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“Deste ponto de vista distante, a Terra ndo parece ter nenhum interesse particular.
Mas, para nés, é diferente. Nele, todos os que vocé ama, todos os que vocé
conhece, todos de quem vocé ja ouviu falar, todo ser humano que ja existiu, viveram
suas vidas. O somatorio da nossa alegria e do sofrimento, cada uma das inUmeras
religibes, ideologias e doutrinas econémicas, santos e pecadores na historia da
nossa espécie moraram aqui — num grao de poeira suspenso num raio de sol. (...)
Para mim, isso ressalta a nossa responsabilidade de nos relacionarmos mais
bondosamente uns com 0s outros e de preservarmos e amarmos o pélido ponto azul,
0 Unico lar que ja conheci.”

(O pélido ponto azul - Carl Sagan)

“Milagres acontecem quando a gente vai a luta”

(O Teatro Magico)
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RESUMO

A inativacdo do cromossomo X (ICX) consiste no silenciamento génico de um dos
dois cromossomos X presentes em ceélulas somaticas de mamiferos fémeas. O
processo de ICX garante a compensacdo de dose dos produtos génicos do
cromossomo X em relacdo aos autossomos entre fémeas e machos. A ICX é um
processo epigenético natural. A metilacdo em residuos citosina no contexto da
sequéncia CpG é uma das principais marcas epigenéticas. A ICX pode ocorrer de
duas maneiras: aleatodria, na qual a escolha do cromossomo X inativado se da ao
acaso (X paterno e X materno possuem 50% de chances de serem inativados); ou de
maneira preferencial onde um dos cromossomos X é inativado com maior frequéncia
gue seu par. A dosagem de genes ligados ao cromossomo X em homens, mulheres e
individuos com aneuploidias do X e translocacbes autossbmicas no X tem
demostrado que 15-20% dos genes localizados em cromossomos X inativos
escapam da inativacdo. Em fémeas heterozigotas, varias doencas recessivas ligadas
ao cromossomo X estdo associadas a inativacdo preferencial (ndo aleatéria) do X.
MutacBes no promotor do gene XIST tém sido associadas a inativacao preferencial.
Considerando que o processo de ICX € um evento epigenético, podendo ser também
influenciado por fatores ambientais, € possivel que a inativacdo varie entre
diferentes populacdes. Este estudo visou determinar os perfis pontuais de metilagéo
em trés loci polimérficos do cromossomo X: AR (receptor de andrdégeno; loco do
microssatélite (CAG),), SRPX (do inglés sushi-repeat containing protein; (CTG),) e
RP2 (retinite pigmentosa 2; (GAAA),) e as frequéncias das variantes de nucleotideo
simples (SNV) rs187705242 (-43 C>G/A) e rs183361548 (-6 C>T) na regiédo
promotora do gene XIST em uma amostra populacional da regido do Norte do
Estado do Rio de Janeiro, composta de 70 bindmios méaes e filhas. Os perfis
pontuais de metilacdo foram determinados por Digestdo Enzimatica Sensivel a
Metilagcdo associada a PCR quantitativa fluorescente (DESM-QFPCR). As SNV
foram interrogadas por SNaPshot. As taxas de heterozigose em maes e filhas para
os loci AR, SRPX e RP2 foram 0,84/0,87, 0,37/0,34 e 0,90/0,81, respectivamente. O
padrdo de ICX aleatorio foi encontrado em 68%, 69% e 76% das mulheres,
respectivamente, para os marcadores AR, SRPX e RP2; porém, 29%, 27% e 20%
das mulheres exibiram um padrdo de inativacdo levemente preferencial para os
marcadores AR, SRPX e RP2, respectivamente. O padrédo de inativacao altamente
preferencial foi observado em 3%, 4% e 4% das amostras para os marcadores AR,
SRPX e RP2respectivamente. O padrdo de ICX se mostrou de forma semelhante
em todas as faixas etarias. A heranca transgeracional do X inativo ocorreu
independentemente da sua origem parental. Para as SNV rs187705242 (-43 C>G/A)
e rs183361548 (-6 C>T) todas as mulheres testadas apresentaram o alelo ancestral
C, sem ocorréncia de alelos variantes associados com inativagao preferencial (G, A
ouT).

Palavras-chave: AR, HUMARA, Metilagdo, RP2, SRPX, SNV, XIST.
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ABSTRACT

X chromosome inactivation (XCI) consists in the gene silencing of one of the two X
chromosomes present in somatic cells of female mammals. The process of XCI
ensures compensation of dosage of gene products of X chromosome in relation to
the autosomes between females and males. XClI is a natural epigenetic process. The
methylation at cytosine residues in the context of the CpG sequence is one of the
main epigenetic marks. XCI can occur in two ways: random, in which the choice of
the inactivated X chromosome occurs randomly (paternal and maternal X have a
50% chance of being inactivated) or the preferential (skewed) manner in which one X
chromosome is inactivated more frequency that its homologue pair. The dosage of
genes linked to the X chromosome in men, women and individuals with aneuploidies
of the X and autosomal translocations in X has shown that 15-20% of genes located
on inactive X chromosomes do escape inactivation. In heterozygous females several
recessive diseases linked to the X chromosome are associated with preferential
inactivation (not random) of X. Mutations in the promoter of the XIST gene have been
associated with preferential inactivation. Considering that XCI is an epigenetic event,
likely being affected by environmental factors, it is possible that inactivation varies
between different populations. This study was aimed at determining the specific
methylation profiles at single nucleotide basis in three polymorphic loci on
chromosome X: AR (androgen receptor; locus microsatellite (CAG)n), SRPX (sushi-
repeat containing protein; (CTG)n) and RP2 (retinitis pigmentosa 2, (GAAA)n) and
the frequencies of the Single Nucleotide Variants (SNV) rs187705242 (-43 C>G/A)
and rs183361548 (-6 C>T) in the promoter region of the XIST gene in a population of
the Northern region of State of Rio de Janeiro, composed of 70 mothers and
daughters pairs. The methylation profiles were determined by restriction enzyme
digestion sensitive to methylation associated to quantitative fluorescence PCR
(DESM-QFPCR). The SNV were interrogated by SNaPshot. Rates of heterozygosity
in mothers and daughters for the AR, SRPX and RP2 loci were 0,84/0,87, 0,37/0,34
and 0,90/0,81, respectively. The ICX random pattern was found in 68%, 69% and
76% of women, respectively, for the markers AR, SRPX and RP2, however, 29%,
27% and 20% of women exhibited a pattern of preferential inactivation slightly
markers AR, SRPX and RP2, respectively. The highly preferred inactivation pattern
was observed in 3%, 4% and 4% of the samples for the markers AR, SRPX and
RP2, respectively. The pattern of XCI proved similarly in all age groups. The
transgenerational inheritance of the inactive X chromosome occurred independently
of its parental origin. For the rs187705242 (-43 C> G/A) and rs183361548 (-6 C>T)
SNV all tested women carry the ancestral C allele, without the occurrence of variant
alleles associated with preferential inactivation (G, A or T).

Keywords: AR, HUMARA, methylation, RP2, SRPX, SNV, XIST.
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1. INTRODUCAO

1.1. O cromossomo X

Aproximadamente 155 megabases (Mb) compdem o cromossomo X humano.
O contetdo de G+C (39%) € mais baixo que a média do genoma humano (41%).
Foram anotados 2000 genes, uma das mais baixas densidades génicas comparada
a outros cromossomos. O comprimento médio de um gene no cromossomo X € de
49 kilobases (Kb). Contudo, o cromossomo X possui 0 maior gene conhecido do
genoma humano, o da distrofina localizado em Xp2l.1, que se expande por
2.220.223 pb (Ross et al., 2005).

A composicdo dos cromossomos humanos difere entre homens e mulheres,
as mulheres possuem dois cromossomos X e 0s homens, um cromossomo X e
um cromossomo Y. O cromossomo X contém cerca de 2000 genes em comparagao
com o cromossomo Y contendo 78 genes, dos estimados 20.000 a 25.000 totais
genes no genoma humano. Somente 1,7% dos genes localizados no cromossomo X
codificam proteinas sendo o restante formado por sequéncias nao codificadoras
(introns, pseudogenes e ncRNA). Sao conhecidos 208 fendtipos com base molecular
conhecida que apresentam padrao de heranca ligado ao cromossomo X (Ross et al.,
2005; Pontier e Gribnau, 2012).

O cromossomo X possui muitas caracteristicas que sdo Unicas no genoma
humano. Mulheres herdam um cromossomo X de cada um dos pais, enquanto 0s
homens herdam somente o cromossomo X materno. Foram anotados 54 genes no
cromossomo X gque possuem homologos funcionais no Y. Embora o cromossomo X
contenha somente 4% de todos os genes humanos, quase 10% das doencas com
padrdo de heranca mendeliana tém sido atribuidas ao cromossomo X (Ross et al.,
2005).

1.2. Inativagcdo do cromossomo X
A inativacdo do cromossomo X € um mecanismo epigenético de compensacao
de dose que ocorre no inicio da embriogénese de mamiferos placentarios e

marsupiais, cujo efeito € a manutencdo da dosagem génica equivalente entre

individuos com cari6tipo XX e XY (Harper, 2011).
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A fim de equilibrar a dosagem génica ligada ao X entre 0s sexos, um
cromossomo X sofre inativagdo durante o desenvolvimento de embrides do sexo
feminino (Yan e Mccarrey, 2009). Este processo tem sido chamado de inativacao do
cromossomo X, proposto por Mary Lyon ha 52 anos (Lyon, 1961). Em organismos
com determinagdo sexual cromossbémica, ha um desequilibrio de produtos génicos
entre 0S sexos, 0 que constituiu uma pressao seletiva para um mecanismo de
compensacao de dosagem (Payer e Lee, 2008).

Embora a maioria dos genes presentes no cromossomo X inativo (Xi) esteja
transcricionalmente silenciada, a ICX é heterogénea, ndo se estendendo por todo o
cromossomo (Carrel e Willard, 2005). H4 um subconjunto de genes que escapam do
silenciamento por inativacdo e continuam a ser expressos em ambos o0s
cromossomos X (Cooper et al., 1971; Carrel e Willard, 2005; Cooper, 2011; Migeon,
2011). Esses genes estdo em uma regiao pseudo-autossomica (PAR), ou seja, uma
regido do cromossomo X que é homdloga ao Y e responsavel pelo emparelhamento
de XY durante a meiose (Ellegren, 2011).

Estima-se que durante a ICX 15-20% dos genes ligados ao Xi escapam
completamente da inativacdo, e outros 10% escapam parcialmente, o que gera o
perfil bialélico de expressdo para genes ligados ao X em mulheres (Anderson e
Brown, 1999; Carrel e Willard, 2005; Pontier e Gribnau, 2012). Entretanto, alguns
genes gue escapam nao apresentam copias, o que pode ser explicado por perda ou
diferenciacdo. A expressdo aumentada desses genes pode ser necessaria para
definir tracos fenotipicos que diferem os sexos (Berletch et al., 2011). Esta variacao
na expressao de genes entre as fémeas pode explicar a variagdo fenotipica entre as
portadoras de desordens ligadas ao X (Lyon, 2005).

Em camundongos, o fenétipo das fémeas aneupldides ndo é facilmente
observado, pois a porcentagem de genes que escapam a ICX é bem menor do que
aguela observada em humanos. Assim, as fémeas murinas com monossomia do
cromossomo X apresentam um fendétipo praticamente normal quando comparado as
inUmeras caracteristicas apresentadas pelas mulheres que possuem a sindrome de
Turner (anomalia cromossOmica cuja origem é a perda parcial ou total de um
cromossomo X). Da mesma maneira, 0s produtos transcricionais dos genes que
escapam a ICX devem ter papel nos fenétipos encontrados em individuos com a
sindrome de Klinefelter (Disteche, 1999; Tsuchiya e Willard, 2000).

17



1.3. Marco historico sobre o conceito da Inativagdo do cromossomo X

Desde o final da década de 40, ja se sabia que o ndcleo das células de fémeas
e machos de mamiferos apresentava uma alteracdo morfoldégica que poderia ser
considerada uma espécie de dimorfismo sexual. E possivel observar no nicleo da
célula feminina um corpusculo periférico que tem a propriedade de se corar mais
fortemente, este recebeu, posteriormente, o nome de corpusculo de Barr, a
cromatina sexual (Barr e Bertram, 1949).

Dez anos depois, o grupo de Susumu Ohno publicou dois trabalhos reportando
gue cada cromossomo X das fémeas apresentava um comportamento distinto. Foi
observado que, nas fémeas, um dos cromossomos sexuais se comportava como 0S
fautossomos, entretanto, 0 outro se apresentava sempre mais condensado e com
propriedades heterocrométicas. Os autores relacionaram o X heterocromatico com a
cromatina sexual que havia recentemente sido descrita por Barr e Bertram (Ohno et
al., 1959; Ohno e Hauschka, 1960).

No ano seguinte, a pesquisadora Mary Francis Lyon publicou um trabalho no
qual associava a cromatina sexual com o Xi. Através da observacao fenotipica da
cor da pelagem de camundongos (uma caracteristica ligada ao X), Lyon sugeriu que,
em diferentes células somaticas de um mesmo organismo, a cromatina sexual pode
ser tanto o cromossomo X herdado da méae, como o do pai. Ela salientou ainda que
a cromatina sexual é o cromossomo X geneticamente inativo (Lyon, 1961).

A ICX é um complexo exemplo de modificacdo e regulacdo epigenética que
ocorre durante o desenvolvimento embrionario, e que pode ser estudada in vitro
durante a diferenciacdo de células-tronco embrionarias de camundongos (Payer e
Lee, 2008).

Inicialmente o processo de ICX é casual, ou seja, cada cromossomo X possuli
50% de chance de estar inativado em qualquer célula analisada. Em humanos, a
primeira constatacdo de que a ICX ocorre de maneira aleatéria foi publicada apenas
alguns meses depois do trabalho de Mary Lyon. Ao avaliarem o sangue de mulheres
heterozigotas para a deficiéncia da enzima G6PD (transcrita por um gene presente
no cromossomo X), 0s pesquisadores perceberam que existiam duas populacdes de
células: uma populagdo com atividade normal dessa proteina e outra sem atividade.

Os autores propuseram que, por algum periodo no desenvolvimento, ocorre um
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processo aleatoério de distribuicdo de células com atividade do Xp ou Xm, tornando
as mulheres, assim, um mosaico em relacédo a ICX (Beutler et al., 1962).

No mesmo ano, Lyon publicou um extenso trabalho no qual descreveu diversos
exemplos fenotipicos derivados do padréo aleatério de ICX, observado em fémeas

de camundongos, gatos e humanos (Lyon, 1962).

1.4. Mecanismo de Inativacdo do cromossomo X

Os primeiros eventos da ICX estdo sob o controle de uma “chave reguladora”,
0 centro de inativacdo do cromossomo X (Xic) que apresenta varios elementos
regulatérios e esta localizado na por¢édo Xql13.2 em humanos, como demonstrado na
figura 1 (Rastan e Cattanach, 1983; Brown et al., 1991; Avner e Heard, 2001; Heard
e Disteche, 2006; Migeon, 2006; Clerc e Avner, 2011).

) C—— > mp m» O
- _EEmp =@
100 kb Cnbp2 Jpx || xite | Chic1 Cdx4

Figura 1. Mapa de transcricdo do Xic. No mapa de transcricdo do Xic no cromossomo X estdo
evidenciados em vermelho os genes ncRNA e os genes codificadores de proteinas sdo mostrados
em azul (adaptada de Clerc et al., 2011).

Antes de se estabelecer a inativagdo, em cada célula do embrido, ocorre uma
intima interacdo entre os Xic homodlogos (Bacher et al., 2006; Xu et al., 2006). O
inicio do silenciamento depende da expressdo, durante a embriogénese, de um
gene localizado dentro da regido do Xic, o XIST (X inactivation specific transcript)
(Ballabio e Willard, 1992; Penny et al., 1996; Baumann e De La Fuente, 2009;
Migeon, 2011). O gene XIST € expresso unicamente no cromossomo X inativo
sendo composto de 17 Kb. Seu transcrito ndo codifica nenhuma proteina e atua
como ncRNA (molécula de RNA que nao é traduzida em proteina) possuindo varias
sequéncias repetitivas em tandem, a maioria localizada na extremidade 5’ do gene,
que se mostraram conservadas evolutivamente. O transcrito do gene XIST é capaz

de desencadear uma série de eventos epigenéticos que levam ao silenciamento do
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cromossomo X, incluindo a metilagdo, desmetilacédo, ubiquitinilacdo e hipoacetilacéo
do DNA e das histonas (Figura 2) (Brockdorff et al.,, 1992; Migeon, 2011,
Tattermusch e Brockdorff, 2011; Fang et al., 2012).

Xa

Expressao de Xist RNA
Localizacao de Xist RNA

Desmetilagao de H3-K4
Hipoacetilagao de H3-K9

Metilagao de H3-K9
Metilagao de H3-K27

(Associagao Eed/Enx)
Ubiquitinilagao de H2A
(Associacao Ring1A/B)
Hipoacetilacao de H4

Replicagao tardia

Associacao de MacroH2A

Metilacao de DNA (5™eCpG)
Xi

Figura 2. Sequéncia de eventos associados com o processo de inativagcdo do cromossomo X.
llustracdo do processo de inativacdo do X desencadeada pela expressédo do gene XIST no centro de
inativagao do X (Xic) no cromossomo X que sera inativado. (adaptada de Fang et al.. 2012).

Recentemente, Jiang et al. (2013) fizeram outra descoberta importante sobre
0s mecanismos de acdo do XIST. Utilizando o conceito de que o desequilibrio
génico de um cromossomo extra pode ser corrigido por meio da manipulacdo do

gene XIST, eles inseriram o cDNA do gene XIST no cromossomo 21 extra em
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células estaminais pluripotentes de um paciente portador da sindrome de Down
(sindrome caracterizada pela trissomia do cromossomo 21). Isto desencadeou
modificacdes estaveis em todo o cromossomo 21 extra fazendo com que o0s
transcritos do XIST cobrissem o cromossomo 21 extra e causando O Seu
silenciamento (Jiang et al., 2013)

Outro gene importante nesse processo € o TSIX, o qual produz um RNA
antisentido para o XIST, também na regido Xic, que atua principalmente para
preservar a integridade e ativacdo do cromossomo X que escapa da inativacao,
reprimindo a expressao de XIST (Chao et al.,, 2002). Este papel crucial do
antisentido TSIX a partir do promotor de XIST foi confirmado por Ohhata et al. em
2008.

O TSIX é expresso em células ndo diferenciadas antes da inativacao e se opde
a expressdo do XIST em cis, inibindo fisicamente a transcricdo do XIST pela
interferéncia no recrutamento de RNA polimerase (Heard et al., 2001; Luikenhuis et
al., 2001; Stavropoulos et al., 2001; Ogawa e Lee, 2003).

O complexo mecanismo epigenético da ICX pode ser geneticamente dividido
em cinco etapas sequenciais: contagem, escolha, inicio do silenciamento,
estabelecimento e manutencédo. Todas, com excecdo da etapa de manutencao,
parecem ser controladas pelo Xic (Heard et al., 1999; Kaare et al., 2008).

No inicio da inativacdo aleatoria do cromossomo X, 0 niumero de cromossomos
X relativos ao niumero de autossomos € contado, permitindo que um X permaneca
ativo por conjunto de cromossomos diploides (Heard e Disteche, 2006). Evidéncias
genéticas apontam a regiao 3’ do gene XIST para este papel (Clerc e Avner, 1998;
Avner e Heard, 2001; Clerc e Avner, 2006).

Sequéncias dentro de XIST e TSIX tém sido propostas como reguladoras do
evento de escolha, onde somente um cromossomo X é selecionado para escapar do
processo de silenciamento (Boumil e Lee, 2001; Clerc e Avner, 2006). Alguns
estudos atribuem a regido rica em CpG localizada 5 de TSIX (locus DPXas34) a
responsabilidade pela escolha (Courtier et al., 1995). Tal regido, quando nao
metilada, apresenta-se acessivel a ligacao da proteina isoladora denominada CTCF
(CCCTC-binding factor), que funciona como uma barreira fisica, impedindo a
expressdo de XIST e, consequentemente, promovendo a expressao de TSIX no Xa
(Chao et al., 2002; Boumil et al., 2006). Um estudo envolvendo o mecanismo de
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acao de XIST e TSIX sugeriu que o balanco dos transcritos sentido e antisentido é
importante para definicAo de qual cromossomo X seria inativado nas células com
dois cromossomos X (Ohhata et al., 2008). Este mecanismo de balanco sugere a
participacdo de RNAs dupla fita e do mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI)
(Senner e Brockdorff, 2009).

Uma vez que a escolha tenha sido feita, a expressao de um longo RNA XIST é
aumentada no cromossomo X a ser inativado (Chow et al., 2005). Moléculas de
XIST, entdo, se acumulam sobre o cromossomo e inicia-se o silenciamento. No
entanto, o inicio do silenciamento pelo XIST é restrito aos estagios iniciais da
diferenciacdo. Inicialmente, o silenciamento génico é reversivel e dependente de
XIST, no entanto, em estagios mais tardios da diferenciacdo, a inativacdo do
cromossomo X torna-se independente de XIST e irreversivel (Csankovszki et al.,
1999). Portanto, XIST € crucial para iniciar o silenciamento, mas tem um papel

menor na manutenc¢ao do Xi (Figura 3).

Regulagdo do gene XIST Inicio da ICX Silenciamento

~— pr— ge— " —

— — et e .
ole]l —> |e E%% — |d Q
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Xa Xi Xa Xi Xa Xi Xa

Figura 3. Processo de ICX regulado por XIST. llustragdo do processo de inativagdo do X regulada
por XIST (vermelho) do centro de inativagéo do X (Xic) no Xi. Posteriormente, 0 RNA XIST cobre todo
0 cromossomo Xi em cis facilitando assim o silenciamento génico através do recrutamento de fatores
repressivos (estrelas, triangulos, circulos) que modificam a estrutura da cromatina. (adaptada de
Tattermusch et al.. 2011).

O inicio da inativagéo coincide com a presenca de altos niveis de XIST no Xi e
a expressédo de TSIX no Xa. Sendo assim, foi estabelecida uma relagédo entre o
inicio do silenciamento e o acumulo de RNA XIST ao longo do cromossomo X
(Boumil e Lee, 2001).

Em 1992, Brockdorff et al. propuseram um modelo para propagacao da

inativacao envolvendo o transcrito RNA XIST (RNA funcional). Nele o RNA funcional

22



interage com o cromossomo X de onde o XIST é transcrito, possivelmente em
associacdo com proteinas utilizadas na formacédo de heterocromatina e induzem em
cis 0 espalhamento da cromatina inativada.

Para estabelecer o silenciamento é necessaria uma regido repetitiva
conservada, localizada na extremidade 5’ do transcrito. A associacdo do RNA XIST
com a cromatina é mediada por outras sequéncias, que sao funcionalmente
redundantes e espalhadas ao longo do transcrito restante (Heard, 2004).

A presenca de XIST parece ndo ser necessaria para a manutencdo do
processo de inativacdo (Brown e Willard, 1994). Uma vez que o cromossomo X é
silenciado, ele é mantido neste estado nas células sométicas durante toda a vida do
organismo de maneira estavel, mesmo ap0s as sucessivas mitoses. O cromossomo
X em que a delecdo de XIST ocorre posteriormente ao inicio do periodo de
desenvolvimento permanece inativado (Rack et al., 1994). Em parte, a manutencao
da inativacdo é mediada pela metilacdo das ilhas CpG da regido promotora dos
genes. O locus TSIX seria o principal responsavel pela manutencédo do X ativo por
competir com o locus XIST (Chao et al., 2002).

Autores sugerem que TSIX silenciaria XIST por meio de modificacdo da
estrutura da cromatina, particularmente a regido promotora de XIST (Csankovszki et
al., 2001; Jenuwein e Allis, 2001; Ohhata et al., 2008; Csankovszki, 2009; Cooper,
2011).

Células que sofreram ICX séo caracterizadas por apresentar modificacdo de
histonas na regido promotora de XIST. Navarro et al. (2006) demonstraram a
existéncia de um alto nivel de dimetilacdo de H3K4 no X inativado, mas nao
observaram nenhum envolvimento direto da trimetilacdo diferencial em H3K9 ou
H3K27 na expressao assimétrica de XIST.

Em humanos a inativacdo cis ocorre durante a fase de blastocisto (segunda
semana apos a fertilizacdo) quando o embrido é composto de uma massa de células
que dara origem aos trés folhetos embrionarios (Migeon e Kennedy, 1975; Heard et
al., 2001; Migeon, 2007).

1.5. Relacéo entre a Proteina CTCF e a inativagcdo do cromossomo X
O gene CTCF humano esta localizado na regido cromossémica 16g22.1 e

supbe-se que ele codifigue um supressor tumoral, uma vez que essa regiao
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encontra-se frequentemente ausente em tumores de mama e de préstata (Filippova
et al., 1998).

A proteina CTCF é altamente conservada em mamiferos e € expressa
ubiqguamente nos tecidos, exceto nos espermatdcitos primarios. Conforme esta
ilustrado na figura 4, a proteina CTCF pode ser dividida em trés regifes distintas: (1)
uma porcao N-terminal, (2) um dominio central de ligacdo ao DNA, composto por
onze dedos-de-zinco, e (3) uma regido C-terminal. Por meio do uso combinatério de
suas onze regides dedos-de-zinco, CTCF pode se ligar a sequéncias bastante
variaveis no DNA e estima-se que 27 de seus sitios-alvo possuam cerca de 11 a
15pb (Filippova et al., 1996; Phillips e Corces, 2009).

Figura 4. Representacdo esquematica da regido de dois dominios da proteina CTCF. A estrutura
de CTCF pode ser dividida em trés regibes: uma N-terminal, um dominio de ligagdo ao DNA
composto por onze dedos-de-zinco, e uma C-terminal (PyMOL 0.99rc6).

A capacidade de se ligar a uma grande variedade de sitios-alvo no DNA faz
com que a CTCF seja uma proteina multifuncional. As funcdes tradicionalmente
atribuidas a CTCF sédo as de ativador ou repressor de promotores génicos de forma
contexto-dependentes, de blogqueador de enhancers e de elemento insulador,
podendo participar ainda dos processos de imprinting genémico e de silenciamento
do cromossomo X (Recillas-Targa et al., 2006; Phillips e Corces, 2009).

Diversos estudos de escala gendmica, realizados com diferentes linhagens
celulares, revelaram a existéncia de aproximadamente 26.000 sitios de ligacao de
CTCF no genoma humano (Barski et al., 2007; Kim et al., 2007; Cuddapah et al.,
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2009). Com base nesses estudos, Phillips e Corces (2009) sugeriram que CTCF tem
uma fungdo priméaria de mediar as interacdes do DNA a longas distancias e de
organizar a arquitetura global da cromatina, sendo que todas as funcdes
tradicionalmente atribuidas a CTCF seriam decorrentes desse papel primario.

O silenciamento transcricional de alguns genes por metilacdo do DNA pode ser
mediado por fatores protéicos que se ligam especificamente em sitios metilados ou
ndo. Estudos apontam a proteina ligadora CTCF, com ac¢éo insuladora (em trans),
na regulacdo do mecanismo de imprinting dos genes H19/IgF2 presentes no
cromossomo 11 (Bell e Felsenfeld, 2000; Chao et al., 2002).

Préxima a regido promotora do gene TSIX foi localizada uma regiéo, de 60 a 70
pb, que apresenta sitios de ligacdo para a proteina CTCF. A delecdo dessa suposta
regido de ligacdo resulta na inativacdo desse cromossomo X mutado e, portanto, a
ligacdo da proteina CTCF designaria o cromossomo X que permaneceria ativo
(Chao et al., 2002; Lee, 2003; Navarro et al., 2006).

Em 2002, Chao et al. propuseram a existéncia de um fator bloqueador em
zigotos e outro fator protetor materno, os quais atuam através da CTCF para
promover a expressao do TSIX no Xa. No Xi, a ligacdo da CTCF é excluida do TSIX,
possivelmente por metilagdo, promovendo a expressao do XIST.

Em 2003, Lee propds outro modelo de ligacdo da CTCF ao futuro Xa,
prevenindo a transcricdo de XIST, bloqueando a comunicacdo de XIST com um
proposto enhancer localizado downstream a este gene. Dada a posi¢do de CTCF na
regidao 5 de TSIX, € considerada a possibilidade da atuacdo de CTCF como um
ativador transcricional direto ou como enhancer do gene TSIX.

Estudos tém identificado multiplos sitios de ligacdo de CTCF dentro das ilhas
CpG de TSIX, regido que corresponde as repeticbes anteriormente chamadas de
DXPas34, as quais afetam o silenciamento de maneira dependente de metilacdo em
um dos dois cromossomos X. In vitro, a metilacdo dos sitios TSIX previne a ligacao
de CTCF e seus sitios de ligacdo podem bloquear a acdo do enhancer sobre o
promotor do gene, sugerindo que os sitios em TSIX também tenham atividade de
isolar a cromatina (Chao et al., 2002; Latham, 2005; Boumil et al., 2006).

25



1.6. Inativacéo aleatéria ou preferencial

Em mamiferos, a ICX pode ocorrer basicamente de duas maneiras: aleatoria,
onde cada célula escolhe ao acaso qual sera o0 cromossomo Xi, paterno ou materno;
ou de modo preferencial, também referida como marcada (Plenge et al., 1997).

Na maioria dos mamiferos, na linhagem de células embrionérias, a proporgéo
de células contendo o cromossomo X materno inativado [Xmi (X materno inativado)
Xpa (X paterno ativo)] em relacao as células com o cromossomo X paterno inativado
[Xma (X materno ativo) Xpi (X paterno inativo)] possui uma proporcéo de 1:1 (Monk
e Harper, 1979), ficando evidente que a escolha do futuro Xi ocorre aleatoriamente.
Entretanto, em marsupiais (Sharman, 1971) e tecidos extra-embrionarios de
camundongos a ICX ocorre de forma nado aleatéria e o Xi € o paterno (ICX por
imprinting) (Takagi e Sasaki, 1975).

Apesar de na maioria das vezes a ICX ser aleatéria, em algumas situacfes
especificas, a inativacdo pode ocorrer de forma preferencial (Skewed inactivation)
em um dos cromossomos X (Morey e Avner, 2011).

A inativacdo completa do cromossomo X em mulheres pode produzir abortos
espontaneos ou originar individuos 45,X “puros” ou mosaicos. A ICX tem como
consequéncias, genética e clinica, a compensacdo de dose, variabilidade de
expressdo em mulheres heterozigotas e mosaicismo. Este mosaicismo tem
implicacbes importantes para a expressao fenotipica de doencas ligadas ao
cromossomo X (Lyon, 2002; Migeon, 2006; Orstavik, 2009).

Varios mecanismos estédo envolvidos no fenébmeno da ICX e o fundamental é
gue ela ocorra por meio de um inibidor da transcricdo de alguns genes e que esta
inibicdo seja mantida locus a locus (Chao et al., 2002; Latham, 2005; Erwin e Lee,
2008).

A decisdo de qual cromossomo X deve ser inativado (materno ou paterno)
ocorre no inicio do desenvolvimento embrionario, préximo ao momento de
implantacdo do embrido (Migeon, 2007). Uma divergéncia da porcentagem normal
de ICX (50% de cada alelo) é conhecida como inativacdo preferencial e é
determinada quando observa a inativacdo do mesmo alelo em 65%-84% das células
(e inativacdo preferencial “extrema” quando 85-99% das células apresentam o

mesmo alelo ativo) (Plenge et al., 1997; Minks et al., 2008).
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Em um estudo realizado por Plenge et al. (1997) foi demonstrado que um SNV
na regido promotora do gene XIST pode provocar a inativacdo preferencial do
cromossomo X. Esta variagdo (-43 C>G/A) no promotor do gene XIST afeta um sitio
de ligacéo da proteina insuladora CTCF, a qual € associada a processo de escolha
do cromossomo a ser inativado.

Pugacheva et al. (2005) demonstraram que o cromossomo X carregando o
SNV -43 C>G é preferencialmente inativado, ja 0 cromossomo X que possui a -43
C>A é preferencialmente ativado. Esses mesmos autores demonstraram que estes
SNVs interferem na ligacdo de CTCF ao seu sitio no promotor de XIST, no entanto,
iISso néo explica todos os casos de inativacéo preferencial.

A inativacao preferencial do cromossomo X pode favorecer a expressao de
alelos mutantes no cromossomo que escapa da inativagcdo, onde uma mulher
portadora expressaria apenas a copia mutada de um dado par alélico (Pugacheva et
al., 2005). Um desvio significante do padrdo randdémico de inativacdo do X é
encontrado em uma variedade de estados clinicos, incluindo doencas ligadas ao X
ou alteracbes citogenéticas associadas a esse cromossomo. Entre as doencas
associadas ou influenciadas pelo processo de inativagdo preferencial do
cromossomo X encontram-se distrofia muscular de Duchenne (DMD), a sindrome de
Rett, a sindrome de Menkes, a pré-eclampsia, as hemofilias A e B, o cancer de
mama, o0 autismo, a artrite reumatoide, faléncia ovariana precoce, aborto espontaneo
recorrente, varias doencgas autoimunes e alguns canceres (Kristiansen et al., 2002;
Bretherick et al., 2005; Ozbalkan et al., 2005; Knudsen et al., 2006; Uz et al., 2007;
Desai et al., 2008; Gong et al.,, 2008; Lose et al., 2008; Okumura et al., 2008;
Chabchoub et al., 2009; Jiang et al., 2009).

Estudos relatam que a frequéncia do desvio do padrdo de ICX aumenta com a
idade e os valores podem se situar entre 2%-16% em mulheres com idades a partir
de 60 anos (Allen et al., 1992; Busque et al., 1996; Gale et al., 1997; El Kassar et al.,
1998; Sharp et al., 2000; Hatakeyama et al., 2004; Sandovici et al., 2004; Bagislar et
al., 2006; Bertelsen et al., 2012).

Sandovici et al. (2004), com o objetivo de determinar se a taxa de Inativagédo
preferencial do cromossomo X mudavam continuamente em funcédo do tempo ou se
as mudancas descontinuas eram mais frequentes de ocorrer em mulheres mais

velhas, analisaram 178 amostras, coletadas em um periodo de vinte anos, de
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mulheres normais heterozigotas para regido altamente polimoérfica de CAG repetitivo
no gene HUMARA, neste estudo ndo foram observadas diferengas significantes.

Vérias etiologias tém sido sugeridas para o aumento das taxas de desvio da
ICX com o avancar da idade: eventos ao acaso como replicacdo das ceélulas-tronco
hematopoiéticas, apoptose e o inicio da diferenciagdo e maturacdo celular;
diferenciacdo randémica das células residuais, perda alelo-especifica da metilacao
nos sitios Hpall e selecdo das células tronco hematopoéticas que exibiram uma
inativacao preferencial em um dos cromossomos X (Abkowitz et al., 1996; Busque et
al., 1996; Gale et al., 1997, Bittel et al., 2008).

1.8. Marcas epigenéticas e a inativacdo do cromossomo X

Atualmente, os trés mecanismos de alteracbes epigenéticas mais estudados
sao: metilacdo do DNA, modificagcdes de histonas e acdo de RNAs nao codificadores
de proteina (NcRNAs). Estes mecanismos parecem estar interligados na
organizacao estrutural da cromatina tornando-a mais acessivel ou ndo aos fatores
de transcri¢do, funcionando como o "interruptor" de alguns genes (Goldberg et al.,
2007).

A metilacdo do DNA é o mecanismo epigenético mais estudado. Nos
mamiferos, a ligacdo de um grupo metil (-CH3) ocorre principalmente na citosina de
dinucleotideos CpGs (Citosina-fosfato-Guanina), essa ligacdo na regido regulatoria
do gene impede que ele seja ativado. Mais de 70% dos genes humanos podem ser
ativados ou desativados desta forma (Medvedeva et al., 2012). A metilacdo é
catalisada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTSs) e pode ser revertida por
demetilases ou tratamento com drogas desmetilantes como a 5-aza-C (Wilson et al.,
2006; Nelson et al., 2007; Turan et al., 2011).

Este mecanismo esta correlacionado com a repressdo da transcricdo e o
silenciamento de genes. Ou seja, regides altamente metiladas estdo associadas a
heterocromatizacdo causando mudancas sUbitas na maneira que a informacéao
genética é processada na célula (Goll e Bestor, 2005; Laird, 2011).

A metilagdo tem um papel importante no desenvolvimento embrionario de
mamiferos, como demonstrado pela mortalidade precoce em camundongos com
nocautes para as DNMTs, nestes camundongos foram observados: redugdo nos

niveis de metilacdo do DNA, aumento da expressdo de transcritos derivados de
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retrotransposons, defeitos na repressdo do cromossomo X e perda de imprinting
(Loss of Imprinting — LOI) (Suzuki e Bird, 2008; Garcia-Gimenez et al., 2012).

A metilacdo do DNA é essencial para alguns dos processos envolvidos no
desenvolvimento, incluindo a manutencdo do estado inativado de um dos
cromossomos X. Nas regifes upstream aos genes dos cromossomos X o padrao de
metilagdo apresenta-se diferente, de modo que no Xa as ilhas CpG encontram-se
nao metiladas e no Xi as mesmas regides estdo metiladas (Thurston et al., 2007,
Diamandis et al., 2012).

Uma vez metilados, os dinucleotideos sdo alvos especificos para ligacdo pela
enzima MeCP2, promovendo o sinal inicial para a represséo da transcricdo. A partir
de sua ligacdo as sequéncias promotoras CpGs metiladas, ocorre o reconhecimento
por um complexo composto de um co-repressor de transcricdo e uma desacetilase
de histona (HATs-histonas acetil-transferases). Esta ira retirar grupamentos acetil
dos residuos de lisina préximos das regifes N-terminais das histonas, modificando,
assim, a conformacdo da molécula de DNA, tornando-a mais compacta e

dificultando a transcricédo (Lorincz e Groudine, 2001; Jaenisch e Bird, 2003).

1.9. Métodos de deteccdo do estado de metilacdo e de ativacdo do
cromossomo X

A analise direta do padrdo de metilacdo consiste no sequenciamento com DNA
pré-tratado com bissulfito de sédio. O tratamento com bissulfito converte as citosinas
ndo metiladas em Timina (via Uracila), o que leva a perda da complementaridade
entre as fitas de DNA e reduz a complexidade da sequéncia em cada fita. Os
residuos metilados de citosina ndo sdo alterados. Assim sendo, 0 sequenciamento
de DNA tratado com bissulfito permite a identificacdo dos residuos metilados
(Frommer et al., 1992). O estado de inativacdo dos cromossomos € determinado
diretamente por estudos de expressdo génica (Brown et al., 1991; Rupert et al.,
1995; Brown e Robinson, 1997; Carrel e Willard, 1999).

A analise indireta do padrdo de metilagdo pode ser feita utilizando enzimas de
restricdo sensiveis a metilagcdo. Quando o DNA gendmico € metilado nos sitios de
reconhecimento destas enzimas, estas ndo reconhecem o sitio e ndo cortam o DNA,
portanto identificam indiretamente o estado de metilacdo nesse ponto do

cromossomo (Figura 5). Se ao redor do sitio de digestdo houver um polimorfismo, a

29



tipagem deste genoma poderé facilitar a identificacdo dos cromossomos Xp e Xm;
em conjunto esses ensaios permitem identificar qual X esta metilado nesse sitio, Xp
ou Xm. Esse resultado permite associar o estado de metilacdo com o estado de

ativacdo dos cromossomos X (Allen et al., 1992).
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Figura 5. Ensaio de restricdo com Hpall no loco AR. Quando o cromossomo X estéa inativado, os
sitios de restricdo para Hpall estdo metilados (circulos vermelhos) e resistentes a digestdo e a PCR
produz fragmentos do tamanho esperado (lado esquerdo da figura). Porém, quando o cromossomo X
esta ativado os sitios Hpall ndo estdo metilados (tridngulos sem circulos) e estdo susceptiveis a
digestao pela enzima, ndo ocorrendo assim, a amplificacéo através da PCR do produto resultante da
digestéo (lado direito da figura) (adaptado de Araujo & Ramos, 2008).

Atualmente, o marcador utilizado como teste padrdo para analise do estado de
metilacdo dos alelos ativos e inativos no cromossomo X esta intimamente ligado ao
STR trinucleotidico (CAG) no exon 1 do gene receptor de andrégeno humano (AR
ou HUMARA GenBank M21748J04150) identificado por Allen et al. em 1992. Este
ensaio € baseado em PCR e depende de dois sitios de restricdo da enzima (Hpall)
sensiveis a metilacdo e uma repeticdo polimorfica localizada entre os sitios

enzimaticos (Allen et al., 1992; Bertelsen et al., 2011).
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A heterozigose do STR trinucleotidico no gene AR varia de 85 a 90% quando
testado em diferentes populacdes (Allen et al., 1992; Kaupert et al., 2010; Bertelsen
et al., 2012; Gentilini et al., 2012; Jobanputra et al., 2012; Manoukian et al., 2012;
Mossner et al., 2013). Embora altamente informativo, esse loco ndo é suficiente para
avaliar o estado de inativagdo do X em uma parcela da populacdo feminina e em
distarbios ligados ao X (Bertelsen et al., 2011). Além disso, recentemente foi
demonstrado que o estado de metilacdo do loco AR nem sempre reflete o estado de
ICX determinado por Real Time PCR de SNPs (Swierczek et al., 2012). Assim,
novas abordagens sdo necessarias para perfazer esses casos em que o teste do
loco AR néo € informativo e analisar a real correlacdo entre metilacdo e expressao.

Neste sentido, nosso grupo identificou loci neutros de repeticbes polimérficas
para avaliar com precisdo o status de metilacdo dos alelos ativos e inativos no
cromossomo X. Assim, em dados ainda ndo publicados, relatamos a identificacado
computacional de uma repeticdo GAAA como marca da ilha CpG na regiao Xp11.3
que corresponde ao promotor do gene RP2 (retinose pigmentosa 2) e de uma
repeticdo CTG na regido exonica Xp21.1. do gene SRPX (Sushi repeat-containing
protein) (Dry et al.,, 1995a). A localizacdo dos genes AR, SRPX e RP2 esta
representada na figura 6.

— Xp22.32
Xp22.2
-—— Xp22.12
Xp21.3
= Xp21.1
- Xpl 1,:-[SRPX
- xp11.22{RP2
x._ xm;{AR
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Xg21.1
= Xq21.31
Xq21.33
p— Xq22.2
.\Llf‘
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4 Xq25
[ | .
. Xq26.2
= Xq27.1
- Xq27.3

Figura 6. ldeograma do Cromossomo X humano. Cromossomo X identificando as regides
citogenéticas. Em azul a posicdo dos marcadores utilizados neste estudo.

A analise quantitativa dos niveis de expressédo de alelos de um determinado

gene pode ser realizada por minissequenciamento usando os polimorfismos de um
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anico nucleotideo (SNPs) em amostras de RNA (cDNA). Assim, quando a expressao
€ vista a partir de um dos dois alelos, pode-se indicar que o gene esta sujeito a XCI
ou que os niveis de transcritos nascentes estdo além do limiar de deteccéo
(Brockdorff, 2011).

1.10. O uso dos marcadores microssatélites para o estudo de inativacao
do cromossomo X

Nas amostras forenses, o estudo do DNA geralmente é feito através da analise
de regides de repeticbes consecutivas curtas (em inglés, short tandem repeats), ou
simplesmente STR, os quais podem ser definidos como regides hipervariaveis do
DNA que apresentam repeticdes consecutivas de fragmentos que possuem de dois
a nove pares de bases, sendo que os STRs de maior valor para a identificacao
humana séo aqueles que apresentam maior polimorfismo (maior nimero de alelos),
possibilitando que a probabilidade de duas pessoas apresentarem um mesmo alelo
torne-se menor. Outras caracteristicas associadas a um bom marcador sdo: menor
tamanho, maior frequéncia de heterozigotos (maior que 90%) e baixa frequéncia de
mutacdes (Monk e Harper, 1979; Leclercq et al., 2007).

Os marcadores STR séo formados por unidades de repeticdo constituidas por
mono, di, tri, tetra, penta ou hexanucleotideos. Tais marcadores de DNA ndo variam
somente no numero ou extensdo de suas unidades de repeticdo, mas também no
padrdo de organizacao e distribuicdo destas unidades, assim, sédo divididos em trés
categorias: marcadores STR simples (formados por unidades de repeticao
idénticas); marcadores STR compostos (formados por dois tipos de unidades de
repeticdo); e marcadores STR complexos (formadas por diversos blocos, com
comprimento variado entre as unidades de repeticdo, e variacdo nas sequéncias
consenso) (Butler, 2005).

Estima-se que os marcadores STR estejam presentes em todos 0s organismos
eucariotos, porém ausentes na maioria dos procariotos. Os diversos marcadores
STR variam em extensdo devido a insercdes ou delecdes (indels) de uma ou mais
unidades de repeticdo, que sdo causadas por um fendbmeno molecular conhecido
como polimerase slippage, que consiste no escorregamento da DNA polimerase e

que ocorre durante o processo de replicagdo do DNA. Este fendmeno é responsavel
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por elevadas taxas de mutacéo (~0,1% por loco) que conduzem a elevados graus de
polimorfismos entre este tipo de marcadores (Leclercq et al., 2007).

Os STRs apresentam variabilidade alélica in loci muito alta; este grau de
variacdo € o suficiente para estabelecer relacbes genéticas entre populacdes
intimamente ligadas, subpopulagfes, racas, assim como paternidade, niveis de
endogamia, estudos evolutivos, identificacdo individual, fluxo génico e andlise
forense (Chambers e Macavoy, 2000).

O escorregamento da polimerase perante as repeticbes de DNA séo
claramente manifestadas nos produtos da PCR que consistem, além da amplificacédo
do alvo principal, de mutacdes de insercdes ou delecdes que diferem da sequéncia
alvo original por mdultiplas unidades de repeticbes (Shinde et al., 2003). Esses
produtos com menor representacdo quantitativa sdo conhecidos como stutters. As
taxas de mutacBes in vitro sdo maiores que as encontradas in vivo devido ao
sistema de reparo da replicagdo do DNA.

As taxas de mutacbes observadas dependem da frequéncia do
escorregamento da polimerase e da eficiéncia no mecanismo de reparo (Fan e Chu,
2007).

A taxa de formacdo de stutter € inversamente proporcional ao tamanho da
unidade de repeticdo. Loci com imperfeicBes nessas unidades tendem a ser menos
mutaveis (Fan e Chu, 2007). Mutacdes pontuais também estdo presentes nos STRs,
embora o mecanismo de escorregamento da polimerase exceda o niumero deste tipo

de mutacao por uma a duas ordens de grandeza (Pumpernik et al., 2008).

1.11. O gene AR

O gene AR esté localizado no cromossomo X, na regido Xql1-12, possui 75-90
kb, compreendendo 8 exons separados por introns que variam de 0,7 a mais de 26
kb de tamanho (Lubahn et al., 1988). O primeiro éxon codifica o0 dominio N-terminal,
gue é a regido reguladora da transcricdo do gene, que é formada por uma regido de
aproximadamente 918 aminoacidos, com peso molecular de 110 kDa (Dehm e
Tindall, 2007).

O receptor de andrégeno (AR) € membro da superfamilia de receptores
nucleares de fatores de transcricdo ativados por hormonios (Zhou et al., 1994;
Callewaert et al., 2003; Robinson-Rechavi et al., 2003). Os esterdides
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desempenham um importante papel no controle da expressdo génica, por meio de
sua unido com receptores especificos. Uma vez ativados, os receptores agem
controlando a transcricdo, ligando-se em sequéncias especificas do DNA chamadas
elementos de resposta hormonal (Luke e Coffey, 1994).

A acdo androgénica da testosterona e da dihidrotestosterona se faz através da
ligacdo de um unico receptor, o AR, que regula varios genes necessarios ao
desenvolvimento e diferenciacdo do fenétipo masculino e manutencdo das funcdes
reprodutivas normais (Luke e Coffey, 1994; Hiort et al., 2000). Nas fémeas, o0 AR é
expresso em VAarios tecidos, incluindo 6rgdos sexuais primarios e secundarios,
principalmente nas células granulosas do ovério, sugerindo seu envolvimento na
foliculogénese (Kimura et al., 2007).

Como outros membros da familia de receptores nucleares, o AR apresenta trés
dominios principais. Sua estrutura inclui um dominio N-terminal de transativacao,
codificado em sua maior parte pelo éxon 1, um dominio central de ligacdo ao DNA
codificado pelos exons 2 e 3, e 0 dominio C-terminal de ligacdo ao homémio
codificado pelos os exons 4 a 8 (Ferlin et al.,, 2004; Brooke e Bevan, 2009). Esta
regido apresenta um subdominio com funcéo de ativacao dependente da ligacédo do
androgeno, denominada AF2 (Reid et al., 2003; Dehm e Tindall, 2007).

O receptor possui duas regides de repeticdes em tandem, caracterizadas como
microssatélites, polimoérficas no éxon 1, caracterizadas por numeros diferentes de
repeticbes CAG e GGC resultando em tamanhos variados de poliglutamina e
poliglicina, variando em homens normais de 10 a 35 aminoacidos (com uma média
de 21-23) e 4 a 24 aminoacidos (com uma média de 16-17), respectivamente. As
repeticbes mais longas de AR resultam em uma atividade transcricional reduzida do
mesmo, tanto in vivo como in vitro (Choong et al., 1996; Beilin et al., 2000; Ding et
al., 2004; 2005; Palazzolo et al., 2008).

A funcéo exata das repeticbes CAG no gene AR ainda ndo € completamente
compreendida, mas tem sido observado que existe uma correlacéo inversa entre a
atividade de transcricdo do gene AR e o0 numero de repeticdbes CAG. A expansao
desta regido estd associada com diferentes doencas, atingindo mais de 40
repeticdes, esta associado a uma doenca neurodegenerativa ligada ao cromossomo
X, conhecida como doenca de Kennedy. Um menor nimero de repeticbes CAG,

mesmo dentro da faixa normal, tem sido associado com a etiologia de varias
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doencas andrégeno dependentes, como carcinoma prostatico e sindrome dos
ovarios policisticos. Um namero mais elevado, no entanto, tem sido associado com
infertilidade masculina. Palazzolo et al. (2008) investigando repeticbes (CAG)n
sugeriram que o aumento ou a diminuicdo destas sequéncias interfeririam na
regulacao transcricional em tecidos especificos.

O teste padrdo de determinagdo indireta do estado de ativacdo dos
cromossomos X € o ensaio AR. Este ensaio foi originalmente descrito por Allen et al.
(1992) e modificado por Yorifuji et al. (1997) e consiste na identificacdo de citosinas
diferencialmente metiladas em sitios de restricdo localizados proximos a uma
sequéncia curta repetida em tandem (STR) de CAG no exon 1 do gene AR. Antes da
Reacédo em Cadeia da Polimerase os DNAs gendmicos sao digeridos pela Hpall.
Quando um cromossomo X esta ativado os sitios Hpall ndo estdo metilados e séo
susceptiveis a digestao pela enzima, ndo ocorrendo assim, a amplificacdo da PCR,
do produto resultante da digestdo. Por outro lado, quando um cromossomo X esta
inativado, esses sitios sdo metilados e resistem a digestdo (Araujo e Ramos, 2008).
Este loco AR tem uma taxa de heterozigose de ~85% (Edwards et al., 1991; Yorifuiji
et al.,, 1997), ndo sendo informativo em todas as mulheres e podendo variar por
influéncias hormonais e ambientais, ndo sendo portanto, um marcador neutro
(Kaupert et al., 2010).

Nos casos em que a inativacdo do X é ao acaso, ambos os alelos séo
metilados casualmente e, por isso, estardo igualmente digeridos e amplificados.
Entretanto, quando um dos cromossomos € inativado preferencialmente, o alelo do
cromossomo X inativado estara resistente para a enzima Hpall e serd amplificado

seletivamente (Araujo e Ramos, 2008).

1.12. O gene SRPX

O gene SRPX (do inglés sushi-repeat containing protein, X-linked), também
conhecido como DRS, ETX1 e SRPX1, foi primeiramente descrito por dois grupos
em 1995 (Dry et al., 1995b; Meindl et al.,, 1995). Foi caracterizado como um
supressor tumoral em linhagens celulares sujeitas a transformagéo pelo oncogene v-
src (gene Rous, sarcoma virus transformado) (Pan et al., 1996). O gene contém 10

exons, e tem um tamanho de 71.59 kb, ele esta situado na posicéo fisica Xp21.1 e
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seu maior transcrito contém 1920 pb, com a proteina correspondente contendo 464
aminoacidos (Shimakage et al., 2002).

Andlise de homologia da proteina SRPX revelou a presenca de um dominio
transmembrana (aa, residuos 376- 413) e trés repeticdes de consenso (residuos 57-
115, 120-174 e 262-317). Essas repeticdes estdo conservadas no dominio
extracelular da familia das selectinas, como a P-selectina. Baseado nesses
resultados foi sugerido que o SRPX provavelmente codifica uma proteina
transmembrana (Pan et al., 1996). Outro estudo mais recente demonstrou que a
proteina SRPX esta presente no citoesqueleto interagindo com a proteina PELO
(Pelota homolog Drosophila), ambas formam um complexo com outras proteinas que
tém como funcédo degradar RNAs mensageiros defeituosos (Burnicka-Turek et al.,
2011).

A expressao do gene SRPX é reduzida em diversos tipos de tumores malignos,
como céancer de colo, ovario, intestino, prostata, cancer de bexiga entre outros
(Tambe et al., 2004). A expressado ectopica de seu transcrito € capaz de induzir
apoptose em linhagens celulares humanas de cancer, com via mediada pelo reticulo
endoplasmatico (Tambe et al., 2004; Tambe et al., 2007).

Tambe et al. em 2007 encontraram em seu estudo que 30% de ratos knockout
para o gene SRPX desenvolveram tumores malignos incluindo linfomas, hepatomas
e adenocarcinoma do pulméo (Tambe et al., 2007). Niveis elevados de expressao
foram encontrados na rede trabecular em olho glaucomatoso (Iragavarapu et al.,
2009).

O gene SRPX ndo escapa da inativacéo, exibindo assim um perfil monoalélico
de expressao por célula (Carrel e Willard, 2005). Apresenta em seu primeiro exon
um polimorfismo STR trinucleotidico CTG, que confere uma variagédo fenotipica com
delecao de até 7 residuos de leucina (17-23LDel) (Dry et al., 1995b).

1.13. O gene RP2

O gene RP2 esta localizado no braco curto do cromossomo X, no intervalo
Xp11.3-11.23 (Figura 9). E composto por cinco éxons, que codificam um
polipeptideo de 350 aminoacidos, o qual & expresso ubiquamente nos tecidos
humanos. A proteina RP2 localiza- se majoritariamente na membrana plasmatica

voltada para a face citoplasmatica. Na retina humana, a proteina RP2 foi localizada
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na membrana plasmatica tanto na haste quanto nos cones fotorreceptores,
estendendo se a partir do segmento exterior através do segmento interior para os
terminais sindpticos (Schwahn et al., 1998; Chapple et al., 2000).

Acredita-se que a proteina RP2 funcione como ativador de GTPase (GAP) para
o fator ribosilagdo ADP tipo 3 da superfamilia Ras das pequenas proteinas G (Veltel
et al., 2008; Holopainen et al., 2010). Estudos bioquimicos e celulares revelaram um
potencial papel na manutencdo do Golgi, na coeséo e direcionamento de proteinas
para a membrana plasmaética (Evans et al., 2006; Evans et al., 2010 ; Holopainen et
al., 2010). Como as células fotorreceptoras sdo as células neuronais mais ativas
metabolicamente e envolvem o transporte de inUmeras proteinas a partir do interior
para 0s segmentos fotosensoriais externos, mesmo ligeiras perturbacdes na
maquina do trafico de proteina resultam na degeneracdo dos fotorreceptores e
cegueira, dentre elas a retinite pigmentar (Evans et al., 2006; Evans et al., 2010;
Holopainen et al., 2010).

Mutacdes no RP2 sdo responsaveis por aproximadamente 20% de todos os
casos de retinite pigmentar ligada ao cromossoma X (XLRP) (Jayasundera et al.,
2010; Patil et al., 2011; Schwarz et al., 2011). Dentre essa muta¢cdes patogénicas se
encontram as mutacdes sem sentido, sentido trocado, splicing, variacdes no quadro
de leitura na regido codificadora, insercdes e dele¢bes (Chapple et al., 2000; Patil et
al., 2011). Essas mutacdes levam a perda das proteinas RP2 e/ou a distribuicéo
intracelular aberrante, que pode ser a base para a degeneracdo das células
fotorreceptoras (Patil et al., 2011).

Essas mutacdes levam a uma degeneracdo progressiva das células
fotorreceptoras, perda progressiva de bastonetes e cones da retina, resultando em
perda progressiva da fungéo visual ou cegueira noturna (Berson, 1996; Jayasundera
et al.,, 2010; Schwarz et al., 2011). A forma mais grave da XLRP (Berson, 1996;
Schwahn et al.,, 1998; Jayasundera et al., 2010; Schwarz et al., 2011) é
caracterizada fenotipicamente pelo aparecimento de cegueira noturna na segunda
década de vida, e evolui em geral para cegueira completa (Bird, 1975).

Os marcadores dos trés genes apresentados foram escolhidos e
desenvolvidos para funcionar em um ensaio no formato triplex para aumentar a
informatividade do teste para caracterizar os padrdes de inativagdo do cromossomo

X. Neste trabalho buscou-se uma associacéo entre os padrbes preferenciais de ICX
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e SNVs localizadas na regido promotora do gene XIST anteriormente caracterizada
com a ativacdo e inativagédo preferencial do cromossomo X em binGmios da regiao

Norte Fluminense.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo a determinacéo dos perfis pontuais das
marcas epigenéticas de metilacdo no cromossomo X, utilizando trés sistemas
multialélicos: AR (receptor de androgenos humano; loco do microssatélite (CAG),),
SRPX (do inglés sushi-repeat containing protein; (CTG),) e RP2 (retinite pigmentosa
2; (GAAA),), e, adicionalmente, a determinacdo das frequéncias das mutacdes
rs187705242 (-43 C>G/A) e rs183361548 (-6 C>T) na regido promotora do gene
XIST em uma amostra populacional da regido Norte Fluminense composta de 70

binbmios maes e filhas.

Objetivos Especificos:

. Analisar os perfis pontuais das marcas de metilacdo do cromossomo X
em amostras de mulheres normais e Determinar o padrdo de inativacdo do
cromossomo X nas mulheres da regido Norte Fluminense;

. Investigar a presenca e determinar as frequéncias das mutacdes
rs187705242 e rs183361548 no promotor do gene XIST humano;

. Verificar a possivel heranca transgeracional da inativacao preferencial;

. Determinar a frequéncia alélica dos marcadores para os genes AR,

SRPX e RP2 na populacéo da regido Norte Fluminense.
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3. METODOLOGIA

3.1. Sujeitos da pesquisa

Para esta pesquisa foram utilizadas amostras de DNA genomico de bindmios,
mae e filha (n=140). Esse material foi coletado de individuos voluntarios, nao
acometidos, que participam de investigacdes de parentesco. As amostras foram
depositadas no banco de DNA gendémico do Nucleo de Diagnostico e Investigacao
Molecular — NUDIM. As frequéncias alélicas das mées e filhas para cada um dos
marcadores foram estimadas de forma separada.

Todas as amostras foram coletadas sob a assinatura de “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelos participantes e/ou responsaveis legais”
(Apéndice ).

3.2. Aspectos éticos da pesquisa

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 interiorizacao da
Genética no SUS”, cujo projeto geral foi aprovado pela Comissao Regional de ética
em seres humanos da Faculdade de Medicina de Campos, sob a folha de rosto
FR278769. Tal linha de pesquisa é financiada pela FAPERJ e o CNPqg.

3.3. Material biolégico

Sangue venoso: amostras de 3-10mL de sangue periférico foram coletadas
em tubos estéreis contendo anticoagulante EDTA e mantidas sob refrigeracédo até o
momento da extracdo de DNA dos leucdcitos.

Células do epitélio bucal: Células epiteliais foram coletadas por esfregaco
bucal utilizando haste flexivel, estéril, com ponta de algodao hidrofilico. Este material

foi coletado preferencialmente de criangas menores de dez anos.

3.4. Extracdo de DNA
O material biolégico (sangue) foi submetido a extragdo de DNA por meio de
um kit de extragdo comercial GE Healthcare®. Segundo o manual do kit /lustra™

Blood genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare).
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3.5. Quantificacdo do DNA gendmico
Foi utilizado 1 yL do DNA extraido para quantificacdo direta utilizando o
espectrofotometro NanoDrop 2000c™-Thermo Scientific (US, Canadd) com o

comprimento de onda de 260 nm.

3.6. Digestdo enzimatica sensivel a metilacdo associada a PCR
guantitativa de fluorescéncia - DESM-QFPCR

Para deteccdo da presenca de inativacdo preferencial do cromossomo X,
foram utilizadas 2U da enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hpall (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) gue reconhece e cliva o sitio polimoérfico de restricdo CCGG.
Para o ensaio de restricdo foram utilizados 500ng de DNA com a enzima Hpall a 37
°C por 4 horas.

Para PCR quantitativo fluorescente (QF-PCR), foi utilizado um ensaio em
triplex para os marcadores: AR, SRPX e RP2 com 10pmol cada e 50 ng de DNA, os
iniciadores utilizados estéo descritos na tabela 1.

Na reacdo de amplificacéo foi adicionado betaina na concentracao final de 2M
na reacdo. Esse agente facilita a separacédo das fitas de DNA além de aumentar o
rendimento e a especificidade dos produtos da PCR por contribuir na amplificacao
de alvos ricos em CG por aumentar a estabilidade das fitas (Frackman et al., 1998).

A caracterizacdo dos alelos amplificados foi realizada utilizando-se uma
plataforma ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer ( California, USA). Os perfis
eletroforéticos  foram analisados utilizando-se o software GeneScan™

(AppliedBiosystem).

Tabela 1. Iniciadores do ensaio Triplex. Sequéncia dos primers AR, SRPX e RP2, tamanho dos
produtos gerados e temperatura de melting em vermelho os primers sentido e em azul os primers
antisentido.

Primer sentido Primer Antisentido Produto TM
AR TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT 288pb 69
SRPX CCTCTATCCCGAGCGAAGG GTGCCGAGGCGAGCTAAG 201 pb 62
RP2 TGACATAGCGAGACCCTGTG GTGGTGGGTTCTCTAGCTGGT 350 pb 60

3.7. Desenho dos iniciadores do SNaPshot
No desenho dos iniciadores de amplificacdo e de sequenciamento do
SNaPshot, foram utilizados os programas livres e online: livre OligoPerfect™
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Designer da Invitrogen OligoPerfect™ Designer da Invitrogen ™
(http://'www.invitrogen.com/) e o OligoCalc - Oligonucleotide Properties Calculator.
Para avaliar a especificidade de cada par de iniciadores, foi utilizada a ferramenta
online iPCR — UCSC (in silico PCR University of California Santa Cruz, USA). Na
tabela 2 estdo demonstrados os iniciadores de amplificacdo e de sequenciamento
para o SNaPshot.

Tabela 2. Iniciadores do SNaPshot. Sequéncia dos primers de amplificacdo e de
sequenciamento, tamanho dos produtos gerados e temperatura de melting em vermelho os
primers sentido e em azul os primers antisentido.

Primers Tm Produto
F:CAGCCCCGAGAGAGTAAGAA
AIST R:CCATTCTCAAAACCAAGCTGA 60 380 bp
rs183361548 AGTAAGAAATATGGCTGCAGCAG 535 C>T
rs187705242 CTCTTATGCTCTCTCCGCC 53.2 C>G/A

3.7. Sequenciamento de nucleotideo Unico — SNaPshot

Inicialmente, a regido promotora do gene XIST humano contendo o
polimorfismo foi amplificada por PCR. Foram utilizados 10 ng de DNA e 2 pmol dos
primers. Em seguida, os segmentos amplificados foram submetidos a uma
purificacdo com o kit ExoSAP-IT (USB Corporation) que elimina os dNTPs nao
incorporados pela reagdo de PCR. Posteriormente foi realizada a reagdo de
sequenciamento de base Unica (Snapshot Multiplex Kit, Applied Biosystems),
utilizando apenas um terceiro oligonucleotideo iniciador, cuja extremidade 3’ era
adjacente a base polimérfica, e apenas os dideoxinucleotideos (ddNTPs), que
levavam ao término da elongacao logo apds a sua insercéo, de modo complementar
a base polimérfica. Antes dos fragmentos serem injetados no sequenciador foi
realizado uma etapa de digestdo com a enzima Fosfatase Alcalina (Biotécnica) para

remocgao dos grupos fostato das extremidades 5.

3.8. Eletroforese capilar

Os produtos de amplificacado foram conservados congelados e posteriormente
foram adicionados 9 pL de formamida (Hi-Di Formamida, Applied Biosystems) e 0,15
ML do padrao de massa molecular GeneScan LIZ 500, para o ensaio em triplex e do
GeneScan LIZ 120 para a andlise dos fragmentos do SNaPshot, marcados com o

fluorocromo LIZ™ (fluorescéncia laranja) (Applied Biosystems). Os produtos de
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amplificacdo foram separados por eletroforese capilar com o polimero POP 4
(contendo 4% de acrilamida), utilizando a plataforma ABI Prism™ 310 Genetic
Analyzer.

Os perfis eletroforéticos foram analisados utilizando o0s programas
GeneScan™ e Genotyper™ (Applied Biosystems). Os alelos foram nomeados com o
valor em pares de nucleotideos, dos produtos da PCR. Na figura 7, esta

esquematizado o método padréo de interpretacao de um eletroferograma.
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Figura 7. Informag¢8es para a interpretagdo de um eletroferograma. No eixo X, representado em
A, escala em nimero de pares de nucleotideos (nt). Em B, identificagdo do marcador utilizado. Em C,
informacdes alélicas representadas, caracterizagdo dos alelos em pares de nucleotideos, dosagem
da proporcao alélica em area e intensidade de fluorescéncia do alelo. Em D, identificagdo da amostra
analisada. No eixo Y, representado em E, escala da atividade de fluorescéncia em unidades
arbitrarias. A intensidade de fluorescéncia esta diretamente relacionada com a quantidade de DNA
amplificado Figura reproduzida com permisséo do autor (Alves Da Silva, 2007).

3.9. Frequéncias alélicas e dados populacionais

As frequéncias alélicas dos marcadores deste estudo foram determinadas
utilizando o software PowerStatsV12 distribuido pela Promega Corp (Promega,
Madison, WI) (http://www.promega.com/geneticidtools/powerstats/) que se baseia
em um arquivo do Excel que gera automaticamente a frequéncia alélica dos

marcadores.

3.10. Quantificacao das proporcdes de inativacao
A proporcéo da ICX de todas as amostras foi calculada a partir da estatistica
baseada em Busque et al. (2009). A interpretacdo do resultado da equacgéo €é: % de

células com o alelo maior (B) ativo (Figura 8).
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Figura 8. Férmula estatistica empregada para calcular a proporcédo de ICX entre os alelos. Onde
A corresponde ao alelo de menor area nao digerido, B ao alelo de maior area nao digerido, A’ ao alelo

de menor area digerido e B’ ao alelo de maior area digerido (Adaptado de Busque et al. 2009).
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4. RESULTADOS

4.1. Padrdes de Inativacdo do Cromossomo X

Os perfis pontuais das marcas de metilacdo para os marcadores AR, SRPX e
RP2 foram analisados através da técnica de DESM-QFPCR e a partir das amostras
heterozigotas foi possivel elaborar um grafico tracando o perfil de inativacdo das
amostras para cada marcador.

Nas figuras 9, 10 e 11 estdo demostradas as distribuicdes dos perfis de ICX
para os marcadores AR, SRPX e RP2. Foi encontrada uma predominancia das
amostras com o padrao de ICX aleatorios nos alelos, variando entre 50:50 e 5:95 e
entre 50:50 e 95:5. Os marcadores AR e RP2 possuem maiores taxas de
heterozigose quando comparados com o marcador SRPX (Figura 10), portanto, &
observado um maior nimero de amostras nos seus graficos de distribuicdo com

propor¢cdes mais evidentes (Figuras 9 e 11).

AR

Numero de mulheres

O DO O R DO DS DD 6 6
SRS fﬁ;\ S E SN S G S P ’F“%«‘Dw %‘9\05;\ >

Padrao de Inativacao

Figura 9. Distribuicdo das razfes de inativacdo do cromossomo X para o marcador do gene
AR. Gréafico demonstrando os padrSes de ICX entre o alelo A e o alelo B em 128 mulheres
heterozigotas para o marcador AR.
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SRPX

Numero de mulheres
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Padrao de Inativacao

Figura 10. Distribuicdo das razfes de inativagdo do cromossomo X para o marcador do gene
SRPX. Gréfico demonstrando os padrdes de ICX entre o alelo A e o alelo B em 49 mulheres
heterozigotas para o marcador SRPX.

RP2

Numero de mulheres

B A0 O S PP DD B O DO

0
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Padrao de Inativacao

Figura 11. Distribuicdo das razbdes de inativacdo do cromossomo X para o marcador do gene
RP2. Grafico demonstrando os padrées de ICX entre o alelo A e o alelo B em 117 mulheres
heterozigotas para o marcador RP2.
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Na Figura 12 estdo exemplificadas as propor¢des dos padrbes de ICX para os

trés marcadores estudados.

80%

70%

60% -

50% -

M Aleatdrio

40% - )
H Levemente preferencial

30% -

O Altamente preferencial
20% -

10% -

0% -
AR SRPX RP2

Figura 12. Proporcgéo dos padrdes de ICX para os marcadores AR, SRPX e RP2. Propor¢éo dos
padrdes de ICX (aleatério, levemente preferencial e altamente preferencial) nas amostras analisadas.

Na Figura 13 estdo exemplificados os padrdes de inativagao preferenciais para
os trés marcadores antes e depois da digestdo com a enzima Hpall. Os marcadores
AR, SRPX e RP2 apresentaram as seguintes propor¢cdes entre os alelos A e B
nestas amostras: 19:81, 24:76 e 73:27, respectivamente.

Os valores apresentados abaixo dos picos correspondem a caracterizacdo
dos perfis alélicos em pares de nucleotideos e a dosagem da proporcao alélica em
area. O padréao de ICX destas amostras é classificado como levemente preferencial
(65:35-84:16). Para calcular as propor¢des da ICX nesta e nas demais amostras foi

utilizada a estatistica de Busque et al., (2009) demonstrado na figura 8.
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Figura 13. Eletroforese capilar, digerido pela enzima Hpall e amplificacdo por PCR para os
marcadores AR, SRPX e RP2. Resultado de eletroforese capilar de DNA demonstrando um padréo
levemente preferencial de inativagéo.

4.2. Padrao de heranca transgeracional da inativacdo do cromossomo X

Para se investigar o padrao de heranca transgeracional do Xi foi observada a
origem do Xi (Xi de origem materna ou Xi de origem paterna). Nas amostras
analisadas, 31 filhas possuiam inativacdo preferencial (levemente ou altamente
preferencial).

Destas amostras 17 (55%) apresentaram inativacdo preferencialmente
materna (o0 X de origem materna estava inativo) e 14 amostras (45%) com inativacao
preferencialmente paterna (o X de origem paterna estava inativo).

Conforme apresentado na tabela 3, foi observado o comportamento do Xm
herdado pelas filhas, 7 filhas herdaram o Xa da mae e este continuou ativo (Xa>Xa),
4 herdaram o Xa e ele se tornou inativo (Xa>Xi), 8 herdaram o Xi da mae que
continuou inativo (Xi>Xi) e 6 herdaram o Xi que ficou ativo (Xi>Xa).

Em 6 amostras ndo foi possivel determinar esses perfis pois as méaes

possuem padrdes de ICX aleatérios.
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Tabela 3. Padréo de heranca transgeracional do cromossomo X. Andlise do Xi das filhas, padréao
de inativacdo, origem da heranca do Xi e comportamento do Xm herdado pelas filhas.

Amostras Padrao de inativacéo Xi Comportamento do Xm
02F Altamente Preferencial Xp Xa>Xa
08F Levemente Preferencial Xp -
18F Levemente Preferencial Xm Xa>Xi
27F Levemente Preferencial Xp Xa>Xa
46F Altamente Preferencial Xm Xi>Xi
80F Levemente Preferencial Xm Xi>Xi
131F Levemente Preferencial Xp Xi>Xa
165F Levemente Preferencial Xm -
174F Levemente Preferencial Xp Xa>Xa
193F Levemente Preferencial Xm Xi>Xi
217F Levemente Preferencial Xp Xa>Xa
238F Levemente Preferencial Xm Xi>Xi
248F Levemente Preferencial Xm Xa>Xi
261F Levemente Preferencial Xp -
274F Levemente Preferencial Xp Xi>Xa
309F Levemente Preferencial Xm Xa>Xi
312F Levemente Preferencial Xp Xi>Xa
399F Levemente Preferencial Xp Xa>Xa
401F Altamente Preferencial Xm -
609F Altamente Preferencial Xp Xa>Xa
619F Levemente Preferencial Xm Xa>Xi
623F Levemente Preferencial Xp Xi>Xa
668F Levemente Preferencial Xp Xa>Xa
682F Levemente Preferencial Xm Xi>Xi
685F Altamente Preferencial Xm Xi>Xi
689F Levemente Preferencial Xp -
716F Levemente Preferencial Xp Xi>Xa
746F Levemente Preferencial Xm Xi>Xi
916F Levemente Preferencial Xm Xi>Xi
1035F Levemente Preferencial Xp -
1067F Altamente Preferencial Xp Xi>Xa

4.3. Relacado entre a idade das mulheres e os padrdes de inativagcao do
cromossomo X

Considerando que as diferencas do padrdo entre XCIl nos tecidos pode ser
um efeito do processo de envelhecimento, foi feita uma avaliacdo da idade das
mulheres para verificar esta possibilidade.

A média de idade entre as mées foi de 35 anos, variando de 17 a 60 anos e a
média da idade das filhas foi de 14 anos, variando de 0 a 40 anos. Somente 1

mulher possuia 60 anos de idade e esta apresentou padrdes XCI levemente
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preferenciais. O padréo de ICX para as demais mulheres analisadas se mostrou de

forma semelhante em todas as faixas etarias (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de idade das Mées e Filhas. A variacdo da idade das maes foi de 17 a 60
anos e das filhas de 0 a 40.

Idade Frequéncia Idade Frequéncia
Méaes dasidades Filhas das idades

17 0,15% 0 3,07%
19 0,30% 1 1,70%
20 0,15% 2 0,57%
21 0,91% 3 0,63%
22 0,30% 4 0,28%
23 0,30% 6 0,57%
24 0,45% 7 0,34%
25 0,61% 9 0,11%
27 0,15% 11 0,45%
28 0,45% 12 0,11%
29 0,61% 14 0,23%
30 0,45% 15 0,34%
31 0,45% 16 0,11%
32 0,91% 17 0,11%
34 0,45% 18 0,11%
35 0,45% 20 0,34%
36 0,30% 21 0,11%
37 0,15% 25 0,34%
38 0,15% 26 0,11%
39 0,45% 30 0,17%
40 0,30% 40 0,17%
41 0,30%

43 0,15%

44 0,15%

47 0,15%

48 0,15%

49 0,15%

52 0,15%

57 0,15%

60 0,15%

4.4. Expanséo alélica do marcador SRPX
Neste estudo uma Unica familia apresentou expansdo no locus SRPX. Este
nacleo familiar apresentou expansdo de oito repeticdes CTG, transmitida de mae
para filha, passando de 201/204 para 204/228. Para confirmar a heranca
transgeracional foi genotipado a amostra do pai confirmando a expansdo alélica
herdada transgeracionalmente da mée. No eletroferograma da figura 14 estao
demostrados os perfis alélicos da méae, da filha e do pai, respectivamente.
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Figura 14. Eletroferograma representativo do nucleo familiar 238 para o ensaio triplex. Para o
marcador SRPX o gendtipo da mae é 204/228 e essa expansédo transgeracional foi transmitida para a
filha.

4.5. Analise in silico da conservacéao evolutiva do sitio CTCF

Foram realizadas analises in silico para avaliar a importancia evolutiva do sitio
de ligacdo da proteina CTCF, que estd associada ao processo de escolha do
cromossomo X a ser inativado.

As sequéncias promotoras (800 pb upstream ao gene XIST) utilizadas para o
alinhamento foram obtidas pelo banco de dados do UCSC (http://genome.ucsc.edu/).
As espécies Homo sapiens, Oryctolagus cuniculus, Microtus arvalis e Mus musculus
foram escolhidas por possuirem a estrutura do gene XIST com um ancestral
evolutivo proximo segundo analises comparativas da estrutura do Xic em primatas
(Horvath et al., 2011).

Neste alinhamento foi encontrado alguns pontos com grau de conservagao
moderado (50%), porém na sequéncia do sitio de ligacdo da CTCF foi encontrado

um alto grau de conservacao entre as espécies (90%), demonstrado na figura 15.

51



131 140 150 160 170 180 190 200 20 220 230 24i) 250 260
| + + + + + + + + + + + +
CTCF_BDS
Hsa AGARCTGGAAARCCCATT=mmmmm= GARGTTGTGA===== CTCCTGRTCTAGARATGARGTCTACTTCCAGTTAATGTTCTTTCTGRTATGTCTTTGCTTTCTTGAAATTTCCCTTTTTTG-TCCTTACT
Orc  TGGATTTACACACCGTTTCTGTTCTATAGATGAGAACTTACTCTTGARGTAGARATGACCCCTTTTCCAGTTTAGAATTTTTTCTAGGATCCCCCTGTTTTCTTCAGCTCTCCTCATTTTGCTGRTTACT
Har  TARGCTATAAARTAGAGGATARTCCTTCAATATCA----- CACARRATATACARATTTGGTGGTTCTCGATCGCTCTGTCATGAGTTTTGGTACARTCATAATTARTTTTCATCTTAATTACTCTTTTTA
Hau  TTAGCTGTAAARTAG==GATARTCCTTCATTATCG=m=== CGCARARTAATGARATTCACGLGT=mmmmmmm CATGTCACTGAGCTTACGTAC======= CTCCATCTTTATTCATTTTARTTTTTTTA
Consensus t.a.ct..adad..g....0..bc bbb, [N .. .| S | P | AR [ A | PR O o [ 4 0 N o

61 270 280 290 300 gl 320 330 340 350 360 1] 380 390
| + + + + + + + + + + + +
CTCF_BDS TCTCTCCGCCCTCAG
Hza GGGTARRTTTTGAACCAACCAARTCACARAGATGTCCGG-CTTTCAATCTTCTAGG=CCACGCCTCTTATGCTCTCTCCGCCCTCAGHCYL.CCCC-TTCAGTTCTTARAGCGCTGCARTTCGCTGCTGCAG
Orc GGGTACAGCTTGAGTCGACCARRCCTCTARGATGTCGGG=CCTTCAATCAGCGGREGCCACGCCTCTTGT==TCACCCCRCCCCCARICY.CCCC=T=CARTTCTTARAGCGC TRCATTTTGCTGCAGCAG
Har  GAAAATAGTTTGCATTARR-ACGCCAATAAGARGTCGGRACTTTTCCGCATTTCTRGCCACTCCTCTTCTGGTCTCTCCGCCTTCAGHGN CACG=-ATCATTT---ARAACCATGCARGTGCTTGCCGCAG
Hwu  TAATATAGTTAGACCTARR=GGTCCAATARGATGTCAGA=ATTGCAATC=TTTGTGGCCACTCCTCTTCTGGTCTCTCCRCCTTCAGHGE CGCGGATCAGT T===ARAGGCGTGCARCGGCTTGCTCCAG
Consensus  ....8.88tt.84.0.88000s cca,baaga,gbe.g. . kb, . ... 000, cppocac, cotott kg, TCTCTCCGCCCTCAGHCh ¢ c. o L beasLt . . 000, .,  LECBa, . s tec..cag

B | R 1] Lill] 420 430 4di 450 L] a7 480 490 500 510 e
| t + + + + + + + + t + +
CTCF_RDS
Hsa CCATATTTCTTRACTCTCTCGGGGCTRGARGCTTCCTGACTGAAGATCTCTCTGCACT TGGGGTTCTTTCTAGARCATTTTCTAGTCCCCCARCACCCTTTATGGCGTATTTCTTTARRRRRATCACCTAR
Orc  CCATATTTCTACTTCTCCCGAGGTTGGARGCTCGCTAGCCATAGTTCTTTCTGTACTTATGGTTCTTTCTGGARCAT
Har  CCATGTTTGCCAGTTTCCCGTGGATGRTGAG
Hau  CCATGTTT
Conzensus CCALLEEE .. riisieserissnnrssrsssrsssrisssnrssrsssrassrsssensssrsssssssnssses

Figura 15. Alinhamento da regido promotora do gene XIST. Alinhamento da regido promotora no
gene XIST pelo programa MultAlin entre Homo sapiens, Oryctolagus cuniculus, Microtus arvalis, Mus
musculus. Destacado em vermelho esta a sequéncia do sitio de ligacdo da proteina CTCF e a sua
alta taxa de conservacédo entre as espécies analisadas (90%). Em azul esta demonstrada as regides
com moderada taxa de conservacdo (50%). A barra verde mostra a regido do polimorfismo
rs187705242 localizado donwstream a sequéncia do sitio de ligagédo da proteina CTCF.

A posicdo da mutacdo -43 C>G/A (rs187705242) neste alinhamento esté
ressaltada pela barra verde, mostrando que sua posicdo é donwstream ao sitio de
ligacdo da proteina CTCF. Estes dados ressaltam a importancia evolutiva dessa
sequéncia e da ligacdo da proteina CTCF na regiao promotora do gene XIST para a

determinacdo do cromossomo X que sera inativado.

4.6. Variantes de nucleotideo simples na regido promotora do gene XIST

Foram realizadas buscas da mutacdo -43 C>G/A na regido promotora do
XIST em bancos de dados de SNPs, e ndo foram encontrados dados populacionais
desta mutacdo, porém estad catalogada no banco de dados The Humam Gene
Mutation Database pelo nimero rs187705242.

Durante a busca foram encontrados trés outros SNPs no banco de dados
Ensembl localizados proximos & mutagédo alvo, como demonstrado na figura 16. Os

dados populacionais destes SNPs sao escassos (<0,01%).
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>gi|224589822:73072525-73072857 Homo sapiens chromosome X, GRCh37.p10
Primary Assembly rs183361548
CCAGCCCCGAGAGAGTAAGAAATATGGCTGCAGCAG[C<T]|GAATTGCAGCGCT

TTAAGAACTGAAGGGGG[C<G/A]GCTGA[G<A]GGCGGAGAGAGCATAAGAG

GCGTGGCCTAGAAGATTGAAAGCCGGACATCTTTGTGATTTGGTTGGTTCAAAAT
TTACCCAGTAAGGACAAAAAAGGGAAATTTCAAGAAAGCAAAGACATACCAGAA
AGAACATTAACTGGAAGTAGACTTCATTTCTAGACCAGGAGTCACAACTTCAATG
GGTTTTCCAGTTCTCATCTATAACATGGGGACATTGAG[G<A]JTAATCAAGCAATA

cr020388

rs187705242

rs192366030

Figura 16. Sequéncia da regido promotora do gene XIST. Destacado em azul a mutacdo -43
C>G/A (rs187705242) encontrado no The Humam Gene Mutation Database, destacado de vermelho
0 SNP rs183361548, em verde o SNP CR020388 e em roxo o SNP rs192366030, encontrados no
banco de dados Ensembl.

Foram escolhidas duas das quatro mutagcdes encontradas in silico para
pesquisas in vitro, as mutacbes -43 C>G/A (rs187705242) e a -6 C>G
(rs183361548). Foram desenhados primers para amplificacdo da regido promotora
do XIST SNaPshot e primers de sequenciamento para as duas mutacoes.

A figura 17 esta demostrado a sequéncia do produto de amplificacdo in silico
dos iniciadores de amplificacdo utilizando o IPCR do browser da UCSC. Este
programa mostra as regioes de amplificagdo com o par de iniciadores submetidos

para analise.

>chrX:73072526+73072905 380 bp
CAGCCCCGAGAGAGTAAGAAatatggctgcagcagcgaattgcagcgctttaagaactg
aagggggggctgagggcggagagagcataagaggcgtggcctagaagattgaaagccggacat
ctttgtgatttggttggttcaaaatttacccagtaaggacaaaaaagggaaatttcaagaaagcaaaga
cataccagaaagaacattaactggaagtagacttcatttctagaccaggagtcacaacttcaatgggtt
ttccagttctcatctataacatggggacattgagtaaatcaagcaataattaatgctaaaatcctccataa
actgcataataaatgtaaagatgttaatT CAGCTTGGTTTTGAGAATGG

Figura 17. Sequéncia da regido promotora do gene XIST. Em azul, a localizagdo fisica do
marcador no genoma de referéncia NC_000012. Em vermelho e verde, as sequéncias dos iniciadores
sentido e antissentido, respectivamente. O amplicon possui um tamanho de 380pb. O programa
utilizado foi o iPCR do browser da UCSC.

O resultado dos SNaPshots das 140 amostras foram analisados pelo
programa GeneMarker 1,97, para as mutacdes rs187705242 e a rs183361548 todas
as mulheres testadas apresentaram o alelo ancestral C, sem ocorréncia de alelos
variantes associados com inativagao preferencial (G, A ou T), como demonstrado na

figura 18.
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Figura 18. Eletroforese representativa do perfil alélico para os marcadores rs187705242 e a
rs183361548, utilizando a técnica de SNaPshot. Em azul, o tamanho em pares de bases dos
marcadores e o nucleotideo esperado como normal na populagéo.

4.7. Dados populacionais

4.7.1. Taxas de heterozigose dos marcadores

Em um total de 140 amostras, o marcador para o polimorfismo (CAG), do
gene AR apresentou taxa de heterozigose de 84% nas maes e 87% nas filhas. O
marcador para o polimorfismo (CTG), do gene SRPX, apresentou taxa de
heterozigose de 37% nas mées e 34% nas filhas. E o marcador para o polimorfismo
(GAAA),do gene RP2, apresentou taxa de heterozigose de 90% nas mées e de 81%
nas filhas (Figura 19).

87%
84%

AR

SRPX i Filha

M Mae

81%
90%

RP2

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 19. Taxas de heterozigose para os marcadores AR, SRPX e RP2. Em azul claro as taxas
de heterozigose das filhas e em azul escuro as taxas de heterozigose das maes.
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Somente 2 (1.4%) das 140 amostras testadas foram homozigotas para os trés
marcadores. Das demais amostras, 43 se mostraram heterozigotas para os trés
marcadores (31%), 72 amostras heterozigotas para dois marcadores (51%) e 22

heterozigotas para um dos marcadores (16%), como esquematizado na Figura 20.

AR
16

3 65
43

SRPX RP2
4

Figura 20. Distribui¢c8o da informatividade para os marcadores AR, SRPX e RP2. Em rosa o
numero de amostras heterozigotas para o marcador AR, em roxo as amostras heterozigotas para o
marcador SRPX e em verde as amostras heterozigotas para o marcador RP2. Os pontos de
intersecdo no conjuntos representam as amostras heterozigotas para dois ou trés marcadores.

4.7.2. Frequéncias alélicas para os marcadores AR, SRPX, RP2

Para o marcador AR foram observados 15 alelos nas mées e 14 nas filhas. A
expansao alélica para o AR foi de 45 nt. E suas frequéncias alélicas variaram entre
0,07%-1,71%. Para o marcador do gene SRPX foram observados 3 alelos nas méaes
e nas filhas. A expansao alélica para o SRPX foi de 27 nt. Suas frequéncias alélicas
variaram entre 0,07%-8,00%. E para o marcador do gene RP2 foram observados 13
alelos nas mées e nas filhas. A expanséo alélica foi de 44 nt nas maes e nas filhas.

As frequéncias alélicas do RP2 variaram entre 0,07%-2,14% (Tabela 5).

55



Tabela 5. Frequéncia alélica dos marcadores AR, SRPX e RP2. Frequéncia dos alelos das mées e

filhas para os marcadores AR, SRPX e RP2,

AR Alelos AR Alelos

Maes 252 0,29 Filhas 252 0,21
255 0,21 255 0,21
258 0,43 258 0,36
261 0,64 261 0,93
264 0,79 264 0,50
267 1,71 267 1,93
270 1,64 270 1,43
273 0,86 273 1,21
276 1,29 276 0,71
279 0,86 279 1,07
282 0,57 282 0,50
285 0,50 285 0,57
288 0,07 288 0,21
291 0,07 297 0,14
297 0,07

SRPX Alelos SRPX Alelos

Mées 201 1,93 Filhas 201 2,07
204 8,00 204 7,86
228 0,07 228 0,07

RP2 Alelos RP2 Alelos

Mées 350 0,21 Filhas 350 0,21
354 0,07 354 0,21
357 0,43 357 0,07
361 0,93 361 0,71
364 1,43 364 1,64
368 1,79 368 1,29
372 1,43 372 2,14
376 2,14 376 1,71
379 1,07 379 1,14
383 0,14 383 0,29
387 0,21 387 0,43
391 0,07 391 0,07
394 0,07 394 0,07
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5. DISCUSSAO

Os testes de ICX tém sido amplamente utilizados como ferramentas para
identificar doencas genéticas ou como testes diagndsticos para detectar mulheres
portadoras de doencas ligadas ao cromossomo X (Van Den Veyver, 2001).

Atualmente, o ensaio amplamente usado para avaliar a metilacao diferencial
entre 0 Xa e 0 Xi é o ensaio de HUMARA (Amos-Landgraf et al., 2006). Porém, este
teste ndo € informativo para todas as mulheres, além de ser um marcador com
influéncia hormonal, sendo aconselhavel o seu ensaio combinado com a utilizacédo
de outros marcadores que possam suplantar esse tipo de falha.

Neste trabalho foram interrogados os perfis pontuais de marcas epigenéticas
de metilacdo utilizando 3 sistemas multialélicos: AR, SRPX e RP2, o que tornou
possivel determinar que o padrdo de ICX nas mulheres da regido de Campos dos
Goytacazes é preferencialmente aleatério (51,4%). Foi possivel determinar também
gue a ICX nessas mulheres ocorre independente da origem parental do Xi. Das 31
filhas com inativagdo preferencial do cromossomo X 17 apresentaram inativagédo
preferencialmente materna e 14 filhas apresentaram inativacado preferencialmente
paterna.

Sabe-se que a inativacao preferencial do cromossomo X paterno acontece em
marsupiais. Em humanos, a ICX se da de modo aleatério, como demonstrado neste
e em outros estudos (Plenge et al., 1997; Minks et al., 2008; Morey e Avner, 2011).

Além da caracterizacdo sobre o padrdo de ICX nas mulheres da regido, os
resultados aqui apresentados revelam que o padrdo de heranca transgeracional no
cromossomo X é heterogéneo, isto €, o cromossomo materno transmitido para a
filha pode ou ndo manter o padrdo materno de inativagao.

A causa da Inativacdo preferencial do cromossomo X em mulheres normais
nao € conhecida. Acredita-se que o padrdo extremo de inativacao preferencial seja
reflexo da influéncia genética no processo de inativagdo ou de uma selecédo
secundaria contra um cromossomo X em particular (Migeon, 2007; Sullivan et al.,
2013).

Os padrdes de inativagao preferencial do cromossomo X, em que mais de
75% ou mais de 90% das células apresentam o mesmo cromossomo X ativo, Sao

observados com maior frequéncia em mulheres idosas do que em jovens. Isto levou
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muitos autores a concluirem que a inativacao preferencial do cromossomo X pode
ser adquirida com a idade avancada e que este fenbmeno ocorreria principalmente
apos os 60 anos de idade (Busque et al., 1996; Gale et al., 1997; El Kassar et al.,
1998; Sharp et al., 2000). Uma provavel explicacdo para isto € a perda alelo-
especifica da metilacdo nos sitios Hpall associada a idade (Allen et al., 1992). No
presente trabalho, o padrdo de ICX nas mulheres analisadas se mostrou de forma
semelhante em todas as faixas etarias, o que concorda com o extensivo trabalho de
Sandovici et al. (2004).

Dentre os resultados de inativagdo foram observados alguns valores
discordantes para os trés marcadores utilizados. Houve diferenga entre as
proporcdes de ICX esperada entre os marcadores. Os loci deveriam apresentar os
mesmos padrdes de inativacdo, entretanto os resultados observados mostram que
em alguns casos ao menos um marcador apresenta um resultado discordante.

Diante dessas observaces, levantou-se a hipotese de que a discordancia
dos resultados entre os marcadores se deveria ao formato do ensaio triplex, pois
nos formatos uniplex e biplex destes marcadores com poucas amostras nao foi
constatada tal discordancia. Para saber se o formato triplex poderia influenciar no
resultado foi elaborado um ensaio uniplex com duas amostras que em triplex tinham
apresentado essa diferenca entre os marcadores. Neste ensaio foi observada uma
leve inclinacdo do ensaio em uniplex para um perfil mais aleatério, isto €, mais
préximo da razdo 50:50. Isto significa que o ensaio em triplex teria um desvio para
perfis mais préximos do preferencial, isso explicaria o niumero elevado de mulheres
com inativagéo levemente preferencial neste estudo.

Na primeira amostra o perfil de inativacdo em triplex para os marcadores AR,
SRPX e RP2, respectivamente, eram de: 48%, 37% e 35%, ja os perfis em uniplex
foram: 51%, 40% e 44%. Na segunda amostra os perfis em triplex foram: 31%, 55%
e 22%, e em uniplex foram: 35%, 57% e 30%. Portanto, ndo pode ser descartada a
hipétese de que estes resultados controversos possam ser devido ao fato de que a
analise foi realizada utilizando o ensaio no formato triplex.

Também ndo podem ser descartadas as influéncias do ambiente genémico
onde esses marcadores se encontram, como por exemplo: o tamanho da repeticao,

polimorfismos em sitios de ligacdo de fatores de transcricio e mesmo as
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combinac¢des em cluster com outros genes inativados, que poderiam contribuir para
essa discordancia intracromossomica.

A mutacdo -43C>G/A na regidao promotora do XIST foi originalmente
associada com a inativacdo preferencial do cromossomo X em duas familias ndo
relacionadas (Plenge et al.,, 1997). Nesse estudo, 0os cromossomos X que
carregavam o alelo G estavam preferencialmente inativos enquanto aqueles com o
alelo A estavam preferencialmente ativos. Em uma tentativa de confirmar esta
associacdo, no presente estudo foram interogadas as mutacdes -43 C>G/A
(rs187705242) e a -6 C>T (rs183361548) nas amostras de mulheres ja
caracterizadas com o seu padrdo de ICX. Nenhuma das 140 mulheres analisadas
apresentou o alelo associado com inativacao preferencial. Esses dados estdo de
acordo com os estudos publicados por Pereira e Zatz, (1999) que também
investigaram a mutacdo -43 C>G/A no gene XIST em mulherem brasileiras, mas
também ndo encontram essas variantes.

A taxa de informatividade combinada dos marcadores AR, SRPX e RP2 foi
98,6% (n=140), sendo que 2 amostras foram homozigotas para os 3 marcadores.
Das demais amostras, 43 se mostraram heterozigotas para os trés marcadores
(31%), 70 amostras heterozigotas para dois marcadores (50%) e 23 heterozigotas
para um dos marcadores (17%).

As taxas de heterozigose em maes e filhas para os loci AR, SRPX e RP2
foram 0,84/0,87, 0,37/0,34 e 0,90/0,81, respectivamente. Esses dados concordam
com as taxas de heterozigoses esperadas e com as taxas de heterozigoses para o
AR em outros estudos (Allen et al., 1992; Kaupert et al., 2010; Bertelsen et al., 2012,
Gentilini et al., 2012; Jobanputra et al., 2012; Manoukian et al., 2012; Mossner et al.,
2013).

Para o locus AR foram observados 15 alelos nas mées e 14 nas filhas suas
frequéncias alélicas variaram de 0,07%-2,03%. Para o locus SRPX foram
observados 3 alelos nas mées e nas filhas e suas frequéncias alélicas variaram de
0,09%-0,82%. No locus RP2, foram observados 13 alelos nas méaes e nas filhas e
suas frequéncias alélicas variaram de 0,08%-2,27%.

Ainda sobre o locus SRPX, um dos alelos é raro. Esse corresponde a uma
expansao de 27nt pela primeira vez obeervada, conferindo o genoétipo 204/228 para

mae e filha de uma das familias genotipadas. Por que esse locus tem poucos
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alelos? Este fato pdoe estar associado ao papel de supressor tumoral do gene
SRPX, no sentido que outras expansodes teriam um efeto na sua expressao. O alelo
228 € uma expansdo alélica transgeracional, pois ap0s a tipagem do trio foi
constatado que esse alelo 228 foi transmitido da mée para a filha mantendo o
padrdo levemente preferencial do Xi materno. O possivel efeito das expansdes do
locus (CTG)n na expressao do gene SRPX e na susceptibilidade genética a tumores

merece um estudo separado.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que:

O padréao de inativacdo do cromossomo X nas mulheres da regido de Campos
dos Goytacazes €, em sua maioria, aleatoério;

Os padrbes de inativacdo do cromossomo X (aleatorico ou preferencial) em
mulheres da regido de campos dos Goytacazes sdo semelhantes a relatada
em outros estudos da literatura cientifica;

O uso do ensaio de DESM-QFPCR em triplex pode influenciar nos resultados
de analise da porcentagem de metilacdo do DNA entre os marcadores;

O padrdao de heranca transgeracional no cromossomo X nas mulheres
analisadas ocorre independente da origem parental (heranca do Xm ou Xp);

O padréao de ICX nas mulheres analisadas se mostrou de forma semelhante
em todas as faixas etarias;

N&o foram identificadas mutacdes (rs187705242 e rs183361548) associadas
ao promotor do gene XIST humano na populacdo estudada, o que nos casos
de inativacdo preferencial apontam para uma causa possivelmente nao

associada as mutacoes.
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8. APENDICES

Termo de consentimento livre:
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gerais, declaro por livre e espontanea vontade que concordo em participar do
mesmo. Autorizo a utilizacdo da amostra biolégica de mim coletada apenas para
este projeto, podendo o DNA extraido dessa amostra ser armazenado para
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