metilado. A manutencdo dos alelos parentais (C) apoés
tratamento com Hhal, indica presenca de metilagdo em ambos os alelos C/T. Este
resultado sugere que o estado de hipermetilacdo observado neste individuo, é
estabelecido por ganho de metilagdo em ambos os alelos parentais.
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6.10 Investigacédo do perfil transcricional do gene WRB

Para determinar o perfil transcricional alélico do gene WRB, foram
selecionados 3 polimorfismos SNPs, rs1060180, rs13230 e rs60490159 mapeados
na regidao 3 UTR do gene. Estes polimorfismos foram genotipados através da
técnica de minissequenciamento SNuUPE. O painel de iniciadores gerado para a

genotipagem dos trés polimorfismos estdo descritos no apéndice A.

Os polimorfismos rs106180, rs13230, e rs60490159 foram genotipados em
amostras pareadas de DNA/cDNA isoladas de células mononucleares de sangue
periférico em nudcleos familiares informativos. O perfil transcricional para estes

polimorfismos foi bialélico nas amostras avaliadas, figuras 62, 63 e 64.
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Figura 62. Perfil transcricional dos polimorfismos rs1060180, rs13230 e rs60490159 mapeados na
regido 3'UTR do gene WRB determinado para o nucleo familiar 1104. Em (A) e (D) perfil alélico
determinado em amostras de DNA dos genitores materno (1104M) e paterno (1104P), respectivamente. Em
(B) perfil alélico determinado para o individuo 1104F (filho) em amostra de DNA. Em (B) perfil transcricional
alélico determinado para o individuo 1104F em amostra de cDNA geradas a partir de amostra de RNA isolado
de leucécitos. A manutencgdo de heterozigose nos trés sistemas investigados, C/A_rs1060180, G/A_13220 e
A/T_rs60490159 em amostra de cDNA a partir de células mononucleares de sangue periférico indicam
expressdo de ambos os alelos parentais em tecido sanguineo para o gene WRB.
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Figura 63. Perfil transcricional do polimorfismo rs1060180 mapeado na regi&o
3'UTR do gene WRB determinado para o nucleo familiar 902. Em (A) e (D) perfil
alélico determinado em amostras de DNA dos genitores materno (902M) e paterno
(902P), respectivamente. Em (B) perfil alélico determinado para o individuo 902F (filho)
em amostra de DNA. Em (C) perfil transcricional alélico determinado para o individuo
902F em amostra de cDNA geradas a partir de amostra de RNA isolado de células
mononucleares de sangue periférico. A manutencdo da heterozigose C/A rs1060180
nas analises pareada DNA/cDNA indicam expressdo de ambos os alelos parentais em
tecido sanguineo para o gene WRB.
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Figura 64. Perfil Transcricional Alélico determinado para o polimorfismo rs1060180
mapeado no gene WRB. Eletroferograma representativo da amostra 301F pertencente
ao biorrepositério NUDIM. Na por¢éo superior, perfil heterozigético caracterizado pelos
alelos C/A para o polimorfismo rs1060180 determinado em amostra de DNA. Na porc¢ao
inferior, o perfil transcricional alélico determinado em amostra de cDNA. A transcri¢cdo
dos alelos C/A para o polimorfismo rs1060180 é indicativo de expressdo monoalélica do
gene WRB neste individuo.

Adicionalmente, simulando estgios iniciais do desenvolvimento humano,
seguindo o mesmo racional, os mesmos polimorfismos foram genotipados em
amostras pareadas de DNA/cDNA de cinco linhagens embrionarias humanas,
HUES-1 (46,XX), HES3 (46,XX), HUES-5 (46,XX), HUES-7 (46,XY) e HUES-15
(46,XX).

O gene WRB apresenta 7 isoformas, sendo os poucos estudos deste gene
voltados para duas importantes isoformas, a isoforma principal w001, e a isoforma
menor W004. A isoforma WO004 nao foi detectada por RT-PCR no presente em
amostras de RNA isolados de leucdcitos periféricos. Contudo, ambas isoformas
foram detectadas nas linhagens embrionarias HUES-1 e HUES-15. Perfis
transcricionais bialélicos para o polimorfismo rs1060180 foram observadas para
ambas as linhagens. Na figura 65 estdo representados os perfis alélicos observados
para ambas isoformas na linhagem HUES-1. Resultados idénticos, sugestivos de
expressao bialélica para o gene WRB foram observados para as demais linhagens

embrionarias avaliadas, figura 66.
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Figura 65. Perfil transcricional alélico determinado para o polimorfismo rs1060180 na linhagem
embrionaria HUES-1. Em (A) mapa fisico do gene WRB mapeado na banda cromossémica
21g22.2. Na porcao superior o transcrito maior W001 e na porc¢éo inferior o transcrito menor w004.
Em (B) perfil alélico determinado para o polimorfismo rs1060180 em amostra de DNA da linhagem
hESC1. Em (C) duplicata do ensaio RT-PCR para os transcritos variantes w001 e w004 do gene
WRB, nas raias 1 e 3 fragmentos especificos para o transcrito w001; nas raias 2 e 4 fragmentos
especificos para o transcrito w004. Em (D) perfil bialélico determinado para ambos transcritos. Em (E)
perfil bialélico determinado para o transcrito variante w004. Estes resultados indicam expressao
bialélica do gene WRB em células-tronco embrionarias.
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Figura 66. Perfil transcricional alélico
rs1060180 mapeado nas linhagens HES3, HUES-5, HUES-7 e HUES-15. Em (A)
perfil alélico determinado para linhagem HES3. Em (B) perfil alélico determinado para a
linhagem HUES-5. Em (C) perfil alélico determinado para a linhagem HUES-7. Em (D)
perfil alélico determinado para a linhagem HUES-15. A manutencéo da heterozigose
C/A_rs1060180 caracteriza a transcricdo de ambos os alelos parentais. Estes
resultados indicam expressdao em um sistema bialélico do gene WRB em linhagens de

células-tronco embrionarias humanas.
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7. DISCUSSAO

A presenca de um cromossomo extra, influenciando a transcricdo global do
genoma, faz da trissomia 21 um classico modelo de alteragdo da expressédo génica
(Letourneau et al., 2014). De acordo com a “hipotese de genes sensiveis a
dosagem”, a aquisicdo de mais um alelo funcional no estado de trissomia atua
promovendo uma variacdo na expressdo génica, sendo essa o fator genético
apontado para o estabelecimento das manifestacdes fenotipicas que caracterizam a
sindrome de Down (Lyle et al., 2009; Wiseman et al., 2009).

Em genes sensiveis a dosagem, além dos fatores genéticos, uma variedade
de fatores epigenéticos podem influenciar o modo como cada alelo de um gene é
independentemente regulado. A expressdao monoalélica, ou exclusédo alélica, € um
mecanismo epigenético encontrado em genes sujeitos ao efeito de dosagem, e
consiste em um fendmeno ndo mendeliano de controle alelo-especifico (Nag et al.,
2013).

Os genes com expressdo monoalélica em humanos correspondem a pouco
mais de 10% do genoma funcional. A primeira observacdo de expressao
monoalélica no cromossomo 21 foi realizada em células B-linfoblastéides por
Gimelbrant e colaboradores (2007) envolvendo sete diferentes loci, incluindo o gene
APP, o0 qual a superexpressao no estado de trissomia esta associada com o inicio
precoce da doenca de Alzheimer em pacientes SD (Argellati et al., 2006; Nizetic et
al., 2015).

Interessantemente, um estudo envolvendo a investigacdo da heterogeneidade
fenotipica em 40 pacientes SD, com ndo disjuncdes de diferentes origens,
descreveu que enquanto caracteristicas como hipotonia e anormalidades
craniofaciais foram comuns em mais de 90% dos individuos estudados, as
cardiopatias congénitas foram mais frequentes em pacientes SD com uma coépia

extra do cromossomo 21 de origem materna (Muranjan et al., 2010).

Estes resultados sugerem que a heterogeneidade fenotipica observada na
trissomia 21 vai além da simples interacdo génica, e da presenca de genes
sensiveis a dosagem, mas também estd relacionada a ndo equivaléncia (sob

imprinting) dos genotipos parentais associados a manifestagéo fenotipica na SD.
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A primeira discussdo sobre a existéncia de genes sob imprinting no
cromossomo 21 foi realizada por Luedi e colaboradores (2007). Estes autores, por
andlise computacional comparada, desenvolveram dois algoritmos para identificacao
de novos genes sob imprinting. Em um universo de 20770 genes, 723 genes foram
preditos como candidatos a genes regulados por imprinting, sendo 156 destes com
alto valor de predicdo por dois algoritmos. Somente para o cromossomo 21, 15

genes foram preditos.

Desde a publicagcdo de predicdo de novos genes sujeitos ao imprinting por
Luedi e colaboradores (2007), poucos estudos tém focado na validacédo experimental

do padrao de expressao destes genes.

No presente estudo, focou-se no cromossomo 21, um alvo relevante, visto o
impacto clinico causado pela trissomia 21, aneuploidia autossémica mais frequente,
e principal causa de retardo mental em neonatos (Wiseman et al., 2009). Além do
mais, em termo de heterogeneidade fenotipica, a trissomia 21 torna-se um modelo
interessante a ser estudado dentro do cenario de imprinting, uma vez que a dissomia
uniparental gerada pela aquisicdo de uma coOpia cromossémica extra, conduziria a
diferentes efeitos fenotipicos no acometido, através do desbalangco de genes
regulados por imprinting.

Neste trabalho, visando fornecer evidéncia quanto a predicdo de imprinting no
cromossomo 21, foram selecionados nove genes como alvos do estudo, cinco genes
preditos ao imprinting paterno, OLIG2, ADARB1, COL6A1, MCM3AP e DIP2A, e
quatro genes preditos ao imprinting materno, KRTAP6-2, SIM2, IGSF5 e S100B
(Luedi et al., 2007).

Os perfis de expressdo dos genes alvos foram determinados por genotipagem
de 18 polimorfismos por SNUPE multiplex em amostras pareadas de DNA, e cDNA
geradas a partir de RNA isolado de células mononucleares de sangue periférico
(linfécitos T, linfocitos B, células NK e mondcitos) de sete individuos adultos,

saudaveis, na faixa etaria de 24-52 anos.

Em todos os polimorfismos informativos genotipados, o perfil transcricional foi
sugestivo de expressao bialélica, porém ndo em todos os individuos estudados.
Para os genes OLIG2, IGSF5, COL6A1, MCM3AP, DIP2A e S100B foram

observados também perfil transcricional monoalélico. Interessantemente, para 0s
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trés individuos com gendtipos informativos para o polimorfismo rs113467703,
mapeado no gene KRTAP6-2, foi observado transcricdo bialélica, contudo com
transcricdo preferencial de um (alelo T) dos dois alelos parentais identificados,

sugerindo uma expressao alélica enviesada.

O perfil transcricional bialélico pode ser interpretado como um resultado da
expressdo monoalélica aleatoria em diferentes linhagens celulares e/ou na mesma
linhagem celular por um processo de regulacdo dinamica. Um bom exemplo de
expressdo monoalélica dindmica é o gene Nanog murino, essencial para aquisicao
do estado de pluripoténcia no periodo embrionario. Em estagios iniciais (2-8 células)
a expressao de Nanog é essencialmente monoalélica, seguindo uma transi¢ao para
o estado de expressdao bialélica até o0 momento da implantacdo, quando a expressao

monoalélica é retomada (Miyanari e Torres-Padilla, 2012)

No conjunto, os dados sugerem que esses genes nao estdo sujeitos ao
imprinting gendmico na linhagem hematopoiética, mas sim a expressao monoalélica

diferencial entre individuos.

Visando inferir o perfil transcricional dos genes alvos em estégios iniciais do
desenvolvimento, os mesmos 18 polimorfismos foram genotipados em amostras
pareadas de DNA, e cDNA de cinco linhagens de células-tronco embrionarias
humanas, HUES-1 (46,XX), HES3 (46,XX), HUES-5 (46,XX), HUES-7 (46,XY) e
HUES-15 (46,XX). O estado indiferenciado dessas linhagens foi confirmado pela
presenca do transcrito XACT através da genotipagem dos polimorfismos rs5929175
e rs5929410 nas linhagens femininas. O gene XACT, mapeado no cromossomo X,
transcreve um longo RNA intergénico ndo codificador (incRNA XACT), o qual foi
recentemente descrito como diferencialmente expresso em células embrionarias,

relacionado com o estado de pluripoténcia (Vallot et al., 2013).

A genotipagem dos polimorfismos alvos permitiu a determinacdo do perfil
transcricional de cada gene avaliado, exceto para o gene OLIG2 ndo foram
detectados transcritos nas cinco linhagens estudadas. Para os polimorfismos
informativos mapeados nos genes KRTAP6-2, SIM2, ADARB1, COL6A1, MCM3AP,
DIP2A e S100B o perfil transcricional foi bialélico, porém ndo em todas as linhagens.
Para os genes ADARB1 e COL6A1, foi observado também perfil transcricional

monoalélico.
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Para o gene IGSF5, foi detectado o transcrito apenas na linhagem HUES-1, e
o perfil transcricional determinado para este gene foi monoalélico. Contudo, por falta
de informacdes sobre as outras linhagens, e auséncia do gendtipo parental, o
resultado encontrado para o gene IGSF5 nesta linhagem nédo é conclusivo dentro do

contexto de predicdo de imprinting para este gene.

Interessantemente, assim como observado nas células mononucleares de
sangue periférico, transcricdo bialélica do polimorfismo rs113467703 do gene
KRTAPG6-2, com transcricdo preferencial de um de dois alelos parentais, sugestivo

de expresséo bialélica enviesada, foi observada na linhagem HUES-15.

Os resultados obtidos em linhagens HUES-1, HES3, HUES-5, HUES-7 e
HUES-15 corroboram com os achados em células mononucleares de sangue
periférico. Pressuposto que a regulacdo génica por imprinting segue um padréao
constitutivo de expressdao monoalélica, o qual € propagado clonalmente de modo
estavel (Proudhon e Bourc'his, 2010), estes resultados indicam que 0s genes
KRTAP6-2, SIM2, ADARB1, COL6A1, MCM3AP, DIP2A e S100B néo séo regulados
por imprinting em linhagens de células-tronco embrionarias e, portanto, em fases

iniciais do desenvolvimento.

Em busca de novos candidatos a genes sujeitos ao imprinting, no presente
estudo foi realizada uma varredura no cromossomo 21 para a identificacdo de
assinaturas comuns a genes com expressao alelo-parental especifica. Em termos
gerais, a expressao monoalélica dependente da origem parental, isto é sob
imprinting, esta correlacionada com o estado hemizigético de metilagdo nas regides

promotoras ou controladoras de imprinting (ICRs) (Hackett e Surani, 2013).

Neste contexto, através da analise de 62 projetos metilomas, plotados em
uma plataforma customizada do UCSC Browser, tendo como parametro de pré-
selecdo a intersecdo de perfis de hemimetilacdo em pelo menos um ponto para
quatro projetos metilomas (CD133HSC-Neutrdfilo; IMR90-Linfocito B; Neutroéfilo-
IMR9O0; Linfocito B-Neutréfilo), foram identificadas 16 sequéncias candidatas a
regides diferencialmente metiladas (cDMRSs), incluindo iCG:41 do gene MAP3K7CL,
regido que se estende do promotor ao exon 1 deste gene, e a iCG:27 localizada na

regidao intrénica do transcrito w001 e regido promotora da isoforma w004 do gene
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WRB, a qual foi recentemente validada como uma DMR no cromossomo 21
(Docherty et al., 2014).

A investigacdo in silico da MAP3K7CL cDMR-4 revelou para esta regiao
assinaturas sugestivas de uma DMR secundéaria (originada ap0s a fertilizacao), visto
a hipometilacdo em gametas e hemimetilacdo em tecidos somaticos, informacoes
estas, obtidas através da analise comparada dos projetos metilomas plotados na
plataforma de estudo.

Utilizando um ensaio rapido de digestdo enzimatica associada a PCR
guantitativa por fluorescéncia (DESM-QFPCR), onde a conversdao do DNA por
bissulfito ndo é necessaria, o estado de metilacdo em dois fragmentos localizados
na MAP3K7CL cDMR-4, 255 MAP3K7CL cDMR-4pr e 253 _MAP3K7CL cDMR-4ex,
foram determinados como sendo essencialmente hemimetilado em amostras de
DNA de individuos dissémicos e individuos trissémicos com néo disjuncao de origem

materna ou paterna.

Entre os grupos analisados, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes no estado de metilagdo de ambos os fragmentos
analisados, 255 MAP3K7CL cDMR-4pr (ANOVA: p=0.2498) e 253 MAP3K7CL
cDMR-4ex (ANOVA: p=0.8185). Adicionalmente, a genotipagem do polimorfismo
rs2853831 no fragmento 255 MAP3K7CL cDMR-4pr, permitiu confirmar a presenca

de metilagao nos alelos maternos e paternos.

Portanto o perfil hemimetilado observado in silico e experimentalmente nos
trés grupos estudados deve ser interpretado como perdas e/ou ganhos de metilacao
em ambos os alelos parentais. Este mecanismo é estavel e ndo influenciado pela
copia extra do cromossomo 21, uma vez que ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes nos perfis de metilagcdo entre os grupos dissémicos e

trissbmicos.

Contudo, mesmo com a exclusdo da MAP3K7CL cDMR-4 como uma
verdadeira DMR, o método de predigdo aplicado no presente estudo mostrou-se
eficaz na identificacdo de regides hemimetiladas candidatas a regifes
diferencialmente metiladas no cromossomo 21, haja visto, que a WRB-DMR,

também foi detectada pelos nossos critérios de predicéo.
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A WRB-DMR foi primeiramente descrita por Docherty e colaboradores (2014).
Em seu trabalho, os autores determinaram para essa regido o estado de
hemimetilagdo em individuos dissémicos. Adicionalmente, hipermetilagdo e
hipometilagdo foram observados em 31/33 e 2/33 pacientes com trissomia 21,
respectivamente. Em um cenario onde a origem parental da coépia extra do
cromossomo 21 era desconhecida, os autores atribuiram o estado de hipermetilacéo
observado na WRB-DMR a metilacdo exclusiva dos alelos maternos, dado a maior

prevaléncia de casos de trissomia 21 materna (95%).

No presente estudo, utilizando um ensaio rapido, especifico para a WRB-
DMR (WRB-DESM-QFPCR), o perfil de metilagdo desta regido foi determinado
através da analise do fragmento 254 WRB-DMR em uma coorte de 33 individuos,
sendo 15 individuos com trissomia materna, seis com trissomia paterna, e 12
individuos dissémicos. A origem parental da ndo disjuncdo na coorte estudada foi
previamente determinada através da andlise de segregacdo de marcadores STRs

nos nucleos familiares.

Diferencas estatisticamente significantes no estado de metilacdo do
fragmento 254 WRB-DMR (ANOVA, p<0.0001) foi observado entre os trés grupos
avaliados. O estado de hemimetilacdo foi determinado para o grupo dissdmico,
enquanto o estado de hipometilagcao e hipermetilagdo foram observados nos grupos

com trissomia 21 paterna e materna, respectivamente.

As alteracbes epigenéticas dependente da origem parental como efeito da
cbpia extra do cromossomo 21, encontradas na WRB-DMR na coorte estudada,
estdo de acordo com a descrigao do perfil de metilagdo sob imprinting nesta regiao

por Docherty e colaboradores em 2014.

Adicionalmente, a genotipagem do polimorfismo rs2244352 no fragmento
254 WRB-DMR, permitiu comprovar experimentalmente a metilacdo exclusiva do
alelo materno na WRB-DMR.

A presenca de uma copia extra do cromossomo 21, por si sO, pode afetar
diferencialmente, de maneira global, os perfis de metilacdo em diversos sitios CpGs.
Estudos recentes tém demonstrado o surgimento de novas DMRs no genoma
humano na condicdo de trissomia 21 (Kerkel et al., 2010; Jones et al., 2013; Bacalini

et al., 2015). Contudo, sem qualquer investigacdo mais aprofundada sobre o modelo
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envolvido no estabelecimento dessas regides, se estes efeitos ocorrem de modo
dependente (sob imprinting) ou independente da origem parental do cromossomo 21

nao disjunto.

No presente estudo, investigamos duas principais DMRs estabelecidas na
trissomia 21, a TMEM131-DMR originada por um efeito em trans, a qual esta
localizada no promotor do gene TMEM131 no cromossomo 2 (Kerkel et al., 2010), e
a RUNX1-DMR originada por um efeito em cis, a qual esté localizada no éxon 1 do
gene RUNX1 no cromossomo 21 (Jones et al., 2013; Bacalini et al., 2015).

Diferencas, estatisticamente significantes, no estado de metilacdo da
TMEM131-DMR foram observadas entre os subgrupos da coorte estudada. Analise
do percentual de metilagdo do fragmento 253_TMEM131-DMR revelou um estado
de hemimetilacdo em individuos trissémicos (%me=0,407), e hipermetilacdo em

individuos dissémicos (%me=0,858).

Dentro do grupo de trissémicos, o perfil de metilacdo nos pontos analisados
na TMEM131-DMR néo exibiram diferencas significativas entre os individuos com
nao disjuncdo de origem materna e paterna (T-student: p=0.3493). A genotipagem
dos polimorfismos rs2044458 e rs6760008 na TMEM131-DMR, permitiu confirmar a
presenca de metilacdo em ambos os alelos parentais, afastando assim, a hipotese

de um padrdo de metilacao sob imprinting nesta regiao.

Diferengas estatisticamente significantes no estado de metilacdo também
foram observadas na RUNX1-DMR entre os subgrupos da coorte estudada. Analise
do percentual de metilagcdo do fragmento 253 RUNX1-DMR revelou um estado de
hipermetilacdo em individuos trissémicos (%me=0,729), e hipometilacdo em
individuos diss6micos (%me=0,262).

Dentro do grupo de trissémicos, o perfil de metilacdo nos pontos analisados
na RUNX1-DMR nao exibiram diferencas significativas entre os individuos com nao
disjuncdo de origem materna e paterna (T-student: p=0.9008). A genotipagem do
polimorfismo rs8126699 na RUNX1-DMR, permitiu confirmar a presenca de
metilacdo em ambos os alelos parentais, afastando, assim como para a TMEM131-

DMR, a hipotese de um padrao de metilagdo sob imprinting nesta regiao.
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Contudo, a metilacdo especifica ao alelo materna observada para a WRB-
DMR caracteriza essa regido como uma verdadeira DMR no contexto de imprinting.
A existéncia de uma DMR no gene WRB, faz deste gene um potencial candidato ao

primeiro gene regulado por imprinting no cromossomo 21.

A primeira correlacdo do estado metilacao alelo especifica de origem materna
na WRB-DMR com perfil transcricional monoalélico, foi também descrita por
Docherty e colaboradores em 2014. Contudo, com a genotipagem do polimorfismo
rs1060180 em tecidos embrionarios, esses autores encontraram em um mesmo
embrido permutacbes das possibilidades de transcricdo alélica para o sistema
analisado. Transcricdo bialélica foi observada em medula espinhal, enquanto
transcricdo monoalélica enviesada quanto a origem parental foi observada em
musculo esquelético e aorta. Esses resultados contrapdem ao conceito classico de
imprinting, pelo qual, apenas um de dois alelos parentais é expresso em um sistema

monoalélico origem parental dependente (Koerner e Barlow, 2010).

Os resultados obtidos por Docherty e colaboradores (2014), ndo invalidam a
predicdo de imprinting para o gene WRB, e poderiam ser interpretados como
expressao de diferentes transcritos com diferentes perfis de expressdo monoalélica.
Perfis monoalélicos por expressdo aleatoria, e perfis monoalélicos governados por

imprinting.

O gene WRB possui duas isoformas importantes, uma isoforma maior w001 e
uma isoforma menor w004. Dado a localizagdo da WRB-DMR, co-localizada com o
intron 1 da isoforma w001 e a regido promotora da isoforma menor w004,
inicialmente foi especulado que a WRB-DMR atuasse na isoforma menor, na
manutencdo ou regulacdo do imprinting de modo isoforma especifica, assim como

descrito para o gene, sob imprinting materno, MEST (Kamei et al., 2007).

Interessantemente, fortalecendo esta hipotese, a caracterizacdo in silico do
gene WRB, revelou uma assinatura em proteinas histonas comum ao gene MEST
(figura 67), consistente com um enriquecimento de 17 modificacbes associadas a
ativagao transcricional (H2BK120ac, H2BK20ac, H2BK12ac, H2BK5ac, H4K91lac,
H4K8ac, H4K5ac, H3K36ac, H3K27ac, H3K18ac, H3K9ac, H3K4ac, H3K9mel,
H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3 e H2A.Z) no promotor hipometilado da isoforma

maior, a qual no gene MEST, apresenta expressao bialélica, e auséncia dessas
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modificagdes no promotor hemimetilado da isoforma menor, a qual no gene MEST,

exibe um perfil de expressdo monoalélica.
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Figura 67. Anélise computacional comparada dos padrdes de modica¢gbes de histonas e perfis de metilagdo nos genes MEST e WRB. Na porcdo
superior, representac¢é@o grafica da distribuicdo das histonas modificadas para o gene sob imprinting materno, MEST (A) e o gene candidato ao imprinting
materno, WRB (B). Na porcéo inferior, perfis de metilagdo em trés projetos metilomas (espermatozoide, odécito e blastocisto) para os genes MEST (A) e WRB

(B).
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No presente estudo, o perfil transcricional do gene WRB foi investigado
através da genotipagem dos polimorfismos rs1060180, 13220 e rs60490159 em
amostras de cDNA geradas a partir de células mononucleares de sangue periférico e
linhagens de células tronco embrionarias. Em células mononucleares a isoforma
w004 nao foi expressa ou nao detectada por RT-PCR. Para a isoforma w001, em

células mononucleares, o perfil transcricional foi bialélico.

Em células-tronco embrionérias a presenca de ambos os transcritos foi
confirmada por RT-PCR. Em ensaio especifico para a isoforma w004 o perfil
transcricional foi igualmente bialélico, afastando assim a predicdo de imprinting
isoforma especifico para o gene WRB. Esses resultados afastam a predicao de
imprinting para o gene WRB nas linhagens celulares avaliadas, e sugerem que a
WRB-DMR atue de modo tecido-especifico, ou na regulagdo de outros genes que

nao o préprio gene WRB.

O estudo de imprinting € desafiador dado a complexidade deste fenbmeno.
Particularidades sobre a expressao monoalélica em genes sob imprinting séo
reconhecidas e estas englobam desde a expressdo monoalélica restrita a um
determinado transcrito entre uma série de variantes (Kosaki et al., 2000; Kamei et
al., 2007), a tecidos-especificos (Baran et al., 2015) ou estagios do desenvolvimento
(Babak et al., 2015; Baran et al., 2015).

Contudo, esta classe de genes é de grande importancia clinica, dado que
alteracdes genéticas e epigenéticas nestes genes sao a causa de diversas
sindromes humanas (Uyar e Seli, 2014), além de estar associada com algumas
neoplasias (Joyce e Schofield, 1998; Schofield et al., 2001; Feng et al., 2008; Zhao
et al., 2009; Ozaki et al., 2014; Barrow et al., 2015), as quais sO0 podem ser
completamente compreendidas através do correto mapeamento genético e
epigenético destes genes e seus elementos regulatdrios. No cromossomo 21, a
WRB-DMR pode ser a porta de entrada para um maior entendimento deste

fendbmeno.

Em resumo, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que, com
excecdo da WRB-DMR, as alteracOes epigenéticas estudadas ocorrem de maneira

independente da origem parental da copia extra do cromossomo 21, uma vez que,
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efeitos idénticos no estabelecimento de padrdes alterados de metilacdo do DNA

foram encontrados em genes arranjados em cis e trans.

Adicionalmente, os resultados alcangados neste estudo consistem na primeira
investigacao experimental da predicdo de imprinting genémico no cromossomo 21.
Embora a hipétese de imprinting para os genes KRTAP6-2, OLIG2, SIM2, IGSF5,
ADARB1, COL6A1, MCM3AP, DIP2A e S100B tenha sido afastada, o padrdo de
expressdo monoalélica randdmica demonstrado para os genes OLIG2, IGSF5,
COL6A1l, MCM3AP, DIP2A e S100B em tecido somatico, abre um novo campo de
estudo em SD, visto que, assim como os perfis alterados de expressao génica na
trissomia 21, a expressdo monoalélica em um modelo estocastico pode ser um fator

fortemente associado a heterogeneidade fenotipica apresentada na sindrome.
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CONCLUSOES

A secao customizada da plataforma UCSC elaborada nesse estudo, mostrou-
se altamente eficiente no rastreio de regides diferencialmente metiladas uma
vez que permitiu a identificacdo de 100% das gDMRs descritas, bem como
80% de todas DMRs ja conhecidas.

A MAP3K7CL-cDMR ndo € uma verdadeira DMR, sendo seu perfil de
hemimetilagdo estabelecido por perdas e ganhos de metilagdo em ambos o0s

alelos parentais.

O estado de hemimetilacdo observado na MAP3K7CL-cDMR4 ¢é um
mecanismo estavel e nao influenciado pela copia extra do cromossomo 21,
uma vez que nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes

nos perfis de metilacéo entre os grupos dissémicos e trissémicos.

As alteracdes epigenéticas nos genes TMEM131 e RUNX1, associadas com o
perfil de metilacdo diferencial, como efeito da copia extra do cromossomo 21

em pacientes SD, sédo estabelecidas independentemente da origem parental.

A confirmacdo da WRB-DMR é uma forte evidéncia da existéncia de genes

imprinting no cromossomo 21 ainda nao descrito.

A metilacdo alelo especifica de origem materna na WRB-DMR néo esta

relacionada com expressao alelo especifica no gene WRB.

O estado de metilacdo na WRB-DMR pode ser aplicado para o diagnéstico da
trissomia 21 e origem parental da ndo disjuncdo mesmo na auséncia de

amostras biolégicas dos genitores.

O gene WRB nédo é regulado por imprinting em células da linhagem

hematopoiética e linhagens de células-tronco embrionarias.

Os genes OLIG2, IGSF5, ADARB1, COL6A1, MCM3AP, DIP2A e S100B

apresentam um perfil de expressdo monoalélica estocastica.
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v' Dado a relevancia de uma DMR no cromossomo 21, e o impacto clinico da

alteracéao de imprinting, novos genes preditos devem ser estudados.

v' O estudo de imprinting é desafiador dado a complexidade deste fenébmeno,
gque englobam desde expressdo monoalélica restrita a um determinado
transcrito, a tecidos-especificos ou estagios do desenvolvimento. Neste

contexto, outros tecidos devem ser avaliados para os genes alvos.
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9. APENDICE A

Loco/gene dbSNP# Alelo Primers Caod. Amplimer  Sitio de restrigéo Experimento

6-FAM-ggtggaaatgaggcatgttt-Foward

D215369 gtgaaagaaaatggecttgg-Reverse

Q1 205 ph QF-PCR

PET-aaggacagaggcgtgtgttt-Foward

D2151993 gccgagattgcaccattact-Reverse

Q2 173 pb QF-PCR

VIC-tggttaggaaaaacactccaatg-Foward

D21514446264
ttgaacccaggaggtgga-Reverse

C1 205 pb QF-PCR

6-FAM-ttggccaacctcctttcct-Foward

D21514507484 ttcagtacctaagacaatctttgaca-Reverse

c2 235 pb QF-PCR

NED-gacctggctaattttcattttga-Foward

D21514591269
ggaggaaaaatgtgattcagg-Reverse

C3 308 pb QF-PCR

NED-ggagctgaagaacctgccta-Foward

D2151461821 ttcetgtctecteccctctt-Reverse

C4 210 pb QF-PCR

PET-tcccaggaggactaatccag-Foward

D21515368162
attgcctgagccccagag-Reverse

c5 362 pb QF-PCR

PET/FAM-cccaagtgaattgccttct-Foward

D21511 gtcaatgttctccagagacagac-Reverse

Q3 200 pb QF-PCR

NED-ttctttggaaaattgtttaggc-Foward

D21526583121
ctccacagcaagaagctttg-Reverse

Q4 399 pb QF-PCR

6-FAM-gatcaaggaaaccactctaagaca-Foward

D21S226 gtttgtgtetggtttcttttgc-Reverse

Q5 240 pb QF-PCR
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Loco/gene dbSNP# Alelo Primers Cod. Amplimer  Sitio de restri¢éo Experimento
VIC-ctatcccactgtattattcagggc-Foward i
D2151270 tgagtttccaggttgcaggtgaca-Reverse Q9 319pb QF-PCR
IENARL NED/PET-ccagtgtgttggggatattcta-Foward 06 188 pb QF-PCR
gagccgagattgagccac-Reverse
D21535642814 VIC-ttctaaaaaccgccacttge-Foward Q7 228 pb QF-PCR
aatggagggattggccttag-Reverse
NED-atgatgaatgcatagatggatg-Foward :
D2151411 aatgtgtgtccttccagge-Reverse Q8 298 pb QF-PCR
Ctagtagecagagecgoatc Revere D5 165pb
KRTAPG-2 rs2832955  G/A ccacagccacagaagaagcgggagec S6b  23pb SNUPE e RT-PCR
rs113467703 T/C ttttttttttttttttttttttggctatagetectgetgtgge S7b 48 pb
gacaagctaggaggcagtgg-Foward D17 292 pb
agttggtgagcatgaggatg-Reverse SNUPE
rs762178 TIC ttttttttttteteeeteetttttttttttttagacgacgaggtgctggacgagga S12b 56 pb
OLIG2 rs17854475 T/C tttttttttttttteettttttttttttttttttttttagttgcgegecageageagegtgg S13b  62pb
aaatcgcatccagattttcg-Foward
C8 595 pb
caccagtcgcttcatctcct-Reverse RT-PCR e SNUPE
rs762178 TIC ttttttttttttttettettttttttttttttagacgacgaggtgctggacgagga S12b 56 pb
rs17854475 TI/C ttttttttttteteettettetttttttttttttttttagttgcgcgecagecagcagegtag S13b 62 pb
atccatcttctttgccatgc-Foward D1 375 pb
tttttagctggagacgagcetg-Reverse SNUPE
rs2073416 TIC tttttttttttttttcgceattccagtttgtccatttggaa Slc 43 pb
SIM2 rs2073601 C/IA ttttttttttttttttttttaggtggeacgctttttcctgagcaca S19b  49pb
aacccttaccccccacag-Foward
C2c 386 pb
ggtggctctggaggatttt-Reverse RT-PCR e SNUPE
rs2073416 TIC tttttttttttttttcgcattccagtttgtecatttggaa Slc 43 pb
rs2073601 C/IA ttttttttttttttttttttaggtggcacgctttttcctgagceaca S19b  49pb
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Loco/gene dbSNP# Alelo Primers Cad. Amplimer  Sitio de restricao Experimento
tttgttgaatatgtttgttcttgga-Foward D30 659 pb
ggccacacaggttattggtt-Reverse
rs1060180 GIT aatcgtgattcttataagact S34 26 pb SNUPE e RT-PCR
WRB rs13230 G/IA ttttagaaagtaacttaattttaatacc S35 30 pb
rs60490159  G/T ttttttttttaacaaaccttataagtcctgattaa S36 36 pb
gagtagcaggtggtgttggaa-Foward
tcttggctcaatgacaggtg-Reverse c23 281 pb RT-PCR e SNUPE
rs1060180 GIT aatcgtgattcttataagact S34 26 pb
cggaggagacctatgtccag-Foward Cl6 F 1210 pb
ggccacacaggttattggtt-Reverse D30R
WRB-004 rs1060180 GIT aatcgtgattcttataagact S34 26 pb RT-PCR e SNUPE
rs13230 G/IA ttttagaaagtaacttaattttaatacc S35 30 pb
rs60490159 G/T ttttttttttaacaaaccttataagtcctgattaa S36 36 pb
WRB-001 gtageggacceageacag-Foward C15  187pb RT-PCR
ccgctctcatctgtgactce-Reverse
WRB-004 cggaggagacctatgtccag-Foward C16 200 pb RT-PCR
aattgagctgtccgagcttt-Reverse
gottctgggtctggtaatgaa-Foward D2 204 pb
gccctggtegtacctctga-Reverse SNUPE
rs12626544  G/A ttttttttttgaagtcatagaaggecccca S2b 33 pb
IGSE5 rs2205204 GIC tteteetttttettettettttttttttttttttctgggageecttcaggact S3b 55 pb
ctggaggaatggaagtcagce-Foward c3 146 pb
gagacggtgcagttgaagc-Reverse RT-PCR e SNUPE
rs12626544  G/A ttttttttttgaagtcatagaaggecccca S2b 33 pb
rs2205204 G/C tettttttttttttttttttttttttttttttttctgggageccttcaggact S3b 55 pb
caagcctggtttgcagtaca-Foward
tttetttgtgggaccagagce-Reverse D6 118 pb SNuPE
rs78867942 GIC tttttttttttettttetttttttttttttttccttgtttgtcatgtetgtggag S10b 60 pb
ADARB1
agtctccgecagtcaagaaa-Foward c6 411 pb
accagagccctcaaaaacct-Reverse RT-PCR e SNUPE
rs78867942 GIC tttttttttttttttttttttttttttttttttccttigtttgtcatgtetgtggag S10b 60 pb
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ttcccteccacttactacge-Foward D7 152 pb
ctcggtgggcttctccac-Reverse
rs1051367 G/IA ttttttttttcacttactacgctccaagattaccaa S11b  39pb

SNuPE

ADARB1
aggcccccaacttcagtgt-Foward c7 302 ob
ctgctcggtgggcttctc-Reverse P RT-PCR e SNUPE
rs1051367 G/IA ttttttttttcacttactacgctccaagattaccaa S11b  39pb
ggctgacatcaccatcctg-Foward D16 267 pb
ggtggcgtcgttgataaagt-Reverse
COL6A1 rs1053315 GICIA ttttttggccagcagegeccagageggge S8D 26-29 pb SNuPE
rs13051496 G/A tttttttttttttttcgtgtagttctgcaggaactgcage S9hb 38 pb
rs1053312 G/A ttttttttttetttttttttttttttcagccacaactttgacaccaccaage S20b 53 pb
ctcgetggtcaaggagaact-Foward 5 385 pb
ggtggcegtegttgataaagt-Reverse
COL6A1 rs1053315 GICIA ttttttggccagcagegeccagageggge S8h 26-29 pb RT-PCR e SNuPE
rs13051496 G/A tttttttttttttttcgtgtagttctgcaggaactgcage S9b 38 pb
rs1053312 G/IA ttttttttttttttttttttttttttcagccacaactttgacaccaccaage S20b  53pb
aagaaactgaggcgccaaat-Foward
agctgatgctgacctggtg-Reverse D18 186 pb SNuPE
MCM3AP rs2839173 T/IC ttttttgcagggagattgggcatctc S22 26 pb
cccattgctgaagagaacct-Foward c13 139 ob
gctgctggtagaagtgctga-Reverse P RT-PCR e SNuPE
rs2839173 TIC ttttttgcagggagattgggcatctc S22 26 pb
caagaccaggaagtcggtgt-Foward
gagttgaagctgcacacagg-Reverse D11 117 pb SNUPE
MCM3AP rs2839181 T/IC tgccccccgteectegtca S15b  19pb

gtgtcagtcggggaaattgt-Foward
cggctctacaccacactcct-Reverse
rs2839181 T/IC tgccccccgteectegtca S15b  19pb

Clo  189pb RT-PCR e SNUPE
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Loco/gene dbSNP# Alelo Primers Cad. Amplimer  Sitio de restricio Experimento
gctattgccccaaaacatga-Foward
XACT tttttgttgtagcttcattttcc-Reverse D25 100 pb SNUPE e RT-PCR
rs5929175 AT tctagccaaggaaacta S30 25 pb
tccccaaactgaatgtttce-Foward
D26 157 pb
XACT cctttgcagaacgtaggact-Reverse P SNUPE e RT-PCR
rs5929410 G/C ttttttttttatacctacttaattgtttcacct S31 33 pb
i i [02] BstUI; [04]
ESCO2 FAM-cageggcttcctectage-Foward CP  248-249pb Hhal: DESM-QFPCR
ggagaacgagtcagtggcttc-Reverse [01] Hpall
WRB FAM-ttcagggtctggagcttcct-Foward CN 269-271 pb [0] BstUI; [0] Hhal; DESM-QFPCR
aatgttaatccaagacccacgta-Reverse [0] Hpall
FAM-gcataccgcacacactgc-Foward D35 254pb [Oﬁ] BstUI; [09] DESM-QFPCR
WRB-DMR gtaagcccagaaggcaacac-Reverse Hhal;
rs2299739 AIG ttttttgggtcectgegagetgeac S37 25 pb MAE
rs2244352 CIA ttttttttttttccttcatctgcaaagceteggatty S40 36 pb

(*) Metilacdo alelo-parental especifica.
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MAP3K7CL-cDMR FAM-agctagacgtaaaggttctcca-Foward D38 255 pb [01] I.35tUI; [02] DESM-QFPCR
aatttctcgcectggccttag-Reverse Hhal;
rs2853831  C/G tttttgtaaaggttctccacgtee S42 25 pb MAE
MAP3K7CL-cCDMR FAM-cacctctccctccacacctc-Foward D37 253 pb [02] ﬂpall; [03] DESM-QFPCR
tcacatacgtctggatggtaagaa-Reverse Hhal;
FAM-tggcagaggcttcgatcac-Foward [01] BstUI; [02] i
gtggcgtgggtttctgtg-Reverse D48 253 pb Hpall DESM-QFPCR
aggactgagccctgagtgg-Foward [01] BstUI; [02]
TMEM131-DMR D49 499 pb
cagtgtaccgcaagcctgac-Reverse P Hpall DESM-PCR
rs6760008  A/G gaggcttcgatcacacttttgtgaa S52 26 pb e MAE ©
rs2044458 AT tttttttttttgaggccccagageatgtgaca S53 33 pb
i i [01] BstUI; [04]
FAM-agcacggagcagaggaagt-Foward D43 253 pb Hhal: DESM-QFPCR
agctgtttgcagggtcctaa-Reverse [04] Hpall
RUNX1-DMR : [02] BstUI; [05]
ccgggctgggttataacttt-Foward D44 636 pb Hhal: DESM-PCR
agctgtttgcagggtcctaa-Reverse [11] Hpall e MAE ©
rs8126699 CIT gggctgggttataacttttcctact S50 26 pb

(*) Metilacdo alelo-parental especifica.
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