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RESUMO

Almeida, VT. Investigacdo do Status Genémico da Metilacdo na Sindrome Cri
Du Chat utilizando Arrays [Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2023.

A sindrome Cri Du Chat, ou sindrome 5p- (OMIM #123450) é caracterizada por
uma delecdo terminal ou intersticial no braco curto do cromossomo 5 que
acarreta manifestacdes clinicas variaveis, incluindo um choro estridente nos
recém-nascidos, baixo peso, microcefalia, hipertelorismo ocular, micrognatia,
hipotonia, alteragdes neurolégicas e comportamentais, atraso no crescimento e
no desenvolvimento global. Diferentes rearranjos citogenémicos, antecedentes
familiares e fatores ambientais podem dificultar a associacdo gendtipo-fenétipo.
Assim, a variabilidade fenotipica desta sindrome pode nao estar limitada apenas
a variacdes na estrutura dos genes, como delecbes, duplicacdes, inversoes,
insercdes e translocacdes, sendo possivel que outros mecanismos relacionados
a ativacdo ou inativacdo de promotores e/ou éxons de genes ativamente
transcritos, como a metilagdo do DNA, que ocorre principalmente nas ‘“ilhas
CpG”, estejam envolvidos. Sendo assim, estudamos o perfil do status da
metilacdo do genoma completo de pacientes com 5p- para verificar as regidoes
diferencialmente metiladas. Avaliamos amostras de sangue periférico de 22
pacientes com 5p- e 12 amostras controles previamente genotipadas por array
gendmico (HumanCyto850KBeadChip®- Illumina), para delinear o ponto de
guebra gendmico e caracterizar 0s rearranjos estruturais, realizamos o ensaio
de array epigenémico (MethylationEPICBeadChip® - Illumina), a fim de
identificar as regides diferencialmente metiladas. A analise dos resultados do
array genbmico foi realizada pelo programa BlueFuse™ Multi v4.5
(BlueGnome®) e a analise dos resultados do array epigendémico foi feita por meio
do programa de linguagem R v4.0.2. Foi possivel identificar que o perfil de
metilacdo dos pacientes com sindrome Cri Du Chat s&o distintos entre si, mesmo
alguns pacientes possuindo praticamente o mesmo tamanho de delecao.

Verificamos que as regides diferencialmente metiladas fora da regido 5p estao



principalmente associadas a atividade da regulacdo da transcricdo génica,
splicing e remodelacdo da cromatina, e a maioria das vias bioldgicas
encontradas estao relacionadas a transcricdo, ligacéo de histonas e cromatina,
complexo de spliceossomo e ribossomal e processamento de RNAs, sugerindo
que as alteracdes em 5p podem causar um desequilibrio em outras regiées
cromossOmicas capazes de afetar a modulacdo génica e, assim, explicar as
diferencas fenotipicas em pacientes com 5p-. Nossa analise podera ser aplicada
para outras sindromes com alteragdo no numero de copias, como um Novo
modelo de abordagem epigenética para ampliar o conhecimento sobre a

complexidade da variabilidade clinica nesses pacientes.

Descritores: Doencas raras, Genética humana, Sindrome Cri Du Chat,
Metilacdo do DNA, Epigenética.



ABSTRACT

Almeida, VT. Investigation of the Genomic Status of Methylation in Cri Du Chat
Syndrome using Arrays [Dissertation]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2023.

Cri Du Chat syndrome, or 5p- syndrome (OMIM #123450), is characterized by a
terminal or interstitial deletion on the short arm of chromosome 5 that causes
variable clinical manifestations, including high-pitched crying in newborns, low
birth weight, microcephaly, ocular hypertelorism, micrognathia, hypotonia,
neurological and behavioral modifications, delayed growth, and global
development. Different cytogenomic rearrangements, family history, and
environmental factors may hinder the genotype-phenotype association. Thus, the
phenotypic variability of this syndrome may not be limited only to variations in
gene structure, such as deletions, duplications, inversions, insertions, and
translocations. It is possible that other mechanisms related to the activation or
inactivation of promoters and/or exons of actively transcribed genes, such as
DNA methylation, which occurs mainly in “CpG islands,” are involved. Therefore,
we studied the genome-wide methylation status profile of 5p- patients to look for
Differentially Methylated Regions. We evaluated peripheral blood samples from
22 patients with 5p- and 12 control samples previously genotyped by a genomic
array (HumanCyto850KBeadChip®- Illlumina). To delineate the genomic
breakpoint and characterize the structural rearrangements, we performed the
epigenomic array assay (MethylationEPICBeadChip® - Illumina) to identify
differentially methylated regions. The genomic array results were analyzed using
the BlueFuse™ Multi v4.5 (BlueGnome®) program, and the epigenomic array
results were analyzed using the R language program v4.0.2. It was possible to
identify that the methylation profiles of patients with Cri Du Chat Syndrome are
different in between, even though some patients have practically the same
deletion size. We found that Differentially Methylated Regions outside the 5p
region are mainly associated with regulating gene transcription, splicing, and
chromatin remodeling. Most biological pathways are related to transcription,
histone and chromatin binding, spliceosome and ribosomal complex, and RNA



processing, suggesting that changes in 5p can cause an imbalance in other
chromosomal regions capable of affecting gene modulation and thus explain the
phenotypic differences in patients with 5p-. Our analysis may be applied to other
syndromes with alteration in copy number as a new model of epigenetic approach
to increase knowledge about the complexity of clinical variability in these patients.

Descriptors: Rare diseases, Human genetics, Cri Du Chat Syndrome, DNA

methylation, Epigenetics.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes sobre a Sindrome Cri Du Chat

A sindrome de Cri Du Chat (SCDC), também conhecida como sindrome 5p-
€ caracterizada pela delecéo parcial (terminal e/ou intersticial) do braco curto do
cromossomo 5 (Mainardi et al., 2006), sendo considerada uma sindrome rara,
com incidéncia de 1/15000 a 1/50000 em nascidos vivos (Niebuhr, 1978).

Portadores desta sindrome genética podem apresentar caracteristicas
clinicas variadas como: baixo peso, microcefalia (perimetro cefalico reduzido),
hipertelorismo ocular, hipotonia, micrognatia, orelhas de implantacdo baixa,
ponte nasal proeminente, altera¢cdes neuroldgicas e comportamentais, atraso no
crescimento e no desenvolvimento, entre outras (Mainardi et al., 2006). Os
recém-nascidos portadores desta sindrome costumam apresentar um choro
estridente, parecido ao miado de gato (Burns e Bottino, 1991). Em virtude disso,
0 médico francés Jérdme Jean Louis, em 1963, a nomeou como: Cri Du chat
(Lejeune et al., 1963).

A etiologia do choro caracteristico e deficiéncias da fala e desenvolvimento
da linguagem podem estar associadas a alteragdes na laringe e alteragdes no
sistema nervoso (Virbalas et al.,, 2012). Além disso, as criancas podem
apresentar dificuldades de succédo e degluticdo, bem como infec¢cbes das vias
aéreas superiores, otite média e diarreia nos primeiros meses e anos de vida
(Kim, 2018).

Em 80-90% dos portadores de SCDC sé&o considerados eventos de novo,
ou seja, a alteracdo gendmica surgiu naquele individuo, e em 10-15% sao casos
herdados decorrentes de rearranjos cromossémicos presente nos pais, sendo a
maioria de origem paterna, segundo os dados reportados na literatura (Niebuhr,
1978; Mainardi et al., 2001).

A correlagdo genotipo-fendtipo foi limitada pelo uso de técnicas de
investigagdo disponiveis, como o bandamento G e a Hibridagdo in situ por

Fluorescéncia (FISH), no entanto, com o avan¢o das metodologias moleculares
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de analise do genoma essa associagao foi sendo refinada com a técnica de array
gendmico.

Uma regido critica (entre 5p15.2 e 5p15.3) para a sindrome foi definida por
Nguyen, que classificou cinco genes envolvidos nesta regido como
haploinsuficientes e relacionados ao fenétipo em pacientes com a SCDC. Estes
genes sdo: TERT, SEMA5A, MARCHG6, CTNND2 e NPR3 (Nguyen et al., 2015).

A importancia desse segmento gendmico para 0s sinais patognomaonicos
da SCDC permitiram o refinamento dos genes especificos que afetam
individualmente diferentes componentes do fenétipo classico.

Dessa forma, algumas regides ja foram identificadas como relacionadas ao
fendtipo da SCDC, por exemplo, a regido 5p15.2 para deficiéncia intelectual e
dismorfismos faciais, a regido 5p15.33 para o choro caracteristico, e a regido
5p15.32 ao atraso da linguagem (Figura 1) (Mainardi et al., 2006; Elmakky et al.,
2014). No entanto, a elevada variabilidade clinica encontrada nesses pacientes
representa um enorme desafio para a compreensdo aprofundada dos

mecanismos que levam a essas diferencgas.

pl2
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Choro tipico '2 SEMASA " Elmakky et al., 2014
MARCH6 2 Mainardi et al., 2006
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Figura 1 — Representacdo do cromossomo 5, com destaque da regido do braco curto (p),
juntamente com a posi¢cédo dos 5 genes haploinsufientes definidos por Nguyen et al., 2015, e
correlagdes gendtipo-fendtipo segundo estudos de Mainardi et al., 2006 e Elmakky et al, 2006.

Figura adaptada de Chehimi et al., 2020.

1.2 Consideragdes sobre Epigenética
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A epigenética consiste na alteragdo da expressao génica sem modificar a
sequéncia de nucleotideos de DNA, ou seja, ocorre a ativagao ou silenciamento
de genes sem alterar a estrutura do DNA. Embasa-se na modificacdo da
cromatina ligada as proteinas histonas. Esse mecanismo esta associado a
diversas doencas descritas (Archer et al., 2011).

As alteracbes epigenéticas sdo definidas como informacdes celulares
hereditarias e que podem ser transmitidas através da divisdo celular (Wu,
Sarkissyan e Vadgama, 2015). Dentro das células, existem trés sistemas
principais que registram a epigenética: metilacdo do DNA, modificagbes de
histonas e mecanismos baseados em RNA (Zhang, 2021).

A modificacéo epigenética é dinamica e varia entre os tecidos em resposta
a uma série de estimulos ambientais, abrangendo aqueles que direcionam a
diferenciagdo tecidual durante o desenvolvimento, crescimento e 0S graves
riscos que provocam uma resposta adaptativa das células (Estampador e Franks
2014).

1.2.1 Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA € o mecanismo epigenético mais estudado e
compreende a adicdo de um grupo metil (CH3) ao carbono 5 do anel de
pirimidina do nucleotideo citosina. Esse mecanismo gera modificacbes na
cromatina e pode ocorrer em diversos locais dentro de um gene, porém, a
metilagdo é mais frequente nas “ilhas CpG” (citosina-guanina), regido do genoma
localizada em promotores e/ou éxons de genes ativamente transcritos, podendo
assim, controlar a expressao génica. A metilagcdo pode ser diferente para cada
CpG, sendo: sem metilacdo, com hemimetilacdo (metilacdo em apenas uma fita
de DNA) e, com a metilacdo completa (em ambas as fitas de DNA) (Day e
Sweatt, 2011).

Mesmo dentro de uma pequena extensdo do genoma, os locais de CpG
podem apresentar essas trés possibilidades de metilacdo, o que pode levar a
variabilidade gendémica daquele local. Além disso, a metilacdo pode ocorrer em
um sitio de ligacdo de fator de transcricdo ou em um sitio de iniciagdo da
transcricdo (Day e Sweatt, 2011). Dessa forma, a compreensao de como a
metilacdo do DNA naquele ponto do genoma contribui para a transcricdo de um
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determinado gene requer um exame detalhado acerca de mudancas de
metilacdo do DNA ao nivel de um unico nucleotideo (Weber et al., 2007).

A metilacdo do DNA também é importante na modulacdo de varios
processos biolégicos, como o desenvolvimento embrionario, imprinting
gendmico, inativacdo do cromossomo X, diferenciacéo e proliferacdo celular.
Sendo assim, a metilacdo pode resultar no silenciamento de genes supressores
de tumor e/ou ativacdo oncogénica, levando a tumorigénese (Li, 2021).

Além da regido promotora de um gene, a metilagdo também pode estar
presente nas regides shelf e shore (ao redor da ilha CpG). Com isso, se ocorrer
hipometilacdo, esta pode causar instabilidade gendmica, assim como, a
hipermetilacdo pode causar uma repressao transcricional. Essas modificacfes
podem alterar a transcricdo génica e podem ocasionar diversas doengas, como
mostrado na figura 2.

Perturbation of Methylation

Heterochromatin Euchromatin
Hypermethylated Hypomethylated
[_, Gene body
" . .

Shelf Shore Promoter

If hypomethylated If hypermethylated

Genomic instability Transcriptional repression

Fragile X, Rett syndrome, autism schizophrenia, dementia,
suicide risk, Alzheimers, Prader-Willi, Angelman, .
Beckwith-Wiedemann Syndromes = methylated cytosine

Figura 2 — Cobertura da metilacdo do genoma completo. A hipermetilagdo das ilhas CpG na
regido reguladora do gene, como o promotor, estad normalmente associada a uma estrutura de
cromatina compactada ou fechada, resultando no silenciamento transcricional do gene
associado. Por outro lado, a hipometilagdo das ilhas CpG leva a uma estrutura de cromatina
aberta, que geralmente esta associada a ativacdo da transcricdo de um gene previamente
metilado (desmetilacdo), resultando em uma desregulacdo génica. Figura disponivel em:

(emea.illumina.com/techniques/sequencing/methylation-sequencing.html).

A vista disso, as altera¢des genéticas da SCDC podem nao estar limitadas

apenas a alteracdes na estrutura dos genes. E possivel que determinadas
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alteracbes estejam relacionadas a ativacdo ou inativacdo de genes por
mecanismos como a metilacdo do DNA.

A utilizacdo da metodologia de array gendmico, incluindo diferentes
plataformas (oligo-array, SNP-array, Bead-array, Bac-array e CGH-array)
permitiu mapear detalhadamente os rearranjos do DNA e caracterizar as
variantes que circundam os pontos de quebra. Paralelamente o aperfeicoamento
dessas plataformas possibilitou o estudo das regides metiladas (array
epigendmico) impulsionando o entendimento de mecanismos moleculares
associados aos fenétipos clinicos em diferentes doencas (Li, 2021).

A investigacdo do padrdo de metilacdo genbmica pode ser complicada
devido a sua natureza hereditaria e reversivel, mas, ao mesmo tempo, pode
contribuir substancialmente para esclarecer a complexidade dos mecanismos
epigenéticos promotores e reguladores em diferentes doencas. Essa
investigacdo, que ainda tem sido pouco explorada, € capaz de melhorar a

compreensao da configuracdo do genoma humano.

1.2.2 Modificagdes das histonas

As modificacdes das histonas também regulam a expressédo génica. As
histonas s&@o proteinas bésicas encontradas nos nucleos celulares dos
eucariotos, que auxiliam na compactacado do DNA nos nucleossomos, os blocos
de ligacdo da cromatina. A cromatina deve ser remodelada, modificando a
acessibilidade das ferramentas de transcricdo do DNA para controlar o processo
de transcricdo génica (Ornellas et al., 2017). H& cinco diferentes tipos de
histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) e estas sao distinguidas de acordo com a
proporcao de lisina (K) e arginina (R) presentes em suas estruturas (Biterge e
Schneider, 2014).

As modificagbes poés-traducionais que influenciam a condensacdo da
cromatina e, consequentemente, a acessibiidade do DNA abrangem a:
acetilacdo, fosforilacdo, metilacdo, ubiquitinacdo e sumoilacdo. Essas
modificacdes pds-traducionais podem alterar a carga eletrbnica e as estruturas
das caudas N- e C- terminais das proteinas histonas, que se ligam ao DNA, para

alterar o status da cromatina e a subsequente expressdo génica. As
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modificacdes das histonas desempenham papéis importantes numa variedade

de processos celulares (Figura 3) (Zhang et al., 2021).

e
da histona

_ [GEREEiVS]  Transcricdo inativada | Transcrigio ativada |
t. Metilagdo }_' Acetilagio
RMNA [—#
pnllmeraae &
RMNA
wnmemae
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Desmetilagio Desacetilagdo

Falores e FENSCIGaD Ao Fatores oe WEnscrigan
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Transcrigao
inativada

Figura 3 — A metilacdo do DNA em regides promotoras especificas evita a transcricdo génica ao
inativar um determinado gene. As modifica¢cdes das histonas: a metilacdo das histonas envolve
a adicao de um grupo metil (CH3) as caudas das histonas (dependendo do tipo da histona e do
aminoacido) favorece a condensacdo da cromatina e consequentemente dificulta o acesso as
proteinas reguladoras que promovem a transcri¢do. Ja as histonas nao metiladas (desmetilagéo)
sem o grupo metil, garantem a cromatina descondensada e assegura a transcricao génica. Além
disso, a acetilagdo das histonas, que envolve a adicdo de um grupo acetil (COCH3), abre a
cromatina e permite o acoplamento da maquinaria transcricional e a desacetilagdo (remoc¢éo do
grupo acetil) leva a uma estrutura de cromatina inativa e condensada (Figura adaptada de:
Ornellas et al., 2017).

As proteinas de dominio de ligacdo metil-CpG (MBP) se ligam ao DNA
metilado e potencialmente guiam ou direcionam complexos de proteinas com
atividade de remodelacao da cromatina e/ou modificacédo de histonas para locais
especificos no genoma. Esses complexos de proteinas geralmente induzem
mudancas repressivas na cromatina local, como catalisar marcas repressivas de
histonas ou criar um ambiente repressivo geral da cromatina através da
remodelacdo do nucleossomo e da organizacdo da cromatina (Du et al., 2015).

Para analisar as modificacbes das histonas em loci's do genoma,
comumente utiliza-se 0 método de imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP). Esse
ensaio baseia-se em anticorpos especificos que podem reconhecer
determinados marcadores de modificacdo de histonas ou moduladores
epigenéticos. A vista disso, a andlise das interacdes dinamicas entre a metilagio

do DNA e a modificacdo das histonas que levam a modificacdo da cromatina &
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uma tarefa desafiadora e novos métodos estdo sendo desenvolvidos para
determinar as interacfes complexas entre esses diferentes estados

epigendémicos (Li, 2021).

1.3 Possiveis fontes de variabilidade fenotipica

1.3.1 Pontos de quebra genémicos

Até o momento, as consequéncias fenotipicas da SCDC estdo associadas
principalmente as alteracBes estruturais que afetam os genes localizados no
braco curto do cromossomo 5. A descricdo precisa dos pontos de quebra
estruturais pode ser complexa devido as diferentes resolucbes de que as
variantes sao relatadas, a partir de coordenadas citogenéticas até as posicoes
reais dos pares de bases. Além disso, multiplos rearranjos em uma Unica area
do genoma podem fazer a interpretacao e seus efeitos desafiadores.

Esses rearranjos podem envolver perdas e ganhos genémicos, inversoes,
insercdes e translocagcbes. Novas fungbes génicas podem ser geradas
dependendo do tipo de jun¢des que ocorrem nos pontos de quebra, como por
exemplo, as fusBes génicas em diferentes regides (Liu et al., 2012).

Varios fatores podem contribuir para uma maior suscetibilidade de
determinadas regides cromossomicas sofrerem quebras e rearranjos como: a
presenca de sequéncias em tandem nas por¢des terminais cromossémicas; 0s
sitios frageis do DNA; as regides de repeticbes com baixo nimero de coépias
(LCRs), que sao pequenas sequéncias repetitivas, frequentemente encontradas
em regides centroméricas e teloméricas, possuindo de 1 a 4 kb de tamanho,
sendo conhecidas como sequéncias motif, e os hotspots para quebras
subteloméricas (Guilherme et al., 2015; Luo et al., 2011).

Os rearranjos cromossdmicos podem também envolver as regides
subteloméricas que possuem alta densidade génica ocasionando a perda ou
quebra de alguns genes importantes para o equilibrio do genoma (Mefford e
Trask, 2002).

Em um estudo realizado por Chehimi et al., 2022, foram investigados 29
pacientes com sindrome 5p-, utilizando a técnica de microarray, a fim de

correlacionar o tamanho da delecdo com os sinais clinicos dos pacientes
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(associacao gendtipo-fendtipo). Os resultados mostraram 23 dele¢Bes terminais
puras, uma delecéo intersticial, uma delecédo seguida por uma duplicacéo de 3
Mb em 5p, trés casos de delecédo de 5p concomitante a duplicacdes maiores que
20 Mb nos cromossomos 2, 9 e 18, e uma delecao 5p com uma delecao do
cromossomo Y.

Foram descobertos rearranjos entre o0 cromossomo 5 e outros
Cromossomos autossomos e sexuais. Para esses casos foi possivel desvendar
alguns fendtipos sobrepostos, mas para os casos de delec6es em 5p puras ainda
ndo foi possivel correlacionar o tamanho da delecdo com as caracteristicas
fenotipicas variavel e/ou gravidade do fendtipo (Chehimi et al., 2022).

Além disso, no estudo de (Almeida et al., 2022) foram descritos dois irmaos
com SCDC, com fen6tipo destinto, e com 0 mesmo tamanho de dele¢éo herdada
da mae. Foi destacada a importancia de investigar outras modificacées acima da
arquitetura genémica do cromossomo 5, como, por exemplo, o estudo da
metilacdo do DNA, que também pode oferecer respostas para a investigacao do
fenétipo dos pacientes com 5p- e para avaliar a consequéncia das alteracfes

estruturais do cromossomo 5.

1.3.2 Expressividade variavel e efeito de posicéo

Rearranjos gendmicos envolvendo delec¢des e duplicacbes podem causar
um fendtipo por varios mecanismos moleculares. O rearranjo em um
cromossomo pode afetar ou é afetado pelo alelo no outro cromossomo nhaquele
locus. Estes incluem polimorfismos funcionais do alelo remanescente quando
ocorre uma delecdo e efeitos de transvecg¢do (comunicagdo entre alelos em
cromossomos homaologos) (Lupski e Stankiewicz, 2005).

Além disso, as dele¢Bes e duplicacbes podem provocar diversos tipos de
desarranjos gendmicos como alteracdes na dosagem génica, disrupcdo de
genes haploinsuficientes, fusdo de genes que podem provocar novas
sequéncias codificantes, efeito de posicdo em regibes que impactam na
regulacdo da expressao génica, que podem estar proOximas ao ponto de quebra,
expressao de alelos recessivos, entre outros (Lupski e Stankiewicz, 2005).

A proporcado de individuos que possuem um determinado genotipo e

apresentam os sintomas clinicos esperados € definida como a penetrancia
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completa, em contrapartida abaixo disso, ha penetrancia reduzida ou incompleta.
Os gendtipos também podem apresentar expressividade variavel, onde a
gravidade do fendtipo causado pelo gendtipo pode variar entre os individuos
afetados. Isso difere da pleiotropia, onde diferentes variantes no mesmo gene
podem causar diferentes fenétipos potencialmente ndo relacionados que podem
até ser classificados como doencas diferentes (Kingdom e Wright, 2022).
Embora penetrancia, expressividade e pleiotropia sejam trés conceitos bem
definidos, a realidade bioldgica significa que seus efeitos gerais muitas vezes se
sobrepdem, especialmente em coortes populacionais onde é dificil identificar a
causa da diversidade fenotipica. Multiplos fendtipos distintos, em conjunto,
podem ser classificados como um unico fenétipo mais grave ou diferentes

subtipos de doenca (Gruber e Bogunovic, 2020).

1.3.3 Modificadores genéticos

Os modificadores genéticos, definidos como variantes genéticas, podem
modificar o resultado fenotipico da alteragdo causadora de doenga primaria. Eles
podem suprimir ou exacerbar a gravidade da condicdo da doenca. Variantes
modificadoras podem alterar o fenétipo de um gene alvo por ter uma interacao
genética, bioquimica ou funcional com um ou mais genes ou produto génico. O
grau do efeito dos modificadores pode variar, 0 que pode resultar em grande
variabilidade fenotipica e mudancas na penetrancia (Rahit e Tarailo-Graovac,
2020).

Os modificadores genéticos permanecem muitas vezes nao identificados
em doencas genéticas raras, onde reunir pacientes suficientes para alcancar
significAncia estatistica € um desafio. A acessibilidade de tecnologias de alto
rendimento, cooperacao internacional, algoritmos de computacdo aprimorados e
opcOes terapéuticas emergentes abriram novas possibilidades para investigar o
papel dos modificadores genéticos em doencas raras, a fim de melhorar o
entendimento da sua interacdo a nivel molecular (Mroczek e Sanchez, 2020).

As variantes do genoma humano: substituicbes de um unico nucleotideo
(SNP/SNV), insercdes/delecdes curtas (InDels) e variantes estruturais/variagcao
do ndamero de copias (SV/ICNV) podem impactar o fendtipo a partir da sua

localizagdo gendmica, se em regides funcionais e/ou regulatorias e ainda devido



39

a sua frequéncia na populacdo. Portanto, € importante se atentar ao tipo de
variante estudada e se esta pode ter alguma sobreposicdo significante que ira

contribuir em novas descobertas fenotipicas para o paciente.

1.3.4 Metilagédo do DNA em sindromes raras

Nosso conhecimento de imprinting genémico em humanos foi formado por
uma série de doencas pediatricas do desenvolvimento, que apresentam
fendtipos sobrepostos e etiologia diversa, e que sofrem modificagcbes na
dosagem de genes imprintados. Mutagdes ou epimutacdes em regifes de
controle de imprinting (ICR), ou ganho de determinado segmento cromossémico
de um Unico genitor, a dissomia uniparental (UPD), resultam em genes
imprintados podendo ser super expressos ou ndo expressos paternalmente ou
maternalmente (Cassidy e Charalambous, 2018).

Algumas sindromes de imprinting gendmico conhecidas séo: sindrome de
Prader-Willi e Angelman, sindrome de Beckwith-Wiedemann e Silver-Russell e
sindrome de Kagami-Ogata e Tample. O diagndstico de cada sindrome é
realizado por meio da analise da metilacdo do alelo paterno e materno, ou seja,
verifica-se a perda ou ganho de metilacdo em genes unicamente expressos por
determinado alelo.

A literatura mostra que em paralelo com as doencas que possuem
mecanismos diretamente associados com a metilacdo do DNA, ha também
outras sindromes genéticas raras sendo investigadas para as regifes
diferencialmente metiladas (DMRs), a fim de correlacionar os achados com as
caracteristicas da doenca. Porém, até o momento, esses estudos ainda nao
estabeleceram associacdes diretas entre a metilacdo do DNA e o fendtipo
especifico do paciente, mas sim, de maneira geral, comparando grupos casos
versus grupos controles (Kimura et al., 2020; Rooney, et al., 2021).

A sindrome de Williams (SW) € uma doenca genética rara, causada por
uma microdelecdo na regido 79l11.23. Nessa regidao, ha diversos genes
relacionados a regulacdo epigenética. No estudo realizado por Kimura et al.,
2020, foi encontrada uma DMR relevante no gene ANKRD30B, a sua funcéo
bioldgica ainda nédo é clara, porém, um estudo recente mostrou que esse gene €

hipermetilado e regulado negativamente no cérebro de pacientes com doenca
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de Alzheimer, e esse achado fornece uma visdo epigenética sobre alguns
pacientes com SW que exibem declinio cognitivo precoce, como a deméncia
senil.

Em um estudo de (Rooney et al., 2021) foi investigada a metilagdo do DNA
na sindrome da delecdo 22q11.2. O objetivo principal deste estudo foi investigar
se existe uma assinatura epigenética especifica em todo o genoma em pacientes
com a delecao tipica de 22q11.2, por meio de um modelo classificador de
bioinformética que gera pontuacdes de 0 a 1 em relagdo a patogenicidade, ou
seja, com base no perfil de metilacdo dos pacientes com 22qg-. Além disso, nos
altimos anos, (Sadikovic et al., 2021) fizeram evidéncias de assinaturas
epigenéticas em diversas sindromes raras, demonstrando que estas exibem
biomarcadores de metilacdo de DNA altamente sensiveis e especificos.

Dessarte, escolhemos investigar, a partir de uma abordagem inédita, um
perfil epigenémico clinicamente relevante na sindrome Cri Du Chat, focando na
metilacdo do DNA, principalmente nas ilhas CpGs, por meio do método de array
epigenémico, a fim de correlacionar os achados a expressividade fenotipica
muito variavel, ainda ndo completamente compreendida para essa doenca,
evidenciando as caracteristicas individuais dos pacientes. Além disso, 0s
achados podem auxiliar a abrir um novo caminho para o desenvolvimento de

novos testes diagndsticos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

e Construir o perfil de metilagdo do DNA de pacientes com a delegao 5p.

2.2. Objetivos secundarios

e Mapear o status da metilacdo na regido do ponto de quebra utilizando o
ensaio Infinium MethylationEPIC BeadChip da lllumina®;
e Investigar os elementos gendmicos afetados pela metilacéo;

e Relacionar as regides mapeadas com o fendtipo clinico.
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3. METODOS

3.1 Casuistica

Trata-se de um estudo retrospectivo e prospectivo, cuja casuistica foi
composta por 22 amostras de DNA de sangue periférico de pacientes com a
sindrome de Cri Du Chat acompanhados no Ambulatério de Genética do Instituto
da Crianca e do Adolescente do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (ICr-HCFMUSP) e 12 amostras controles
previamente genotipadas e classificadas como normais de acordo com seu perfil
gendmico. A descricdo das amostras encontra-se na Tabela 1.

Foram incluidas no estudo amostras de pacientes com delecdo em 5p
pura e foram excluidas deste estudo amostras de pacientes com outras
delecdes/duplicacbes patogenénicas concomitantes. Essas alteracées foram
avaliadas previamente com o array gendmico. Para os controles, os critérios de
selecéo foram relacionados aos dados demogréaficos de sexo e idade, além da
auséncia de CNVs relevantes clinicamente.

Os dados clinicos foram coletados por meio de analise de prontuério e por
meio de um checklist (Anexo A) desenvolvido em conjunto com a equipe da
Unidade de Genética do ICr contendo informacgdes clinicas relevantes (Anexo
A). Além disso, os pacientes foram fotografados para a documentacdo dos
dismorfismos. Os pacientes selecionados compareceram aos encontros anuais
promovidos pelo Nucleo Cri Du Chat (Sdo Caetano do Sul — SP) para coleta de
dados clinicos realizada entre os anos de 2017 e 20109.

Os pacientes ou pais e/ou responsaveis foram informados da realizacao
da pesquisa e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) aprovado pelo Comité de Etica da Instituicio - CAAE:
24390719.1.0000.0068, e um documento autorizando o uso de fotografias.

Tabela 1 — Descri¢cdo das amostras estudadas

Identificacdo das amostras
estudadas

1 F 22 anos

Sexo Idade
2 F 13 anos
3 F 2 anos
4 F 8 anos
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5 M 18 anos
6 F 13 anos
7 M 38 anos
8 F 4 anos
9 F 9 anos
10 F 13 anos
11 F 15 anos
12 F 10 anos
13 M 20 anos
14 F 3 anos
15 F 18 anos
16 M 10 anos
17 F 15 anos
18 F 9 anos
19 M 10 anos
20 M 9 anos
21 M 8 anos
22 F 22 anos
Ctrl 1 M 10 anos
Ctrl 2 F 3 anos
Ctrl 3 F 3 anos
Ctrl 4 F 4 anos
Ctrl 5 F 10 anos
Ctrl 6 F 10 anos
Ctrl 7 M 7 anos
Ctrl 8 M 7 anos
Ctrl 9 M 11 anos
Ctrl 10 F 6 anos
Ctrl 11 M 6 anos
Ctrl 12 M 10 anos

Legenda: Ctrl- Controle; F- Feminino; M- Masculino

3.2 Técnica de Array epigenémico para o estudo da metilacéo

Para esse projeto foram utilizadas amostras de DNA de sangue periférico
ja extraidas pelo kit QlIAamp DNA Blood (Qiagen®) e armazenadas em freezer a
-80°C.
A integridade das amostras e identificacdo de possiveis impurezas foi
verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5%, utilizando
reagentes e equipamentos do fabricante (Kasvi®).
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A quantificacdo das amostras também foi realizada por meio do
fluorimetro Qubit (Invitrogen®), a fim de garantir maior precisdo e acuracia na
concentracéo final de 50 ng/ul.

Para estudar o perfil de metilagcdo, realizamos a técnica de array
epigendmico da plataforma do fabricante (lllumina®) utilizando o Kit
HumanMethylationEPIC BeadChip 850K. Essa plataforma foi escolhida uma vez
gue interroga em torno de 853.307 sitios de metilagcdo por amostra, distribuidos
em regides intensificadoras, promotoras e intergénicas. Nesse experimento, ha
dois ensaios quimicos diferentes que reportam a informacgéo sobre o status de

metilacdo, conforme mostrado na figura 4.
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Figura 4 - A: o ensaio Infinium | contém duas sondas que interrogam o locus CpG, uma sonda
especifica para CpG metilado e outra para CpG ndo metilado, h& a incorporacdo do mesmo
nucleotideo marcado por fluorescéncia. B: o ensaio Infinium Il, contendo apenas uma sonda por
locus CpG, é responsavel por complementar a base anterior do sitio de interesse (C pareado
com G), (T pareado com A), a extenséo resulta na adicdo de uma guanina (G) marcada
complementar a citosina (C) (estado metilado, sinal da cor verde) ou adenina (A) marcada
complementar a timina (T) (estado ndo metilado, sinal da cor vermelha), a intensidade da
marcacdo e permite calcular a quantidade de sondas metiladas e ndo metiladas. (Figura:
Babivoka et al., 2011).

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Citogendémica (LIM
03) do (HC-FMUSP), e os ensaios foram realizados seguindo o protocolo do

fabricante.
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As amostras foram inicialmente tratadas com bissulfito, utilizando o kit EZ
DNA Methylation (Zymo Research®), esse tratamento foi usado para desaminar
citosinas nao metiladas convertendo-as em uracila. As citosinas metiladas nao

se alteram (Figura 5).
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Figura 5 — A desaminacdo da citosina consiste na remo¢éo de um grupo amino (NH2), que
resulta em uracila. As citosinas metiladas possuem a adicdo de um grupo metil (CH3), sendo
assim, permanecem sem alteragfes. Apos a amplificagdo por PCR para a sintese da nova fita
convertida (5’ 3’) as uracilas sdo reconhecidas como timinas, uma vez que, U parea com A na

fita complementar (3’ 5). (Figura adaptada de: epigentek.com)

Assim, as amostras convertidas foram transferidas para uma placa
especifica, onde o DNA foi denaturado quimicamente, seguido pela
neutralizacdo por reagentes fornecidos no kit. A etapa seguinte foi a de
amplificacdo gendmica isotérmica, na qual as amostras foram incubadas a 37°C
por um periodo de 20-24 horas.

Depois do periodo de incubacdo, ocorreu a etapa do pos-PCR, que
compreende na fragmentacdo do DNA por meio da acdo de uma enzima
disponivel no kit, e precipitacdo e ressuspensdo do DNA por reagentes
especificos para, entdo, seguir com a aplicacdo das amostras no BeadChip,
onde estas foram distribuidas mesclando casos e controles. O BeadChip foi
incubado a 48°C por cerca de 16 horas, onde ocorreu a hibridacdo do DNA
fragmento as sondas complementares do Beadchip.

Posteriormente, o Beadchip foi lavado, para a remocdo de DNA néo

hibridado, e preparado para as etapas de extensdo de uma Unica base e
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coloragdo, por meio da adicdo de nucleotideos marcados com fluorocromos
especificos.

Por fim, a leitura da fluorescéncia incorporada as sondas nas regifes nas
quais houve hibridacdo do DNA, foi feita pelo scanner iScan® (lllumina®). Por
meio dessa leitura de fluorescéncia e algoritmos especificos, regibes contendo

regides metiladas foram reconhecidas pelo software para posterior andlise.

3.3 Analise dos dados

3.3.1 Analise das amostras genotipadas por estudo anterior (array

genémico)

O ensaio de array gendmico foi realizado anteriormente utilizando o kit
Infinium CytoSNP-850K BeadChip (lllumina®), sendo capaz de verificar cerca de
850.000 sondas de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs) distribuidas ao
longo de todo o genoma, englobando genes de relevancia clinica para pesquisa
em alteracdes constitucionais e em canceres. Os dados brutos (arquivos .idats),
foram convertidos em arquivos (.GTCs) pelo software Beeline v1.0.37 (Illumina®)
e, entdo, foram analisados por meio do software BlueFuse™ Multi v4.5
(BlueGnome®).

Neste software, os sinais de fluorescéncia emitidos pela hibridacdo das
sondas foram identificados e normalizados para calculos de algoritmos, com o
propésito de determinar variacdes no numero de copias (CNVs) e a deteccédo de
regides de homozigosidade (ROHS). A determinacdo de uma CNV baseia-se na
necessidade de, no minimo, dez sondas consecutivas alteradas (~18 kb), e para
a determinacdo da ROH, a necessidade de, ao menos, 500 sondas consecutivas
alteradas (~3 Mb).

Para a correlacdo gendtipo-fendtipo apos a obtencao das CNVs, fizemos a
classificagdo de acordo com a sua associacdo a causa e suscetibilidade de
doencas em cinco principais grupos: benignas; provavelmente benignas;
provavelmente patogénicas; patogénicas; e variantes de significado incerto
(VOUS), segundo os critérios preconizados pelo Colégio Americano de Genética
Médica e Gendmica (ACMG) (Riggs et al., 2020). Foram utilizados alguns bancos
de dados disponiveis online que estdo descritos na tabela 2. As CNVs foram
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interpretadas em conjunto com as caracteristicas clinicas dos pacientes e as

informacdes disponiveis nos bancos de dados. As posicbes gendmicas das

alteracdes foram obtidas de acordo com o genoma de referéncia GRCh37/hg19.

Tabela 2 - Principais bancos de dados e portais disponiveis online para

Banco de dados e
Portais

classificacdo das CNVs

Descricéo

Referéncia/Site

UCSC Genome
Browser

Ferramenta publica de visualizacéo
grafica do genoma e das informagdes
nele contidas. Serve como um
microscopio que permite  aos
pesquisadores visualizar todos os 23
cromossomos do genoma humano
em qualquer escala, desde um
cromossomo completo até um Unico
nucleotideo.

genome.ucsc.edu/index.html

DGV (Database of
Genomic Variants)

Catalogo com curadoria de variagfes
estruturais gendmicas e humanas
encontradas no genoma de individuos
controles em diversas populagdes.

dgv.tcag.ca/dgv/app/home

DECIPHER
(Database of
Chromosomal
Imbalance and
Phenotype in
Humans Using

Plataforma utilizada pela comunidade
clinica para compartilhar e comparar
dados fenotipicos e genotipicos de
pacientes com fendtipo  bem
estabelecido e afetados por doencas

deciphergenomics.org/

Ensembl genéticas raras.

Resources)
, Ferramenta de investigagdo de genes

ClinGen (The ; Prgagao de g

- e variantes de relevancia clinica para -

Clinical Genome . o clinicalgenome.org/
uso na medicina de precisdo e
Resource)

pesquisa.

NCBI (National
Center for
Biotechnology
Information)

Fonte americana de informacbes
biomédicas e gendbmicas. Promove a
divulgacdo cientifica e coordena
diversos bancos de dados e softwares
para a comunidade médica e
cientifica.

ncbi.nlm.nih.gov/
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Catédlogo publico que contém um

OMIM (Online ; . ~
: complicado de informacdes
Mendelian L .
, . confiAveis de genes humanos e omim.org/about
Inheritance in o ;
doencgas genéticas, sendo atualizado
Man) o
diariamente.

Site para busca de referéncias
Pubmed munql|a|s~. Possul mais de 34 mJIh_oes pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
de citacdes de literatura, periodicos

de ciéncias e livros online.

3.3.2 Andlise do experimento de metilacéo (array epigendmico)

A andlise foi realizada por meio de linguagem de programacéo R (Rstudio
v4.0.2) seguindo pipeline proposto por (Maksimovic et al.,, 2016), com

modificacdes. Esse artigo fornece exemplos das etapas envolvidas na analise de
dados de array de metilagdo usando pacotes do repositorio Bioconductor (tabela
3) (Huber et al., 2015).

A sequéncia das etapas realizadas na andlise dos dados de array de
metilacdo por meio da linguagem de programacdo R foram: preparacdo das
amostras; controle de qualidade dos dados; normalizacéo; filtragem; andlise de
metilacdo diferencial; analise funcional; mapeamento da metilagdo nos pontos
de quebra dos pacientes com 5p-, e determinacdo da idade bioldgica
(DNAmMAge).

Tabela 3 - Principais pacotes utilizados para as etapas realizadas

Pacote Funcéo Referéncia
Utilizado no pré-processamento de dados,
i s : o Aryee et
Minfi avaliagbes de controle de qualidade, normalizacdo
) al., 2014
e filtragem.
Limma Utilizado na andlise de metilacdo diferencial para| Ritchie et
deteccdo de DMPs. al., 2015
DMRcate Utilizado para identificar DMRs Peters et
P ' al., 2015
llluminaHumanMethyl Hansen et
ationEPICmanifest al., 2016
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Contém arquivos de anotagdo da localizagdo de
cada sonda contemplada no array de metilacao
EPIC da lllumina.
IIIgmmaHumanMethyI Contém arquivos de anotacao de sondas de acordo | Hansen et
ationEPICanno.ilm10 . %
com o genoma de referéncia GRCh37/hg19. al., 2016
b2.hg19
. Contém ferramentas para analisar e visualizar| Hansen et
MinfiData o .
arrays de metilacdo lllumina. al., 2018
Contém uma estrutura para ler os dados brutos de
, arquivos IDAT e varios objetos especializados para | Davis et al.,
Methylumi .
armazenar e manipular os dados ao longo de uma 2015
analise.
. . . Hahne e
Gvi Fornece ampla funcionalidade para personalizar
viz réficos de regides genbmicas Ivanek,
g : 2016
MissMethvl Utilizado para realizar analise de enriqguecimento | Phipson et
y de vias funcionais (KEEG) e ontologia génica (GO).| al., 2016
Utilizado para determinacado da idade biol6gica por| Pelegi-
Methylclock meio de marcadores de metilacgdo do DNA| Siso, et al.,
(DNAmMAge). 2021

Para a preparagdo das amostras, realizamos a internalizacdo dos dados

brutos .idats, a

identificacdo desses dados e separacdo por

grupos

caso/controles com base numa samplesheet previamente preparada. Para o
controle de qualidade dos dados, realizamos a avaliagdo da média de deteccéo
dos valores de P, representativos da intensidade do sinal fluorescente de cada
sonda. Dessa forma, amostras que apresentarem média superior a 0,05 podem
apresentar vieses, sendo entdo excluidas da andlise. A etapa de normalizagao
visa minimizar a variagdo indesejada intra e inter amostras, utilizando-se o
meétodo preprocessQuantile (adequado para conjuntos de dados de um unico
tecido). ApOs a normalizacdo, as informacfes da intensidade de sondas
metiladas e ndo metiladas foram convertidas em valores de M e B (beta),
juntamente com as coordenadas gendmicas associadas.

Foram feitas algumas filtragens para remocédo de sondas de baixo

desempenho (com base no valor de P); sondas dos cromossomos X e Y; sondas
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de SNPs no mesmo sitio CpG e sondas com reacéo cruzada que demonstraram
mapear para varios sitios do genoma. A lista de sondas com reacéo cruzada foi
publicada por Chen et al., 2013.

Depois dessas etapas seguimos, entdo, para a analise de metilagdo
diferencial entre os pacientes com SCDC com base nas caracteristicas
fenotipicas e, também, comparando grupo casos/controles. Utilizamos os
valores de M para os calculos estatisticos, com o teste T de Student, por
exemplo, e subsequente mensuracdo do status da metilacéo e identificacao de
potenciais sondas e regides diferencialmente metiladas (DMRs e DMPs). O valor
de [ foi utilizado para representacgao grafica final dos dados obtidos.

Para a analise funcional de ontologias genéticas (enriquecimento das vias
biologicas) utilizamos o banco de dados com informacdes gendmicas e
funcionais: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - KEGG
(https:/lwww.genome.jp/kegg/), e o consorcio: Gene Ontology - GO
(http://www.geneontology.org/), que fornece informacbes para descrever
processos biolégicos (BP), funcdes moleculares (MF) e componentes celulares
(CC). Essas andlises funcionais foram baseadas nas listas completas de DMPs
obtidas nas andlises de metilacdo diferencial, a fim de compreender os
processos bioldgicos que essas DMPs podem estar envolvidas. Foram definidas
como enriquecidas todas as vias funcionais com um valor de P ajustado menor
a 0,05.

Por fim, a determinacdo da idade biolégica por meio de marcadores de
metilacdo do DNA (DNAmMAge), foi feita utilizando o método de Horvath (2013),
que relatou um estimador de idade multi-tecido, referido como relogio
epigenético, que usa padrbes de metilacdo do DNA de locais especificos de 353
CpGs. Essa avaliacdo da metilacdo é baseada em genes previamente estudados
ligados a senescéncia.

Assim, foram gerados arquivos em excel contendo informacdes das DMRs,
DMPs, e ontologias com base na analise de metilacdo diferencial e funcional.
Foram gerados arquivos de visualizacao grafica das etapas realizadas, como a
de normalizagdo, graficos de analise de coordenada principal (PCoA) para
observar semelhancas e diferencgas entre as amostras, graficos de mapa de calor
(Heatmap) para mapeamento do status de metilacdo, e graficos de dispersao
(Scatter plot) para distribuicdo de idades cronoldgicas/biologicas.
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4. RESULTADOS

Neste estudo, avaliamos o perfil de metilacdo de 22 pacientes com SCDC
e 12 amostras controles, por meio do array epigenémico. Todas as amostras
obtidas, casos e controles, também foram avaliadas por array gendmico,

previamente.

4.1 Resultados do array gendmico (HumanCyto-850K BeadChip)

Entre as 22 amostras, identificamos pelo ensaio com o HumanCyto-850K
as delecdes terminais na regiao 5p em 21 pacientes (Figura 6) e uma delecao
intersticial em 5p em 1 paciente. Todos apresentaram CNVs concomitantes a
delecdo 5p em outros cromossomos, porém, todas foram classificadas como
benignas ou provavelmente benignas. As coordenadas gendomicas das
alteracdes em 5p estdo listadas na tabela 4 e a correlacdo genétipo-fenétipo

pode ser vista na Figura 7.

p15.33|
pi&.33

|:|1-'I-.1I LR p15.1  pls.2
|:|1-1.1I [ ENcl pi5.1  pl5.2

p13.3
pl3.3

pi2 p13.1 p13.2
pi2 p13.1  p13.2

(A) (B)
Figura 6 — Imagem do cromossomo 5 da amostra da Paciente 1, onde é possivel observar a
delecéo terminal no braco curto. Todos os outros pacientes com delecéo terminal apresentam
imagem similar. (A) Resultado do desvio de sondas obtido pelo array. (B) Resultado do perfil

alélico.



Tabela 4 — Resultados obtidos por meio do array de genotipagem para a

delecdo em 5p, mostrando os pontos de quebra para cada paciente.

Tamanho da
Paciente Resultado ap6s o array de genotipagem delecdo
1 arrfGRCh37]5p15.33p15.1(25,328 18,022,107)x1 17.996 Mb
arr[GRCh37]5p15.32p14.3(4,788,892_22,219,836)x
2 1 17.430 Mb
3 arr[GRCh37]5p15.33p15.1(25,328_18,099,766)x1 18.074 Mb
4 arrfGRCh37]5p15.33p14.1(25,328 25,027,618)x1 25.002 Mb
5 arr[GRCh37]5p15.33p14.3(25,328 23,212,267)x1 23.186 Mb
6 arrfGRCh37]5p15.33p14.3(25,328 22,039,679)x1 22.014 Mb
7 arr[GRCh37]5p15.33p13.3(25,328_29,863,566)x1 29.838 Mb
8 arfGRCh37]5p15.33p15.1(25,328_18,168,945)x1 18,143 Mb
9 arrfGRCh37]5p15.33p15.1(25,328_17,656,351)x1 17,631 Mb
10 arr[GRCh37]5p15.33p14.1(25,328 26,551,516)x1 26,526 Mb
11 arrfGRCh37]5p15.33p13.2(25,328 34,402,152)x1 34,376 Mb
12 arrfGRCh37]5p15.33p14.1(25,328 25,658,882)x1 25,633 Mb
13 arrf[GRCh37]5p15.33p14.3(38,139 22,670,144)x1 22,632 Mb
14 arrfGRCh37]5p15.33p13.3(38,139 31,075,755)x1 31,037 Mb
15 arr[GRCh37]5p15.33p15.1(38,139 18,300,739)x1 18,262 Mb
16 arrfGRCh37]5p15.33p15.32(25,328 6,189,781)x1 6,164 Mb
17 arr[GRCh37]5p15.33p15.32(25,328_6,197,044)x1 6,171 Mb
18 arrfGRCh37]5p15.33-p14.3(25,328 23,243,400)x1 23,218 Mb
19 arr[GRCh37]5p15.33p14.3(25,328_18,895,407)x1 18,870 Mb
20 arfGRCh37]5p15.33p14.3(25,328_19,087,783)x1 19,062 Mb
21 arr[GRCh37]5p15.33p14.1(25,328_25,351,609)x1 25,326 Mb
22 arrfGRCh37]5p15.33p13.3(25,328 29,305,055)x1 29,279 Mb
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1 25,328 pb | i | 18,022,107 pb
2 4,788,892 pb | | | 22,219,836 pb

325,328pb | | | 18,099,766 pb

425,328pb | | | 25,027,618 pb

525,328pb | | | 23,212,267 pb

625,328ph | | 22,039,679 pb

725,328pb | | 29,863,566 pb

825,328pb | \ | 18,168,945 pb

925,328ph | | |17,656,351 pb
1025,328pb | | |26,551,516 ph
1125328 pb | | 34,402,152 ph
12257328 pb | | 25,658,882 pb
1338,139ph | | 22,670,144 pb
1438,139ph | | | 31,075,755 pb
1538,139pb | | 18,300,739 pb
1625328pb [ [ ]6,189,781pb
1725328pb [ [ 16,197,044 pb
1825,328ph | \ | 23,243,400 pb
1925,328pb | | 18,895,407 pb
2025,328pb | | 19,087,783 pb
2125328 pb | | 25,351,609 pb
2225328pb | | 29,305,055 ph
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Figura 7 - Representagédo esquematica da extensdo das dele¢fes detectadas (barras lilds, com

start e end) e os diferentes pontos de quebra alinhados com a posicdo gendmica de genes

selecionados e correlagéo entre genotipo-fenétipo de dois estudos.

4.2 Resultados obtidos pelo array epigendmico (HumanMethylationEPIC)

Utilizamos neste estudo duas plataformas de array epigendémico, 0

HumanMethylationEPIC - 850K e 450K, devido a uma questao de disponibilidade

de beadchips. A diferenca entre essas duas plataformas esté principalmente na

cobertura gendmica, em que uma abrange 850.000 sitios CpG e a outra abrange
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450.000 sitios CpG. Dessa forma, realizamos dois tipos de analises abrangendo
os dois tipos de coberturas genémicas.
Para uma melhor compreenséao dos resultados das analises com diferentes

plataformas, estes serdo apresentados separadamente nos subtdpicos a seguir.

4.2.1 Analise 1. metilacdo diferencial global entre SCDC versus Controles -
HumanMethylationEPIC 850K

Ao compararmos os dados obtidos do array epigendmico do grupo SCDC
(n=15) com o grupo Controle (n=9), considerando o critério de selecdo P < 0,05,
obtivemos uma lista de regifes diferencialmente metiladas (DMRS) significantes
que estdo dispostas em ordem de relevancia (mais significativas para menos

significativas em relagéo a diferenca da metilagdo), conforme podemos visualizar

na Tabela 5.

Tabela 5 - Lista detalhada das Top 30 regides diferencialmente metiladas

(DMRs)

Cromossomol/regido Start End N° CpGs Genes
5p15.33 2751041 2757976 47 C50rf38, IRX2
5p15.2 14871469 14873039 14 CTB-40H15.4, ANKH
5p15.1 17216222 17219239 24 BASP1, AC091878.1
5p15.33 611696 612961 13 CEP72, RP11-310P5.1
5p15.31 7849599 7852480 20 MTRR, C50rf49
5p15.2 10352807 10355326 14 MARCH6, CTD-2256P15.2

CTD-2256P15.1, CCTS5,
5p15.2 10249523 10251252 17 FAM173B
5p15.32 5420363 5423457 18 KIAA0947

8pl2 30890108 30892276 31 WRN, PURG
5p15.31 7868703 7870689 21 MTRR, FASTKD3
5p15.1 16935695 16937379 16 MYO10
18064660 18064980
5035.3 8 7 17 TRIM41, MIR4638
5p15.31 6632973 6634308 14 SRD5A1, NSUN2
5p15.33 1799486 1801904 21 NDUFS6, MRPL36

RP11-260E18.1, CTC-
5p15.1 16616011 16618061 16 461F20.1, FAM134B
5p15.1 17403754 17404208 6 RP11-321E2.3
5p15.33 1522816 1524940 11 LPCAT1
5p15.33 1509086 1511422 12 LPCAT1
5p15.33 1882188 1884513 17 CTD-2194D22.3, IRX4
5p15.33 271553 271700 7 CTD-2083E4.6
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ANKRD33B
TRIP13, BRD9
DPPA5
DHODH

SNRNP27
HOXA-AS3, HOXA3, RP1-
170019.22, HOXAS,
HOXAG6
TEX22, MTA1, RP11-
521B24.3

TXN2

BCL7A
MIR1470, WIZ

No gréfico 1, podemos visualizar as médias dos valores de P. O eixo x
representa os pacientes com SCDC (n=15, cor verde) e os controles (n=9, cor
lilas). O eixo y representa as médias dos valores de P para cada amostra que
ficaram abaixo de 0,05, indicando assim, que todas as amostras apresentam um

padrdo de qualidade dos dados satisfatério.

0.004 —
CcDC
Control
0.003 —
0.002 —
0.001 <
0.000 - DDHHHDHHHHHHHHHHHHHHHHHH
3223952232572 88ngaLy
RHRRRRRNRARRIIIIILITERES
VOOV OOLOOO >>>

Gréfico 1 — Gréfico de barras apresentando as médias dos valores de P.
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No grafico 2, visualizamos a distribuicdo dos valores B para cada amostra
antes e depois da normalizacdo dos dados. SCDC (verde) e controles (laranja).

O eixo x representa os valores de B e 0 eixo y representa a densidade das

sondas.
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Grafico 2 — Graficos de densidade mostrando a distribuicao dos valores

O grafico 3 corresponde a andlise de coordenada principal, que mostra a
diferenca significativa no estado geral da metilacdo entre 0s grupos casos
(verde) e controles (azul). Esse grafico serve para observar as semelhancas e
diferengas entre as varias amostras. As amostras que sdo mais semelhantes
entre si devem agrupar-se e as amostras muito diferentes devem estar mais

afastadas no grafico.
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Grafico 3 — Gréfico global de PCoA (Analise de Coordenada Principal). O PCoA 1, captura a

maior fonte de variacdo nos dados, e o PCoA 2, captura a segunda maior fonte de variacdo nos

dados.

Com base na tabela 5 descrita anteriormente, com as top 30 DMRs,

verificamos que a maioria das DMRs esta localizada no cromossomo 5p, o que

ja era esperado devido a sindrome 5p-. Porém, 10 DRMs estédo localizadas em

outras regides significativas e estas estao descritas na tabela 6.

Tabela 6 — Descri¢cdo das 10 DMRs significativas fora da regido 5p

Cromossomo/regiao

8p12

5035.3

6013

16G22.2

Gene

WRN

PURG

MIR4638

DPPAS

DHODH

Descricao
Papel na manutencdo da estabilidade do
genoma e no reparo do DNA, replicacdo,
transcricdo e manutencao dos telémeros.

Importante no controle da replicacdo e
transcricdo do DNA.

Envolvido na regulagédo poés-transcricional da
expressao génica.

Envolvido na manutencao da pluripoténcia de
células-tronco embrionarias.

Proteina mitocondrial localizada na superficie
externa da membrana mitocondrial interna.

- CDC
i Control
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Desempenha papéis importantes no splicing
de RNA pré-mensageiro, facilitando o
reconhecimento e a selecao de locais de

splicing.
2p13.3 SNRNP27
Coadifica fatores de transcricdo de ligacdo ao
DNA que podem regular a expressao génica.
7pl15.2 HOXAZ3/5/6
Envolvido na regulacdo da transcricdo devido
a remodelacéo da cromatina.
14932.33 MTAL

Importante na regulacdo do potencial de
22912.3 TXN2 membrana mitocondrial e na protecao contra a
apoptose induzida por oxidantes.

Complexo de Remodelagéo de Cromatina.
12924.31 BCL7A

Desempenha atividade do fator de transcricdo
19913.12 Wiz de ligacdo ao DNA e atividade de ligacdo ao
co-repressor da transcri¢ao.

Fonte da descri¢cdo: GeneCards (https://www.genecards.org/).

Também realizamos andlises funcionais de enriquecimento das vias
biolégicas (ontologias) com base na lista completa das sondas diferencialmente
metiladas (DMPs) obtidas na comparacdo entre 0s grupos, considerando o
critério de selecdo P < 0,05. Utilizamos informac¢des do banco de dados KEGG
e do consorcio Gene Ontology (GO). Na tabela 7 visualizamos as principais vias

biolégicas envolvidas nas DMPs.

Tabela 7 — Descri¢cdo das principais vias biolégicas com base nas DMPs

Banco de N°
Via dados DMPs
Spliceossomo KEEGG 59
Atividade reguladora de traducéo GO - MF 53
Ligac&o do fator de transcrigéo GO - MF 147
Atividade co-repressora e co-
reguladora de transcricao GO - MF 182

Ligagdo de RNA GO - MF 590


https://www.genecards.org/
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Ligacdo do complexo

ribonucleoproteico GO - MF 58
Ligacdo RNA pré-mensageiro GO - MF 21
Ligacéo de acido nucleico GO - MF 1281
Ligacdo de histona desacetilase GO - MF 51
Ligagcédo de cromatina GO - MF 213
Complexo spliceossomal GO-CC 76
Complexo de ribonucleoproteina GO-CC 253
Complexo de DNA proteico GO-CC 70
Nucleo GO-CC 2352
Nucleoplasma GO-CC 1432
Complexo contendo proteina nuclear GO-CC 419
Cromossomo nuclear GO -CC 84
Cromossomo condensado GO -CC 94
Cromossomo GO -CC 602
Manutencéo de teldmeros via corte
de teldmeros GO -BP 12
Processo metabdlico de RNA
ribossémico GO -BP 91
Splicing de RNA GO -BP 162
Processamento de RNA GO -BP 179
Processamento de RNA néo
codificante GO -BP 140
Processamento de RNA mensageiro GO -BP 179
Processo metabdlico do RNA
mensageiro e ndo codificante GO -BP 251
Organizagdo cromossomica GO - BP 307
Biogénese de componentes celulares GO -BP 1029

Legenda: MF (Fungéo Molecular); CC (Componente Celular); BP (Processo Bioldgico).

Verificamos que as DMRs fora da regido 5p estdo principalmente
associadas a atividade da regulacdo da transcricdo génica, splicing e
remodelacdo da cromatina (Tabela 6). Além disso, grande parte das vias
biolégicas encontradas, estdo relacionadas a transcricdo, ligacdo de histonas e
cromatina, complexo de spliceossomo e ribossomal e processamento de RNAs
(Tabela 7). Isso sugere que a delegcdo em 5p pode causar um desequilibrio em
outras regides, aléem do cromossomo 5p, e que essa diferenca de metilacdo em
pacientes 5p x controles seria capaz de modular o fenétipo e, assim, explicar as
diferencas fenotipicas em pacientes com essa sindrome. Dessa forma,
prosseguimos analisando as associagfes fenotipo-gendétipo com base nas

caracteristicas fenotipicas de cada paciente no subtopico a seguir.
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4.2.1.2 Andlise da metilacdo diferencial fenotipica entre pacientes com
SCDC

Os pacientes com a SCDC apresentam diversas caracteristicas fenotipicas.
Na Tabela 8 estdo listadas todas as caracteristicas encontradas nos 22

pacientes aqui descritos.

Tabela 8 — Caracteristicas fenotipicas dos pacientes com 5p-

Pacientes
Caracteristicas

1|12|3|4|5|6|7]8]9]|10|11)12|13|14|15|16|17|18 |19 |20 21|22
Choro miado/fraco + + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ |+ |+ |+ ]+ + |+ |+ |+ |+ ]+
Choro miado/forte + +
Assimetria facial + + + + + + | + + |+
Rosto arredondado + + + + + +
Rosto afinado + + |+ |+ | + + |+ |+ | + +
Hipertelorismo ocular + |+ |+ |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ + | + + + +
Dobras epicénticas + [+ |+ |+ + |+ |+ + + | + + + | + |+
Ponte nasal proeminente | + + | + + |+ |+ | + |+ + | +
Microcefalia +l+ |+ |+ [+ [+ ]+ ]+ ]+ ]+ ]+ +]+ + |+ |+ |+ |+
Filtro Curto + |+ |+ + |+ |+ + ]+ [+ |+ |+ |+ ]+ + + |+ |+
Palato alto + | + + + |+ |+ |+ + + |+ | + +
Fissuras palpebrais + | + + + + +
Fissura labial + |+ |+ |+ ]+ |+ +
Boca curva para baixo + | + | + -
Microretrognatia + + + |+ | + + |+ | + + + +
Orelhas antivertidas + + + | + | + + | +
Orelhas displasicas + + | + + +
Estreitamento bitemporal | + + + | + + T (e
Hipotonia + + + | + +
Estrabismo + + + |+ |+ + + + + +
Cranioestenose +
Pescoco curto + +
Pé torto + + +
Columela proeminente + | + i
Escoliose + + + | + + + + | +
Malformacéo cerebral + + + + +
Polidactilia +
Clinodactilia + |+ |+ |+ | + + + + |+ | + + |+
Sindactilia + +
Braquidactilia +
Sandal gap + |+ + +
Autoagresséo + |+ + |+ |+ [+ ]+ + |+ + + | +
Heteroagresséo + | + + + + |+ | + + + |+ |+ |+
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Tragos autisticos S s + |+ | + + | + + i + |+ | +
Irritabilidade + + + + |+ |+ + |+ |+ |+ |+ + | +
TOC (Transtorno

Obsessivo-Compulsivo) W v S S I R + + [+ |+ |+
ADNPM + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ ]+ + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Convulsées + T
Hiperatividade + | + + | + + + | + + + |+ | + |+
Hiperpigmentacao + +

Refluxo gastroesofagico + | + + | + + |+ s |+
Hipertricose +

Voz anasalada + + +

Miopia T |+ =

Legenda: + presenca da caracteristica.

Com base na tabela 8, identificamos que alguns pacientes apresentam
caracteristicas Unicas quando comparados com outros pacientes. Por exemplo,
a paciente 2 é a Unica com craniostenose, o paciente 12 é o Unico sem ADNPM.
Com base nisso, criamos uma tabela com as principais diferencas fenotipicas

encontradas entre os pacientes.

Tabela 9 — Diferencas das caracteristicas fenotipicas entre os pacientes com 5p-

Paciente Caracteristica
2 Possui choro de miado "forte" e craniostenose
13 Possui convulséo e suspeita de Prader-Willi
3 Possui hipertricose
12 N&o possui ADNPM
8ell Possuem manchas hiperpigmentadas

Além da tabela 9, também criamos uma outra tabela de comparacfes de
caracteristicas com grupos maiores (acima de 3 pacientes), porém, estes nao
retornaram DMRs, sendo assim, foram excluidos da comparagdo. As
caracteristicas que ndo retornaram DMRs foram: hipertelorismo ocular,
hipotonia, microcefalia, malformacé&o cerebral, escoliose, heteroagressao, tragos
autisticos, microretrognatia, clinodactilia e hiperatividade.

Para as diferencas fenotipicas citadas na tabela 9, analisamos as DMRs a
partir da comparacao entre os pacientes com determinado fendétipo x pacientes
sem o fenotipo, a fim de identificarmos uma relagdo epigenétipo-fenétipo. Esses

achados estao discutidos na sec¢éao 5.
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4.2.1.3 Analise do mapeamento da metilacdo nos pontos de quebra 5p-

A analise individual dos pontos de quebra que foram definidos pelo array
gendmico, com margem de flanqueamento de 1 Mb para cada paciente, retornou
DMPs do cromossomo 5p que seguem a sequéncia das coordenadas gendémicas
da regido critica deletada (5p-). Dessa forma, para cada paciente é possivel

verificar a diferenca no status da metilacdo pelo heatmap.
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Figura 8 — Heatmap do ponto de quebra dos 15 pacientes (HumanMethylationEPIC850K),
mostrando o mapa de coordenadas gendmicas da regido critica (5p-). As sondas representadas
por cada linha seguem a sequéncia da coordenada gendmica. O valor de (B) foi utilizado para
representagao grafica. Sondas com valores de beta (B) < 0,3 sdo representativos de
hipometilacéo (cor verde), valores entre 0,31 e 0,7 sdo representativos de hemimetilacéo (cor

preta) e valores = 0,71 s&o representativos de hipermetilacao (cor vermelha).

A figura 8 mostra o status da metilacdo do alelo remanescente (copia
restante da dele¢céao 5p). Uma vez que, o desenho do experimento de metilagao
EPIC (Pidsley et al., 2016), possui uma sonda para o alelo metilado e uma sonda
para o alelo ndo metilado. Dessa forma, quando se tem apenas um alelo (uma
copia), este alelo é visto como homozigoto nos resultados. Por mais que exista
uma dele¢do na regido, sera levado em consideracao o status da metilacdo da
copia restante. A vista disso, pode existir uma grande heterogeneidade no status
da metilacdo dentro da regido deletada, com pequenos segmentos
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hipometilados, seguidos de outros com hemimetilacdo e outros com
hipermetilacdo, assim como em regides com numero de coépias dentro da

normalidade (duas cépias).

4.2.1.4 Analise da idade biolégica (DNAmMAge)

Ao realizarmos a analise da idade biolégica dos pacientes versus controles,
observamos uma associacgao ligeiramente significativa da aceleragéo da idade
biolégica nos pacientes com sindrome Cri Du Chat em relagcdo aos controles,

conforme observado no grafico 4 e Tabela 10.
DNAmAge - Horvath's method

Chronological age

'
40

30
DNA Methylation Age

Grafico 4 - Gréfico de dispersdo com distribuicao de idades cronoldgicas (eixo y) e estimativa de
idade biolégica por meio de marcadores de metilacdo do DNA (DNAmAge), utilizando o método

de Horvath — 2013 (eixo x). Amostras caso (azul) e amostras controle (rosa).

Tabela 10 - Estimativa de DNAmMAge com base em marcadores de metilacéo

Idade
Idade Biol6gica ageAcc ageAcc2 ageAcc3
Pacientes/controles Cronolégica (DNAmMAge)

1 22 38,250 16,250 -0,862 -2,328
2 13 30,084 17,084 1,112 -1,675
3 2 8,038 6,038 -8,538 -1,701
4 8 29,455 21,455 6,117 4,367
5 18 35,071 17,071 0,465 -0,316
6 13 35,233 22,233 6,261 6,439
7 38 46,004 8,004 -11,136  -6,806
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8 4 10,273 6,273 -8,557 -0,873
9 9 28,311 19,311 3,846 -1,026
10 13 30,945 17,945 1,973 0,212
11 15 33,723 18,723 2,497 1,788
12 10 28,719 18,719 3,127 3,611
13 20 39,078 19,078 2,219 1,894
14 3 16,769 13,769 -0,935 -2,048
15 18 41,745 23,745 7,139 9,320
ctrl 1 10 26,575 16,575 0,983 1,606
ctrl 2 3 10,427 7,427 -7,276 -3,623
ctrl 3 3 13,24 10,24 -4,464 -8,357
ctrl 4 4 16,261 12,261 -2,569 0,196
ctrl 5 10 27,461 17,461 1,869 -0,492
ctrl 6 10 22,635 12,635 -2,956 -4,397
ctrl 7 7 25,867 18,867 3,656 2,001
ctrl 8 7 23,249 16,249 1,038 0,175
ctrl 9 11 31,706 20,706 4,987 2,029

Legenda: ageAcc - diferenca entre DNAmMAge e idade cronoldgica; ageAcc? - residuos
obtidos ap0s regresséo da idade cronolégica e DNAmMAge; ageAcc3 - residuos obtidos
apos regressao da idade cronolégica e DNAmMAge ajustado para contagem de células

sanguineas.

4.2.2 Analise 2: metilagao diferencial global entre SCDC versus Controles -
HumanMethylation 450K

Para obter uma estimativa precisa das variancias do grupo estudado, é
necessaria uma amostragem maior, com pelo menos dez amostras para cada
grupo (Phipson & Oshlack, 2014). Dessa forma, a andlise comparativa do grupo
SCDC (n=7) com o grupo Controle (n=3) utilizando o array epigenémico de 450K,
n&o retornou DMPs e DMRs significativas. A vista disso, seguimos apenas com
a analise diferencial das caracteristicas fenotipicas entre os pacientes e
controles.

Os pacientes 16 e 17 sdo irmaos e possuem exatamente 0 mesmo tamanho
de delecdo em 5p herdada da mée. O fendtipo entre os dois é distinto, mas
ambos possuem deficiéncia intelectual leve. As principais caracteristicas
fenotipicas dos irmaos estdo listadas na tabela 11.

No estudo de Almeida et al., 2022, h4 uma discussdo sobre o gene
CTNND2, que esta associado ao desenvolvimento/fungcédo neuronal, e que néo

esta deletado nesses pacientes. Sendo assim, verificamos o status da metilacéo
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na regido desse gene, a fim de verificar como esta a metilagdo nos irmaos e nos
outros pacientes com delecédo desse gene.

Analisando a figura 09, podemos verificar que os irmaos, pacientes 16 e 17
(destacados em vermelho), se agruparam por similaridade com os controles
(destacados em azul). O paciente 19 (destacado em laranja) também esta
agrupado com os irmaos e controles, porém, devemos levar em consideracao
que ele e os outros 4 pacientes que estdo no comeco da figura, a esquerda,
deletaram a regido desse gene e o status da metilacéo fornecido é referente ao
alelo remanescente (copia restante 5p).

20360649
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Figura 09 — Heatmap dos 7 pacientes e 3 controles (HumanMethylation450K), os irm&os 16 e
17 estdo destacados em vermelho e os controles em azul. As sondas representadas por cada
linha seguem a sequéncia da regido do gene CTNND2. O valor de (B) foi utilizado para
representacdo grafica. Sondas com valores de beta (B) < 0,3 s&o representativos de
hipometilagéo (cor verde), valores entre 0,31 e 0,7 sdo representativos de hemimetilagio (cor

preta) e valores = 0,71 sdo representativos de hipermetilagao (cor vermelha).

e b-Value
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Tabela 11 - Caracteristicas fenotipicas dos irmdos com o mesmo tamanho

de delecéo 5p

Irméos
o 17
AStdiifels 16 (menino, (menina,
11 anos) 13 anos)
Choro miado/fraco +
Choro miado/forte +
Assimetria facial +
Rosto arredondado +
Dobras epicanticas +
Ponte nasal
proeminente + +
Filtro Curto +
Palato alto s +
Orelhas displasicas +
Estreitamento
bitemporal +
Estrabismo +
Escoliose +
Clinodactilia + +
Sindactilia +
Sandal gap +
Heteroagressao s
Tracos autisticos +
Irritabilidade i
ADNPM + +

Legenda: + presenca da caracteristica.

De acordo com a figura 10, podemos notar uma diferenca no status da
metilacdo do alelo remanescente no ponto de quebra da regido 5p- nos irmaos.
Analisando as regides diferencialmente metiladas de ambos, no paciente 16 a
principal DMR encontrada foi no cromossomo 7, gene EFCAB10, importante
para a atividade de ligacdo do ion célcio. Ja na paciente 17 a principal DMR
encontrada também foi no cromossomo 7, porém no gene HOXA3 (importante

para a transcricdo génica).
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Figura 10 — Heatmap do ponto de quebra dos 2 irmdos (destaque vermelho) e 3 controles
(destaque azul) (HumanMethylation450K). As sondas representadas por cada linha seguem a
sequéncia da coordenada gendmica da regido critica deletada pelos irméos (5p-). O valor de (B)
foi utilizado para representagéo grafica. Sondas com valores de beta (8) < 0,3 s&o representativos
de hipometilagéo (cor verde), valores entre 0,31 e 0,7 s&o representativos de hemimetilagcdo (cor

preta) e valores = 0,71 s&o representativos de hipermetilagcdo (cor vermelha).
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5. DISCUSSAO

O cromossomo 5 € um dos maiores cromossomos humanos, porém possui
uma das menores densidades génicas, devido a regibes pobres em genes
codificantes (Schmutz et al., 2004). Segundo Miele e Dekker, 2008 a expresséo
génica € controlada por elementos reguladores que podem estar distantes e
distribuidos ao longo do cromossomo ou, em alguns casos, em outros
cromossomos. Dessa forma, escolhnemos néo nos limitar a investigar apenas a
regido do ponto de quebra em 5p, mas, de forma geral, abrangendo todas as
informagdes significativas independentes da sua localizacgéo.

5.1 Delecéo 5p versus regides teloméricas

Uma questdo importante a relatar € em relacado aos telébmeros, que séo
complexos proteina/RNA/DNA especializados em desempenhar papéis criticos
na replicacéo e protecdo das extremidades dos cromossomos lineares. A perda
de um telébmero devido a uma quebra cromossdmica proxima a regiao
telomérica, como ocorre nos pacientes com dele¢cdo terminal em 5p, por
exemplo, se ndo for devidamente reparada, pode resultar na instabilidade
genbmica, senescéncia celular e/ou morte celular por apoptose (Ballif et al.,
2004).

A vista disso, ha duas formas de estabilizacio bem descritas, a primeira é
uma cicatrizacao realizada pela enzima telomerase, que adiciona sequéncias
teloméricas repetitivas no final do cromossomo quebrado, a fim de ocorrer a
sintese de novos teldbmeros. A segunda é conhecida como “captura dos
teldbmeros” por meio do qual um cromossomo deletado terminalmente adquire
uma nova sequéncia telomérica de outro local cromossdmico, que podem
ocorrer entre cromatides irmas, cromossomos homélogos e nao homadlogos, e
pode resultar em cromossomos derivados (Varley et al., 2000; Ballif et al., 2004).

Os subteldbmeros sdo as regidbes de transicdo entre as repeticdes
teloméricas terminais e as regibes cromossOmicas especificas. O tamanho
dessas regides € estimado entre 10-500 kb, sendo que os ultimos 2 kb séo ricos
em CpG e sdo metilados de novo durante o desenvolvimento embrionario inicial

pela DNA metiltransferase. A relevancia biologica da metilacdo do DNA
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subtelomérico é destacado pela presenc¢a de promotores TERRA (RNA contendo
repeticdo telomérica) e a sua transcricdo é fortemente afetada pelo status da
metilacdo nessas regides ricas em CpG (Toubiana e Selig, 2020).

Assim, a sequéncia subtelomérica pode afetar o comprimento dos
telomeros devido a metilacdo do DNA. Como a regulacdo do comprimento dos
telomeros esta fortemente ligada ao envelhecimento natural, resolvemos estudar
biomarcadores baseados em DNA que mudam com a idade. S&o os reldgios
epigenéticos, que usam niveis especificos de metilagdo de CpG para estimar a
idade biolégica (DNAmMAge). Neste trabalho encontramos uma associagao
ligeiramente significativa da aceleracdo da idade biol6gica nos pacientes com
sindrome Cri Du Chat em relagdo aos controles. Porém, a realizagcdo de um
ensaio para verificar o tamanho dos teldmeros ainda seria 0 melhor cenario para
comprovar esta afirmacgéo, mas nosso estudo permite destacar a importancia de
desvendar possiveis relacdes entre o envelhecimento baseados em DNA e a
variabilidade fenotipica dentro de um quadro sindrdmico especifico como na

sindrome 5p-.

5.2 Correlagéo genétipo-fendtipo

Paciente 2

A paciente 2 possui o choro “forte” que nao é de miado de gato. Segundo
Mainardi e Elmakky (2006; 2014) a regido 5p15.33 esté relacionada ao choro de
miado, sendo esta uma regido que a paciente nao tem deletada. A auséncia
dessa caracteristica pode ser devido a paciente ter 2 copias dessa regido. Além
disso, ela € a unica que possui cranioestenose. Comparamos o perfil de

metilacdo dessa paciente versus 0s outros pacientes 5p- (figura 11 e 12).
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Figura 11 — Top 4 sondas diferencialmente metiladas entre a paciente 2 e os pacientes 5p-. Com
base nos valores de beta, os pacientes 5p- possuem hipermetilacdo (vermelho) e a paciente 2

hipometilagdo (azul). As sondas correspondem aos cromossomos 2, 16, 17 e 11

respectivamente.

Ha dois genes localizados na regido das sondas, o gene MGAT5B e 0 gene
PIEZOL1. Segundo Indellicato e Trinchera 2021, foi realizado um estudo essencial
no cérebro e a expressdao do glicogénio MGAT5B est4 sob controle de
modificacdes de histonas. Ja Solis et al., 2019, demonstram que o gene PIEZO1

tem um papel fisioldgico na imunidade.
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Figura 12 — Heatmap evidenciando o perfil de metilag@o da paciente 2 x pacientes com 5p-.

Na figura 12 é possivel notar uma diferenca significativa em regides com
hemimetilacdo (metilacdo em apenas um alelo, cor preta), que estdo localizadas
em diversas regides do genoma. Para essa comparacdo encontramos uma
sonda diferencialmente metilada na regido do choro tipico (5p15.33), sonda
€g23989709, gene SLC12A7, localizada na regido shore (1 a 2.000 pares de
bases distante da ilha CpG). Contudo, olhando o genoma de forma geral, e ndo
apenas focando em um gene ou regido especifica para um fendtipo, vemos
diferenca significativa que pode explicar alguns fen6tipos que ndo se limitam a

um gene ou regiao.

Paciente 12

A paciente 12 é a Unica sem atraso do desenvolvimento neuropsicomotor
(ADNPM), além disso, é uma das Unicas pacientes que entende comandos,
forma frases simples, conhece as cores, letras e nimeros, também se alimenta
e se higieniza sozinha. Os outros pacientes costumam ter mais dificuldades
nessas atividades. Os estudos da SCDC ressaltam que ADNPM é uma
caracteristica comum nesta sindrome. Ainda, destacamos que todos o0s
pacientes apresentam deficiéncia intelectual (DI), mesmo que em alguns casos
seja de forma leve a moderada e em outros casos de forma mais grave.
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Comparamos o perfil de metilagdo dessa paciente versus 0s outros pacientes
5p- (figura 13 e 14).
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Figura 13 - Top 4 sondas diferencialmente metiladas entre a paciente 12 e os pacientes 5p-.
Com base nos valores de beta, os pacientes 5p- possuem hipermetilacdo (azul) em 3 sondas e
hipometilagdo em 1 sonda e a paciente 12 possui hipometilacdo (vermelho) em 3 sondas e
hipermetilacdo em 1 sonda. As sondas correspondem aos cromossomos 6, 12, 5 e 14

respectivamente.

A sonda cg15895391 que esta hipometilada na paciente e hipermetilada nos
outros pacientes 5p-, esta localizada em 5p15.2, possui 0 gene TRIO que foi
relacionado na literatura com deficiéncia intelectual e problemas
neurocomportamentais, incluindo tracos autistas e transtorno de déficit de
atencao e hiperatividade (TDAH) (Varvagiannis et al., 2017). A paciente nao
possui tracos autistas e nem de hiperatividade. Todos 0s pacientes perderam
uma copia dessa regiao, sendo assim, a informacdo adquirida do status da
metilacdo é referente ao alelo remanescente. Como esse gene € sensivel a

dosagem, a sua transcri¢cdo pode ser diferente nos pacientes com base na copia

do alelo remanescente.
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A sonda cgl14507238, que também estd hipometilada na paciente e
hipermetilada nos outros pacientes 5p-, esta localizada em 12p13.31, possui 0
gene ANO2 que € um canal de cloreto ativado por célcio e foi descrito em varias
regides do cérebro com evidéncia de um papel da modulacdo dependente de
cloreto no sistema olivo-cerebelar que pode ser importante para a coordenacao

motora dependente do cerebelo e o aprendizado adequado (Auer et al, 2021).
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Figura 14 - Heatmap evidenciando o perfil de metilagdo da paciente 12 x pacientes com 5p-. E
possivel visualizar diferenca no status da metilagdo, principalmente de regibes com

hemimetilag&o (cor preta).

Paciente 13

O paciente 13 tem convulsdes e a mée relatou em um dos encontros anuais
da sindrome Cri Du Chat que suspeita da sindrome de Prader-Willi (PWS) devido
ao paciente ter compulsao alimentar e néo ter saciedade, além da hipotonia. O
paciente ndao tem obesidade nem hipogonadismo. No array gendmico, ndo
encontramos nenhuma CNV no cromossomo 15, e nenhuma regido de
homozigosidade (ROH) na regido 15q11, regido critica para a PWS. No entanto,
encontramos uma regido diferencialmente metilada nesse paciente em relacéo
aos outros pacientes 5p- (chrl5:25334879-25334988), regido 15q11.2, gene
SNHG14. E uma sonda diferencialmente metilada (cg18909847), regiao 15q11,
gene SNORDL116, localizada em OpenSea (4.000 pares de bases distante da
ilha).
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A sindrome de Prader-Willi é causada pela perda de fun¢éo do locus 15q11-
gl3 herdado paternalmente. Essa regido é governada por um mecanismo
chamado de imprinting gendmico, no qual 0S genes Sa0 expressos
exclusivamente a partir de um alelo parental. O imprinting € estabelecido na
linhagem germinativa e € controlado por um centro de imprinting. Um centro de
imprinting da PWS compreende uma ilha CpG que ndo € metilada no alelo
paterno e metilada no alelo materno. Embora a PWS seja considerada uma
sindrome de genes contiguos, baseada em grandes delecdes e dissomia
uniparental, a falta de expressdo de apenas um transcrito de RNA nao
codificante do gene SNURF-SNRPN/SNHG14 pode ser a principal causa da
PWS. Além disso, pequenas delecdes atipicas no gene SNORD116 paterno esta
relacionada a maioria dos fendtipos clinicos da PWS (Chung et al., 2020).

A vista disso é importante ressaltar que, embora haja informacgfes sobre a
regulacéo e expressao de determinados genes e transcritos derivados do locus
15911-g13, ainda ha muito a ser compreendido sobre sua verdadeira
contribuicdo a nivel molecular para as caracteristicas clinicas da PWS.
Acreditamos que essa diferenca na metilacdo pode esclarecer algumas
caracteristicas fenotipicas, contudo, novos estudos utilizando outras tecnologias
Omicas (transcriptdmica e protedmica) deverao ser realizados.

Ademais, o paciente também tem convulsdes, na literatura ha rarissimos
relatos de convulsdes e epilepsia em pacientes com a sindrome Cri Du Chat.
Segundo Wang et al., 2017, modificacbes epigenéticas, incluindo modificacdes
de histonas (H3K27), estdo associadas ao desenvolvimento de convulsdes e
epileptogénese, no entanto, seu mecanismo subjacente ainda precisa ser
elucidado. Nao encontramos genes diretamente associados a convulsdes, e as
principais ontologias encontradas estdo relacionadas a metilacdo das histonas
(H3-K9; H3-K4) (figura 15).
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Figura 15 — Ontologia génica de processo hioldgico do paciente 13, evidenciando as vias de

metilacdo das histonas. GeneRatio: célculo proporcional da razdo de sondas diferencialmente

metiladas em relagdo a quantidade de sondas existente em determinada via. GeneCount:

guantidade de sondas existente na via.

Na figura 16 € possivel visualizar a comparacao do perfil de metilacao

desse paciente versus 0s outros pacientes 5p-.

L

Figura 16 — Heatmap evidenciando o perfil de metilagdo do paciente 13 x pacientes com 5p-. E
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Paciente 3

A paciente 3 € a Unica que possui hipertricose que esta localizada no dorso
e no braco. No array gendmico ndo encontramos nenhuma CNV relacionada a
hipertricose, e para as DMRs e DMPs também n&o foi possivel fazer uma
correlacdo direta com o0s genes relacionados a hipertricose disponiveis na
literatura. Comparamos o seu perfil de metilacdo com os outros pacientes 5p-
(figura 17).

%é%%%%%%%%%%%%

Figura 17 — Heatmap evidenciando o perfil de metilagcéo da paciente 3 x pacientes com 5p-. E

possivel visualizar diferenca no status da metilacdo tanto de regides hipometiladas (verde),

quanto de regides hemimetiladas (cor preta).

Mesmo ndo encontrando um gene especifico relacionado ao fenétipo da
hipertricose, é possivel que outros genes ainda ndo descritos na literatura
estejam envolvidos. Além disso, como mencionado antes, olhando o genoma de
forma geral, e ndo apenas focando em um gene ou regido especifica para um
fendtipo, vemos diferenca significativa que pode explicar alguns fenétipos que

nao se limitam a um gene ou regiao.
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Pacientes 8 e 11

Os pacientes 8 e 11 possuem hiperpigmentacéo e tivemos o retorno de 2
DMRs, uma no cromossomo 14¢22.2, gene BMP4, e uma no cromossomo
6p21.32, gene AGPAT1. Em um estudo de Yaar et al., 2006, foi identificado que
0 gene BMP4 esta associado com a sintese de melanina. J4 para o gene
AGPAT1 nao foi possivel encontrar estudos na literatura com essa associacao.
Seguimos, entdo, com a comparacao do perfil de metilacdo dos pacientes 8 e 11

com os outros pacientes 5p- (figura 18).
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Figura 18 - Heatmap evidenciando o perfil de metilacdo dos pacientes 8 e 11 x pacientes com
5p-. E possivel visualizar diferenca no status da metilagdo principalmente de regiGes

hemimetiladas (cor preta).

5.3 Consideracdes sobre o estudo da metilacdo do DNA em sindromes

genéticas raras

E interessante inferir uma ligacdo entre as alteracdes observadas na
metilacdo do DNA com os fendtipos dos pacientes, porém dada a atual incerteza
em relagdo ao significado clinico e a aplicagdo da grande maioria dos dados
epigenéticos, retornar resultados clinicamente validos e acionaveis de estudos

de pesquisa epigenética exige um processo cuidadoso de revisédo cientifica e
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clinica, tanto no campo quanto nos resultados de estudos individuais. Algumas
marcas epigenéticas sdo mais dinamicas do que outras, portanto, varias
medicdes ao longo do tempo podem ser necessarias para determinar sua
significancia (Dyke et al., 2019). Além disso, as exposi¢cdes ambientais exercem
sua influéncia sobre as doengas em combinacao com fatores de risco genéticos,
por meio de interacbes gene-ambiente. As marcas epigenéticas, sao
componentes chave das interacdes gene-ambiente que afetam a expresséo
génica (Konigsberg, 2020).

Em um estudo recente de (Holland et al., 2022), h4 uma hipétese
relacionada a perda de um ou varios genes sensiveis a dosagem no
cromossomo 5 que podem causar mudancas nos programas de
desenvolvimento durante o desenvolvimento do embrido, possivelmente
contribuindo para o desenvolvimento de fenétipos no paciente, ou seja, se um
gene sensivel a dosagem possui diferengas na metilagéo relacionadas a funcdes
epigenéticas em geral, os pacientes podem passar a desenvolver um
determinado fendtipo. Em nosso estudo, principalmente na comparagcdo de
casos versus controles, pudemos identificar DMRs e vias biolédgicas relacionadas

a funcdes epigenéticas, o que nos ajuda a responder essa hipotese.
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CoNSIDERACOES FINAIS
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, pudemos identificar que os resultados do array
epigendmico condizem com o0s resultados do array gendmico. Quando
comparamos casos versus amostras controles para determinada regido a ser
pesquisada, temos o retorno das regides diferencialmente metiladas que podem
ser significativas para responder uma hipotese clinica (€ necessario haver um
conjunto de informacdes relevantes tanto clinica quanto da regido investigada).
Esta pode ser uma vantagem para os casos em que ha davidas sobre uma
sindrome de imprinting gendémico ou uma sindrome causada por
delecao/duplicacéo, visto que, apenas o array gendémico ndo € capaz de verificar
regides metiladas/imprintadas.

Foi possivel identificar que o perfil de metilacdo dos pacientes com SCDC
sao distintos entre si, mesmo alguns pacientes possuindo praticamente 0 mesmo
tamanho de delecdo. Verificamos que as DMRs fora da regido 5p estdo
principalmente associadas a atividade da regulacdo da transcricdo génica,
splicing e remodelagdo da cromatina, e a maioria das vias bioldgicas
encontradas estao relacionadas a transcri¢céo, ligagéo de histonas e cromatina,
complexo de spliceossomo e ribossomal e processamento de RNAs, sugerindo
que as alteracbes em 5p podem causar um desequilibrio em outras regifes
cromossOmicas capazes de afetar a modulacdo génica e, assim, explicar as
diferencas fenotipicas em pacientes com 5p-.

Os achados das modificacdes epigenéticas melhoram a compreensao
sobre o0 genoma humano e esclarecem alguns mecanismos epigenéticos na
SCDC, trazendo conhecimento sobre o conteldo génico de determinadas
regides. Futuramente, esta andlise podera ser ampliada para outras sindromes
com alteracdo no numero de copias, a fim de compartilhar achados sobre esse

modelo de abordagem epigenética.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel construir um perfil de metilacdo do DNA de

pacientes com a delecéo 5p.

Mapeamos o status da metilacdo na regido do ponto de quebra utilizando
0 ensaio Infinium MethylationEPIC BeadChip da lllumina® e investigamos 0s

elementos gendmicos afetados pela metilacéo.

Relacionamos as regibes mapeadas com o fenétipo clinico, onde os
achados dao perspectivas para estudos futuros, sendo este um modelo de

abordagem epigenética para o estudo de genes diferencialmente metilados.
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ANEXO A

Ficha clinica para coleta de dados sobre a Sindrome Cri Du chat

Nome do(a) paciente:

Registro HC/ICr: Data de nascimento: / /

Sexo do(a) paciente: ( )F ()M Data de atendimento: / /

Nome da méae:

Nome do pai:

Contato:

EVOLUCAO
Acompanhamentos atuais

Acompanhamentos pregressos

Uso de medicamentos

Exames prévios (fisicos e complementares)

Cariétipo do(a) paciente e local:

MLPA:

FISH:

Array:

Cariotipo dos pais: Mae

Pai

Outros exames e resultados:

Vocé foi informado sobre o risco de ter outro filho com a sindrome de Cri Du Chat? Sim( ) Nao( )

Se sim, qual foi o risco informado?
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ANTECEDENTES PESSOAIS

Pré-concepcao

Idade da mée quando engravidou: anos

Foi o(a) primeiro(a) filho(a)? Sim () Ndo ( )

Teve outras gestacdes apds o nascimento do paciente? Sim ( ) Né&o ( )

Numero total de gestacdes: Numero de abortos:

Todas as gestacfes foram do mesmo parceiro? Sim ( ) Né&o ( )

Pais consanguineos? Sim () Né&o ( ) Algum familiar afetado? Sim () Né&o ( )

Gestacédo e nascimento
Teve alguma complicacdo na gestacdo? Sim () N&o ()
(Qual? )

O(a) paciente nasceu de quantas semanas?

Onde nasceu?

Parto: ( ) Normal () Cesarea (Motivo? )
Ao nascimento: Peso Altura P.Torécico P.Cefalico

Chorou logo ao nascer? Sim () N&o () APGAR:

Teve complicagdes no bercéario? Sim () N&o ()

(Quais? )

Recebeu alta da maternidade com quantos dias de vida?

Como era o choro do seu bebé? Forte () Fraco ( )

Vocé percebeu algo diferente no seu bebé? Sim( ) Nao ( )

(O que? )
Tomou leite materno? Sim () N&o ( ) (Até quando?

)
Infancia

Teve dificuldade de alimenta¢do no primeiro ano de vida? Sim () Nao ( )
Se sim, por que e até quando? ( )
Baba(va) muito? Sim () Nao ( )

Engasga(va) muito? Sim ( ) N&o ( )

Teve dificuldade de ganhar peso e altura quando crian¢a? Sim () N&o ()

Cirurgias:

Internacdes:

Infeccdes:




Diarréias:
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Desenvolvimento Motor

Sustento cefalico: Primeiros passos:

Sentou sem apoio: Ficar em pé:

Desenvolvimento Cognitivo

Falou? Sim( ) Né&o ( ) Com que idade?
Forma frases? Sim( ) N&o ()

Comunica através de gestos? Sim ( ) N&o ()

Entende comando? Sim( ) N&o ()

Conhece cores? Sim( ) N&o ()

Conhece letras? Sim( ) Néao ( )

Conhece nimeros? Sim( ) Nao ( )

Sabe ler? Sim( ) Néao ( )

Sabe escrever? Sim( ) N&o ()

Manipula dinheiro? Sim( ) N&o ()

Come sozinho? Sim( ) Néo ( )

Higiene pessoal sozinho? Sim( ) N&o ()

Auto-agressao? Sim( ) Nao ( )
Heteroagressao? Sim( ) Nao ( )

TOC? Sim( ) Nao ( )

Espectro autista? Sim( ) Nao ( )

Sente irritabilidade? Sim( ) N&o ()

Fez terapia com fonoaudiéloga? Sim( ) N&o ()
Frequenta ou frequentou escola? Sim( ) N&o ()

Se sim, escola normal () ou especial ( )? Até que idade?
Faz xixi sozinho? Sim( ) Nao ( ) Desde que idade?
Faz cocd sozinho? Sim( ) Nao ( ) Desde que idade?

Avaliacao psicologica:

O que seu filho sabe ou gosta de fazer?

Na sua opinido, quais séo as principais dificuldades no cuidado de seu(sua) filho(a)?
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EXAME PRESENCIAL
Antropometria

Idade do paciente ao diagnostico:

Peso: p(
Altura: p(
Perimetro Cefalico Atual: p( )
Distancia Intercantal Interna: p( )
Distancia Intercantal Externa: p( )
Ma&o: p(
Dedo médio: p(
Dismorfologia
() Rosto arredondado () Filtro curto
() Rosto afinado () Cranioestenose
() Assimetria facial () Coloboma ocular
() Hipertelorismo () Voz anasalada
() Estrabismo () Fissuras palpebrais laterais inclinadas para baixo
() Dobras epicanticas () Boca curva para baixo
() Ponte nasal proeminente ( ) Lingua protrusa
() Orelhas de baixa implantagéo ( ) Palato alto
() Orelhas displasicas ( ) antivertidas () Refluxo gastro-esofagico
() Hiperpigmentagéo () Microretrognatia
() Hipopigmentacéo () Clinodactilia
() Estreitamento bitemporal () Outros:
() Fenda labial
() Fenda palatina
Sistema Nervoso
() Hipertonia ( ) ADNPM
() Hipotonia () Hiperatividade
() Reflexos patelares () Malformacéo cerebral
() Convulsdes () Outro:

Sistema Sensorial
() Baixa visdo

() Deficiéncia auditiva; tipo:

() Malformacéo ocular, tipo:




Sistema Cardiaco

() Comunicacao interatrial ( ) Coarctacdo da aorta
() Comunicacao interventricular ( ) Tetralogia de Fallot
() Defeito do septo atroventricular ( ) Outro:

Malformagd@es do trato geniturinario
() Genitalia ambigua
) Hidronefrose
) Ma formacéo renal

(

(

() Criptorquidia
() Obstrucéo uretral
(

) Outro:




Malformagdes musculoesqueléticas
() Pé torto congénito
) Hérnia diafragmatica
) Anomalia de membros
) Polidactilia

) Luxacdes

(

(

(

(

() Sandal gap
() Sindactilia

() Escoliose

() Anomalia vertebral
(

) Outro:

Observacoes:

93

Assinatura e carimbo do médico

/

Data de atendimento
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