UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Programa de Pés-graduagao em Genética

Carolina de Castro Andrade Jorge

CONTRIBUIGAO DAS MICRODELEGOES E MICRODUPLICAGOES
SUBTELOMERICAS PARA O FENOTIPO DIFICULDADE DE APRENDIZAGEM NA
MATEMATICA

Belo Horizonte
2016



Carolina de Castro Andrade Jorge

CONTRIBUIGAO DAS MICRODELEGOES E MICRODUPLICAGOES
SUBTELOMERICAS PARA O FENOTIPO DIFICULDADE DE APRENDIZAGEM
NA MATEMATICA

Dissertacao apresentada ao programa de
Po6s Graduagdo em Genética do
Departamento de Biologia Geral do
Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito parcial para obtencdo do
grau de mestra em Genética

Orientadora: Prof?. Dr®. Maria Raquel
Santos Carvalho

Belo Horizonte
2016



043

Jorge, Carolina de Castro Andrade.
Contribuicao das microdelecoes e microduplicagoes subteloméricas para o

fendtipo dificuldade de aprendizagem na matematica [manuscrito] / Carolina de
Castro Andrade Jorge. - 2016.

97 f.: il.; 29,5 cm.

Orientadora: Prof®. Dr*. Maria Raquel Santos Carvalho.
Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas. Programa de Pos-Graduacgao em Genética.

1. Geneética. 2. Dificuldade de aprendizagem. 3. Matematica. 4. Delecao
Cromossomica. 5. Duplicagao Cromossomica. 6. Reacao em Cadeia da
Polimerase Multiplex. 1. Carvalho, Maria Raquel Santos. Il. Universidade
Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Biolagicas. Ill. Titulo.

CDU: 575

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecdria Fabiane C M Reis. CRB/6 - 2680




Universidade Foderal de Mimay Gerais
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Programa de Pis-Graduagido em Gendtica

ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO avisie
4
CPF:

Carolina de Castro Andrade Jorge 076.571.166-41

As quatorze horas do dia 29 de novembro de 2016, reuniu-se, no Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG, a Comissao Examinadora de Dissertagdo, indicada pelo Colegiado
do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado; "CONTRIBUIGAO DAS
MICRODELEGOES E MICRODUPLICAGOES SUBTELOMERICAS PARA O FENOTIPO
DIFICULDADE DE APRENDIZAGEM NA MATEMATICA", requisito para obtengdo do
grau de Mestre em Genética. Abrindo a sessao, a Prasidente da Comissdo, Maria
Raquel Santos Carvalho, apds dar a conhecer aos presentes o teor das Normas
Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra & candidata, para apresentagdo de
seu trabalho. Seguiu-se 3 arguicad pelos Examinadores, com a respectiva defesa da
candidata. Logo apts, a Comissdo se reuniu, sem a presenca da candidata e do pﬁpuw,
para julgamento @ expedigao de resultado final. Foram atribuidas as seguintes

indicagtes:
| Prof./Pesq. [ Imstituicio CPF Indicagio
Maria Raquel Santos Carvalho UFMG FUIES[FI01G A-FH-.; ok

Karla Simone da Siva Fernandes  Hospital Santa Casa de ?mﬁfq}"w Wﬂﬂu'ﬂm

Belo Horizonie

UFMG 37,34 1) AROAH |

foi considerada: 15 ¥ AT e

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pala Presidente da Comissao.
Mada mais havendo a tratar, @ Presidente encerrou a reuniao € lavrou E.prﬂuma ATA,
que sera assinada por lodos 05 membros participantes da Comissao Examinadora.

Belo Horizonte, 29 de novembro de 2016, %-
Maria Raquel Santos Carvalho - DriEI'__ri_IElﬂGIEI Ofhoo. oo = “G:} o L'\-”

Karla Simone da Siva Fernandes f A

— L = 1_5:31.-—-—‘

Mareelo Rizzatti Luizon

Pelas indicagbes, a candidala

Marcelo Rizzatli Luizon

Digitalizado com CamScanne




Dedico este trabalho a minha familia, meu

porto.



AGRADECIMENTO

Primeiramente agradeco a Deus pela sabedoria, for¢a, saude, presencga constante e

realizagcado do impossivel em minha vida;

Ao meu esposo e filhos por serem meus maiores incentivadores, pelo amor, carinho,
compreensao e paciéncia dedicados a mim. Pela base sdlida que temos como familia

e pelas alegrias diarias.

Aos meus pais e irmaos por todo apoio e incentivo. Em especial a minha méae por me
substituir como méae e dona de casa nos momentos mais dificeis e por todo amor

dispensado a minha familia.

A minha orientadora Profa. Dra. Maria Raquel Santos Carvalho pela oportunidade de
realizar o mestrado no Laboratério de Genética Humana e Médica, pelo crescimento

profissional, pessoal e por sua orientagao;

Aos colegas do Laboratorio de Genética Humana e Médica pela grata amizade,
experiéncias trocadas e pelo apoio. Em especial a Gabriela Salazar, Aline Martins,
Izinara Rosse, Marlene Miranda, Fernanda Santos e Pablo Fonseca por toda ajuda,

ensinamentos, carinho e incentivo.

Ao Dr. Vitor Haase, Giulia Paiva, Amanda Oliveira e Annelise Julio-Costa do
laboratério de Neuropsicologia do desenvolvimento pelo apoio, coleta de material
bioldgico, realizacao dos testes para triagem e diagnostico neuropsicoldgico e por todo

ensinamento;

A Dra. Karla Fernandes por ter me dado & oportunidade de iniciar no mundo cientifico
pela receptividade em seu laboratoério e por aceitar gentilmente meu convite para ser

membro da banca avaliadora.



Aos colegas Fernando Rubatino e Mariana Lacerda do Instituto de ensino e pesquisa
da Santa Casa de Belo Horizonte pelo apoio, aprendizado com a técnica de HRM e
pela disposi¢gao em ajudar;

A prof2 Dr® Fernanda Jehee pela colaboracéo e receptividade em seu laboratério;

Ao prof. Dr. Eduardo Tarazon pela disponibilidade dos dados de frequéncia alélica do
projeto EPIGEN;

Aos pacientes e seus familiares pela participacdo neste estudo;

As minhas amigas Carolina Guilen e Fernanda Campos pelo companheirismo,

momentos de descontrac&o e principalmente pelas oragdes;

A todos os professores que de alguma forma contribuiram para meu crescimento

pessoal e profissional;

E ao CNPqg e a FAPEMIG pelo apoio financeiro.



RESUMO

A dificuldade de aprendizagem na Matematica (DAM) se caracteriza por desempenho
em Matematica anormalmente baixo para a idade e escolaridade, podendo ser
temporaria ou persistente, que afeta 1 a 14% das criangas em idade escolar. Os
impactos do fracasso escolar na Matematica podem influenciar negativamente o
contexto familiar, profissional, social, emocional e intelectual do individuo. A DAM
pode ser causada por fatores ambientais, como baixo nivel sdcio-econémico, caréncia
nutricional, ensino inadequado, falta de motivagcao, desinteresse, teratégenos, entre
outros. Além disto, foi sugerida etiologia genética, multifatorial. Evidéncia de
heterogeneidade vem da presengca da DAM como parte do fenotipo doengas
genéticas, como Sindrome de Velocardiofacial, Sindrome de Turner, Sindrome do X
fragil, Sindrome de Williams-Beuren, entre outras. A presengca da DAM em sindromes
genéticas sugere que alteragcbes em loci génicos especificos desencadeiam este
fendtipo. Ha poucos estudos investigando as bases genéticas da DAM na literatura,
nenhum investigando a contribuicio de microdele¢goes/microduplicacdes
subtelomeéricas. Este € um estudo de base populacional, com o objetivo de averiguar
a associacao de microdelegcdes/microduplicacbes subteloméricas em criangas de
idade escolar com DAM. A pesquisa foi previamente aprovada pela COEP/UFMG. A
amostra foi composta por 140 casos de DAM ou dificuldade de aprendizado na
Matematica e escrita (DAME). A presenga de microdele¢des/microdulplocacdes
subteloméricas foi investigada com o kit SALSA MLPA P070. Trés amostras, cujos
resultados foram alterados com este kit, foram também testadas com o kit SALSA
MLPA P036 e por SYBR Green PCR-HRM. Entre os 140 casos investigados, foi
detectada uma microdelecéao de VAMP7 na PAR2 (Xq28/Yq12); uma duplicagdo em
S100B (21g22.3); e, uma duplicagdo em SECTM1 (17925.3). As duplicagcdes dos
genes S100B e SECTM1 nao foram confirmadas com o kit SALSA MLPA P036, pois
este kit ndo apresenta sondas nestes genes. Entretanto, ambas foram confirmadas
por SYBR Green PCR-HRM. A dele¢ao no VAMP?7 foi confirmada tanto pelo kit SALSA
MLPA P036, quanto por SYBR Green PCR-HRM. A frequéncia de CNVs nos genes
VAMP7, S100B e SECTM1 na populagdao em geral foi avaliada em uma amostra de
individuos normais de Belo Horizonte por SYBR Green PCR-HRM. Nenhum
apresentou variacdo no numero de copias, embora um resultado duvidoso tenha sido
encontrado para cada gene. Estes precisam ser repetidos. Antemao, podemos prever
que a frequéncia de CNVs em VAMP7, S100B e SECTM1 é menor do que 1% na
populagcdo de Belo Horizonte. A busca em bases de dados de CNVs (DGV e
DECIPHER) sugere que os trés genes podem estar deletados/duplicados tanto em
individuos normais como em individuos afetados. VAMP7, S100B e SECTM1 estao
relacionados a alteragbes no sistema nervoso e, por conseguinte podem ser
considerados candidatos a déficits cognitivos. S100B ja havia sido previamente
associado a dislexia. Os resultados relatados aqui sugerem que
microdelecdes/microduplicagdes subteloméricas podem ser parte do componente
genético da etiologia da dificuldade de aprendizagem da Matematica.



Palavras-chave: genética, dificuldade de aprendizagem, dificuldade de aprendizagem
na Matematica, microdele¢ao subtelomérica, microduplicagéo subtelomérica, MLPA,
SECTM1, VAMP7, S100B



ABSTRACT

Mathematics learning difficulty (MLD) is characterized by abnormally low Mathematical
performance for age and schooling, which may be temporary or persistent, affecting 1
to 14% of school-age children. The impacts of school failure in Mathematics can
negatively influence the individual's family, professional, social, emotional and
intellectual context. MLD can be caused by environmental factors, such as low
socioeconomic level, nutritional deficiency, elementary education, lack of motivation,
lack of interest, teratogens, among others. In addition, a genetic, multifactorial etiology
was suggested. Evidence for heterogeneity comes from the presence of MLD as part
of genetic diseases, such as VelocardiofacialFacial Syndrome, Turner Syndrome,
Fragile X Syndrome, Williams-Beuren Syndrome, among others. The presence of MLD
in genetic syndromes suggests that changes in specific gene loci trigger this
phenotype. There are few studies investigating the genetic bases of MLD in the
literature, none investigating the contribution of subtelomeric
microdeletions/microduplications. This is a population-based study, aiming at the
inestigation of the association of subtelomeric microdeletions/microduplications and
MLD in school children . The research was approved by COEP/UFMG. The sample
consisted of 140 children with MLD, being Math learning difficulty (DAM) or Math and
writing learning difficulties. The presence of subtelomeric
microdeletions/microdulculations was investigated with the SALSA MLPA P070 Kit.
Three samples, the results of which were altered with this kit, also tested with the
SALSA MLPA P036 kit and by SYBR Green PCR-HRM. Among the 140 cases
investigated, a microdeletion of VAMP7 was detected in PAR2 (Xq28/Yq12); a
duplication in ST100B (21922.3); and, a duplication in SECTM1 (17925.3). Duplications
of the S7100B and SECTM1 genes were not confirmed with the SALSA MLPA P036 kit,
because this kit does not present probes in these genes. However, they were
confirmed by SYBR Green PCR-HRM. Deletion in VAMP7 was confirmed by both the
SALSA MLPA P036 kit and by SYBR Green PCR-HRM. The frequency of CNVs in the
VAMP7, S100B and SECTM1 genes in the general population was evaluated in a
sample of normal individuals from Belo Horizonte by SYBR Green PCR-HRM. None
showed a variation in the number of copies, despite three doubtful results (one per
gene). These will be repeated. In advance, we can predict that a frequency of CNVs in
VAMP7, S100B and SECTM1 is lower than 1% in the Belo Horizonte population. The
search in CNV databases (DGV and DECIPHER) suggests that all three genes can be
deleted/duplicated in both normal and affected individuals. VAMP7, S100B and
SECTMT1 are related to nervous system alterations and therefore can be considered
candidates for cognitive deficits. ST00B has been previously associated with dyslexia.
The results reported here suggest that subtelomeric microdeletions/microduplications
may be part of the genetic component of the etiology of the Mathematics learning
difficulty.



Key words: learning difficulties, Mathemathics learning difficulties, subtelomeric
microdeletion, subtelomeric microduplication, MLPA, SECTM1, VAMP7, S100B
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1 INTRODUGAO

1.1 Desenvolvimento De habilidades matematicas

Dois sistemas centrais distintos de representagcdes numéricas sao inatos e estao
presentes em recém-nascidos da espécie humana, fetos no ultimo semestre de
gestacdo e em outras espécies de animais como macacos, aves e até mesmo abelhas
(NIEDER, A., 2013; NIEDER, ANDREAS; FREEDMAN; MILLER, 2002; SCHLEGER
et al., 2014).

Estes dois sistemas inatos sédo constituidos pela capacidade de discriminar pequenas
quantidades sem contar (subitizing) e pela capacidade de perceber diferengas entre

conjuntos maiores sem contar (senso numérico) (DEHAENE, 1997)

Habilidades numéricas precursoras servem como base para o desenvolvimento de
conceitos numeéricos mais sofisticados e aculturados como: aquisicdo de simbolos
para as quantidades (palavras e numeros) durante a pré-escola, aprendizagem de
simbolos arabes na escola primaria e o desenvolvimento de uma linha numeérica
mental madura (VON ASTER; SHALEV, 2007).

1.1.1 Representagdo numérica no cérebro

Com o objetivo de investigar as habilidades matematicas no cérebro Dehaene e
colaboradores (1992;1997) propuseram um modelo neurocognitivo representando as
habilidades numéricas em adultos. De acordo com este modelo, denominado “Codigo
triplo”, existem trés redes interligadas de representacdo mental numérica: (I) uma
representacdo de magnitude analdgica ndo-simbdlica (ex.: *=¢) que se desenvolve no
lobo parietal; (II) uma representagdo numérica verbal-fonoldgica (ex.: trés), na area
perisilviana esquerda; e, (lll) uma representagdo numérica visual-arabica (ex.: 3), nas

areas associadas com a via visual ventral (Figura 1).
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Representagao
de magnitude —

Representacao
numeérica visual-arabica

Figura 1: Modelo neurocognitivo do cédigo triplo

Nota: Os quadrados na parte superior caracterizam a representacdo de magnitude nao simbdlica nos
I6bulos parietais. Ja os quadrados na parte inferior indicam a representagdo numérica visual-arabica
nas areas associadas a via visual ventral. O circulo configura a representacdo numérica verbal-
fonologica na area perisilviana esquerda (Figura adaptada de Dehaene, 1997).

Dentro desta rede, o sulco intraparietal (SIP) de ambos os hemisférios é considerado
0 nucleo central do processamento numérico. O SIP é ativado sempre que magnitudes
numeéricas estdo implicadas, suportando assim, a representacdo da magnitude de
numeros simbdlicos (DEHAENE et al., 2003).

Além dos processos cognitivos numéricos, fatores cognitivos gerais como a atengao,
memoria de trabalho, linguagem, fungdo sensério-motora e habilidades
visuoespaciais sao importantes na realizacdo de tarefas aritméticas. O
desenvolvimento e maturagdo desses dominios cognitivos tém elevada importancia
no planejamento, escolha de estratégia e manipulagao de informagdes. Sendo assim,
diferentes regides do cérebro responsaveis por processos cognitivos gerais, também
podem fazer parte da rede neuronal do calculo (CHRISTOFF; GABRIELI, 2000).

Em criangas o sistema cognitivo ainda é imaturo e a diferenciacdo funcional de
dominios especificos no cérebro ndo esta totalmente concluida (KARMILOFF-SMITH,
1998; KAUFMANN; KUCIAN; VON ASTER, 2014). Durante o desenvolvimento, a
configuragéo de atividades relacionadas a matematica no cérebro se desloca no

sentido anteroposterior. Na infancia, os processos numéricos e tarefas aritméticas séo
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realizados nas areas frontais (associadas com as fungdes executivas e memoria de
trabalho) e regides temporais mediais (relacionadas com a memdria declarativa),
seguindo com o passar do tempo para regides parietais (associadas com o
processamento da magnitude e recuperagdo de fatos aritméticos) e areas

occipitotemporais (relacionadas com processamento simbdlico) (ANSARI, 2008).

Essas mudancas refletem a reducdo da dependéncia de mecanismos de dominio
geral (frontal) e 0 aumento da especializagao funcional de regides cerebrais relevantes
e especificas para o processamento numérico (KAUFMANN et al., 2014). A existéncia
dessas regides especializadas permite ao cérebro processar os numeros de forma
mais eficiente e automatica, facilitando a realizagcdo de calculos matematicos mais
complexos (Figura 2) (BUTTERWORTH, BRIAN; VARMA; LAURILLARD, 2011).

Figura 2: Configuracao das atividades matematicas no cérebro de individuos entre 8 a 19 anos
de idade

Nota: Regides em vermelho indicam areas que aumentam sua atividade durante o calculo em fungéo
da idade. Regides em azul indicam as areas em que a ativagdo durante o célculo diminui com a idade
Fonte: adaptada de Ansari, 2008.

1.2 Dificuldade de Aprendizagem da Matematica

A dificuldade de aprendizagem da Matematica (DAM) €& caracterizada por uma

dificuldade temporaria ou persistente, onde o individuo apresenta um desempenho
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em matematica abaixo da média esperada para a idade (DSM-V, APA, 2014). A
prevaléncia da DAM varia entre 1 a 14% entre criangcas em idade escolar
(ARCHIBALD et al., 2013; BUTTERWORTH, BRIAN; KOVAS, 2013; GEARY, 2010;
LEWIS; HITCH; WALKER, 1994; MARGARI et al., 2013; SHALEV et al., 1998).

A DAM também é classificada como um transtorno cognitivo que afeta a capacidade
de um individuo em adquirir habilidades aritméticas (BUTTERWORTH, BRIAN, 2005).
Pessoas com DAM podem ter dificuldades em contar, aprender fatos numéricos, fazer
calculos, medir, mensurar tempo, se orientar e/ou estimar quantidades (SHALEV;
GROSS-TSUR, 2001). Sendo assim, o portador da DAM pode ter dificuldades em
tarefas basicas do dia-a-dia, tais como: orientacéo direita e esquerda, dificuldade em
olhar horas, pegar 6nibus e contar dinheiro, tornando os individuos afetados menos
produtivos. Consequentemente, a DAM conduz a baixos salarios, além de ser um fator
de risco para sintomas psiquiatricos como depressao, ansiedade e comportamento
agressivo (BUTTERWORTH, B., 2010; KUCIAN, KARIN; VON ASTER, 2015;
PEARD, 2010).

1.3 Manifestagdes fenotipicas da DAM

As manifestagdes fenotipicas da DAM sao heterogéneas e estio relacionadas com a
idade, grau de escolaridade (SHALEV; GROSS-TSUR, 2001), e fungdes cognitivas
prejudicadas (HAASE et al., 2012; KUCIAN, KARIN; VON ASTER, 2015). Criancas
com DAM podem apresentar problemas em dominios cognitivos especificos da
compreensao numerica, o que afeta a compreensao do conceito de numerosidade, a
habilidade de contar, transcodificar numeros, aprender e resgatar fatos aritméticos e
a realizacdo das quatro operagdes (adicdo, subtracdo, multiplicacdo e divisédo)
(BUTTERWORTH, BRIAN, 2005; COHEN KADOSH; WALSH, 2007). Além disso,
podem apresentar déficits em fatores cognitivos gerais como: meméria de trabalho,
linguagem, habilidades espaciais ou aten¢ao (HAASE et al., 2012; KAUFMANN et al.,
2014; VERDINE et al., 2014). Portanto, varios fatores podem interferir na manutencao
das conexdes cerebrais, levando a diferentes manifestacdes clinicas. Diante disso, o

diagnostico da DAM deve ser baseado em diferentes avaliagdes dos processos
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numeéricos, aritméticos e avaliagbes das habilidades de dominio geral relevantes
(KUCIAN, KARIN; VON ASTER, 2015).

Individuos com DAM frequentemente apresentam outros transtornos (RUBINSTEN;
HENIK, 2009), principalmente, transtorno de aprendizagem da leitura (dislexia) e
transtorno do déficit de atengao por hiperatividade (TDAH) (DIRKS et al., 2008;
GROSS-TSUR; MANOR; SHALEV, 1996). Uma explicagao para essas comorbidades
€ a sobreposigcdao de redes cerebrais envolvidas em tais condi¢des (WILSON;
DEHAENE, 2007).

1.4 Etiologia da DAM

Além da heterogeneidade fenotipica, a DAM se caracteriza pela heterogeneidade
etiolégica (HAASE et al., 2012). Entre os possiveis fatores que contribuem para a
DAM, variaveis sociais, emocionais, econdmicas e culturais provavelmente sao as
mais relevantes (MAZZOCCO, M. M.; MYERS, 2003; MAZZOCCO, MICHELE MM;
THOMPSON, 2005). No entanto, a predisposicdo genética e alteragdes
neurodesenvolvimentais também podem contribuir para o aparecimento da DAM
(SHALEV; GROSS-TSUR, 2001). Diante desta etiologia diversificada, varios estudos
propdem um modelo de heranga multifatorial para a DAM incluindo Miranda e
colaboradores (ALARCON et al., 1997; BADIAN; GHUBLIKIAN, 1983;
BUTTERWORTH, BRIAN, 2005; GROSS-TSUR et al., 1996; KOVAS et al., 2007;
RUBINSTEN; HENIK, 2009; SHALEYV et al., 2000); MIRANDA, 2011)

1.4.1 Fatores ambientais

Aspectos ambientais podem comprometer a aquisicdo de habilidades matematicas.
Falta de recursos econbmicos, caréncia nutricional, ensino inadequado,
relacionamento conturbado com o professor, falta de motivagéo e desinteresse em
aprender esta entre as principais causas de DAM (KOPERA-FRYE; DEHAENE;
STREISSGUTH, 1996; MILLER, S. P.; MERCER, 1997).
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A exposicado a agentes teratogénicos também foi associada a DAM. Exposi¢cao ao
alcool durante a gravidez pode provocar alteragdes neurodesenvolvimentais que
comprometem as habilidades matematicas (KODITUWAKKU, 2010; KOPERA-FRYE
et al., 1996). O consumo de cigarro, maconha e uso excessivo de alcool na
adolescéncia foi associado a abandono escolar, baixa escolaridade, menor frequéncia
universitaria e notas mais baixas, principalmente em Inglés, Ciéncia e Matematica
(HOLLAR; MOORE, 2004). Consumir alcool durante a adolescéncia pode afetar
negativamente a aprendizagem verbal e memdria. A aquisicdo de novas informacdes
verbais pode ser afetada, em individuos que bebem mais de dez doses por ocasiao
(NGUYEN-LOUIE et al., 2016).

Além disso, fatores comportamentais e emocionais como, por exemplo, a
incapacidade de controlar a ansiedade, também tem se mostrado relevante ao
processo de aprendizagem (AUERBACH; KERTZ; GARDINER, 2012; BYNNER;
PARSONS, 2006; MILLER, S. P.; MERCER, 1997; PARSONS; BYNNER, 1997)

A incapacidade de administrar a ansiedade atrapalha o processo de aprendizagem
produzindo um efeito negativo no desempenho das tarefas associadas a memoria de
trabalho. A ansiedade ocupa a memdria com pensamentos intrusivos de preocupacao,
impedindo que o individuo use todo seu potencial na aprendizagem (PASSOLUNGHI
et al., 2016). Varios estudos tém demostrado, que a ansiedade matematica esta
relacionada a piores medidas de desempenho na Matematica (DOWKER; BENNETT;
SMITH, 2012; HAASE et al., 2012; HEMBREE, 1990; SHI; LIU, 2016)

1.4.2 Fatores neuroldgicos

Alteragdes do desenvolvimento psicomotor, presente em individuos com DAM, podem
ser explicadas por ativagdo cerebral anormal, irregularidades macro- e
microestruturais nas areas parietais e outras areas fundamentais para o
processamento numérico (BERTELETTI; PRADO; BOOTH, 2014; KAUFMANN;
PIXNER; GOBEL, 2011; KUCIAN, K. et al., 2006; KUCIAN, KARIN; VON ASTER,
2015; ROTZER et al., 2008; RYKHLEVSKAIA et al., 2009)
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Em estudos de neuroimagem, foi sido descrita redu¢cdo de ativacdo cerebral em
regides parietais, lobo frontal e areas occipitais em individuos com DAM. Kucian e
colaboradores (2006) em um estudo de redes neurais mostraram que criangas com
DAM apresentavam uma ativacao cerebral mais fraca em quase toda a rede neuronal
para calculo aproximado, incluindo o SIP e giro frontal. Outros estudos mais recentes
tém corroborado estes resultados (BERTELETTI et al.,, 2014; KAUFMANN et al.,
2011)

Além das fungdes cerebrais anormais, diferengas morfoldgicas no cérebro de criangas
com DAM também ja foram relatadas. Quanto as diferengas macroestruturais, a DAM
foi caracterizada por redugdo do volume de substancia cinzenta e branca em areas
fundamentais para o desenvolvimento da numerosidade (areas parietais, SIP)
(ISAACS et al., 2001; KUCIAN, KARIN; VON ASTER, 2015; ROTZER et al., 2008;
RYKHLEVSKAIA et al., 2009). Redugdes no volume de substancia cinzenta e branca
também foram encontradas em regides importantes para o desenvolvimento de
habilidades relacionadas aos dominios cognitivos gerais (cortex frontal e areas
subcorticais) (ROTZER et al., 2008; RYKHLEVSKAIA et al., 2009).

Diferencas microestruturais relacionadas com a DAM estdo associadas
anormalidades nas conexdes de fibra nervosas entre as regides cerebrais. Déficit na
conexao entre as areas parietais com as areas frontal e occipitotemporal também tem
sido observado em criangcas com DAM (KUCIAN, KARIN; VON ASTER, 2015;
RYKHLEVSKAIA et al., 2009)

1.4.3 Fatores genéticos

Estudos com gémeos e familias sugerem a existéncia de um componente genético
para a DAM. A investigacdo da DAM em gémeos monozigoticos (MZ), que
compartilham ou ndo o mesmo ambiente, tem permitido a analise de aspectos
genéticos e ambientais em individuos geneticamente quase iguais. Por outro lado,
estudos com gémeos dizigoéticos (DZ) também tem contribuido para elucidagdo da
concordancia de disturbios entre individuo que compartiham metade do genoma
(RUBINSTEN; HENIK, 2009; WILLCUTT et al.,, 2010). Um estudo realizado com

gémeos revelou que a taxa de concordancia fenotipica entre gémeos MZ é maior
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(0,73) do que para DZ (0,56), reforgando assim a influéncia de fatores genéticos no
desenvolvimento da DAM (ALARCON et al., 1997).

A influéncia genética no processo de aprendizagem da Matematica também tem sido
sugerida por estudos de agregacgao familiar. Estudos com familias permitem a analise
de compartihamento de genes e de fatores ambientais, entre membros
geneticamente relacionados. Um importante parametro para estimar a segregagéo
familiar € o risco relativo, lambda (A). Este pardmetro compara a frequéncia de
afetados nas familias com a frequéncia do fenétipo na populagao em geral, para um
determinado grau ou tipo de parentesco. Quanto maior for o valor de A, maior
agregacao familiar (BURTON; TOBIN; HOPPER, 2005). A prevaléncia de DAM entre
irmaos tem sido estimada entre 40 a 64% na populacdo. Além disso, a frequéncia de
afetados nas familias dos probandos tem sido estimada em 5 a 10 vezes maior do que
na populacao geral, reforcando dessa forma a existéncia de um componente genético
para a DAM (SHALEV; GROSS-TSUR, 2001).

O interesse em compreender as bases genéticas da DAM tem aumentado nos ultimos
anos e alguns estudos moleculares ja foram realizados (BARON-COHEN et al., 2014;
DOCHERTY et al., 2010; LUDWIG et al., 2013; SHALEV; GROSS-TSUR, 2001).

O polimorfismos da enzima catecol-O-metiltransferase (COMT) tem sido relacionado
a memoria de trabalho e a desempenho em tarefas matematicas (DICKINSON;
ELVEVAG, 2009; MIER; KIRSCH; MEYER-LINDENBERG, 2010).

A enzima COMT, no cérebro, é capaz de modular as funcdes de neurotransmissao da
dopamina e norepinefrina, alterando a inativagdo metabdlica destes
neurotransmissores (ZHU, 2002). No cértex pré-frontal, a COMT pode degradar mais
de 60% da dopamina presente nas fendas sinapticas (KAROUM; CHRAPUSTA,;
EGAN, 1994). O mecanismo mais eficiente para degradar a dopamina liberada no
espaco extracelular é o transporte da dopamina através de proteinas DAT (dopamine
transporter). No entanto, o cértex pré-frontal expressa baixos niveis de DAT. Com
isso, essa regidao do cérebro dependente de um mecanismo secundario, a COMT,
para degradar a dopamina liberada (DAUVILLIERS; TAFTI; LANDOLT, 2015). Uma
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substituigdo nucleotidica de G para A no cédon 158 da enzima COMT (val158met)
pode modificar um de seus aminoacidos produzindo uma variagdo polimorfica
funcional (WEINSHILBOUM; OTTERNESS; SZUMLANSKI, 1999). Individuos
homozigotos para o alelo valina (Val158Val) tém apresentado maior atividade da
COMT e pouca concentragao de dopamina, enquanto individuos homozigotos para o
alelo metionina (Met158Met) exibem baixa atividade da COMT e altos niveis de
dopamina. Consequentemente, individuos heterozigotos demostraram atividade
intermediaria da enzima (CHEN et al., 2004).

Além disso, os diferentes genoétipos da COMT foram descritos por causar diferentes
efeitos em tarefas numéricas e memoaria de trabalho em diferentes idades e sexo
(PEDROSO, 2015). Diamond e colaboradores (2004 ), avaliando criangas entre 6 e 14
anos, identificaram que aquelas com gendtipo Met158Met apresentaram maior
desempenho em tarefas de memodria de trabalho, em relagcdo as criangas com
genotipo Val158Val. Ja as criangas heterozigotas exibiram desempenho
intermediario. Wahlstrom e colaboradores (2007), em um estudo com criangas e
adolescentes, de 9 a 17 anos, observaram que individuos homozigotos para o alelo
Met apresentaram pior desempenho em tarefas de memdria de trabalho e atencéo,
enquanto heterozigotos e homozigotos para o alelo Val obtiveram melhores
resultados. Julio-Costa e colaboradores (2013), a partir de uma amostra de criancas
entre 8 e 12 anos, puderam observar que criangas com pelo menos um alelo Met
apresentaram desempenho superior em relagcdo as homozigotas para o alelo Val, em
tarefas numéricas e aritméticas. Porém, nenhuma diferenga foi encontrada entre os
gendtipos nas tarefas de memoaria de trabalho. Pedroso (2015), em um estudo com
criangas de 6 a 14 anos, demonstrou que para meninos e criangas mais novas (6 a 9
anos), os homozigotos Val158Val apresentaram melhor desempenho da memoaria de
trabalho. Ja para meninas e criancas mais velhas (10 a 14 anos), os homozigotos
Met158Met apresentaram melhor desempenho. Sugerindo que a influéncia do sexo

possivelmente se deve as diferentes idades de inicio da puberdade para cada género.

1.4.3.1 GWAS para dificuldade de aprendizado na Matematica

Com o objetivo de identificar a contribuicdo das variantes genéticas para as

habilidades matematicas estudos de associagdo do genoma (GWAS) foram
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realizados. Docherty e colaboradores (2010) investigaram 600 criancas de 10 anos de
idade (300 com bom desempenho matematico e 300 com baixo desempenho). Neste
estudo foram detectados 10 SNPs associados com o desempenho na Matematica.
Estes SNPs foram encontrados em 10 genes diferentes (MMP7, GRIK1, DNAHS,
SAMDS3, ARID1B, FLJ20160, GUCY1A2, NRCAM, DLD e NUAKT). Os 10 SNPs
quando combinados foram responsaveis por 2,9%. Entretanto, este estudo tem muitas
falhas e n&o tem sido considerado. Neste estudo foram usados um dos membros de
pares de gémeos. Cuidado para nao incluir o segundo gémeo no estudo nao foi
tomado. Este detalhe é importante, porque a gemelaridade em si € um fator de risco
para dificuldade de aprendizado. Além disto, estes individuos foram selecionados em
funcdo de dificuldade de aprendizado da leitura. Estes resultados refletiiam entdo o
componente genético da DAM dentro da dislexia. Outros aspectos é que a
genoptipagem feita em pool, a tese a distancia e a auséncia de corre¢ao para multiplas

testagens.

Ludwig e colaboradores (2013), em uma amostra de criangas alemas e austriacas
com dislexia, avaliaram também as habilidades matematicas. Para o GWAS foram
feitas anadlises de todos os SNPs autossdmicos. Os resultados sugerem que o SNP
rs133885 presente no gene da Miosina 18B contribui para a DAM em criangas com
dislexia. Analises nos SIP demonstraram que portadores do SNP rs133885
apresentam menor profundidade no SIP direito. O SIP direito é ativado durante o
processamento numérico (CHOCHON et al., 1999; FIAS et al., 2007), sendo assim,
o0 SNP rs133885 pode realmente estar associado a DAM.

Em 2014, foi realizado um GWAS comparando estudantes de cursos com alto nivel
de desempenho em atividades matematicas vs. estudantes de cursos com pouco uso
de Matematica. Foi encontrado um SNP significativamente associado, mesmo apos
corregao para multiplas testagens de Bonferroni, o rs789859 (p=0,000015). Esse SNP
pode ter os alelos G ou T e € localizado em uma regiao intergénica do cromossomo
3929, a aproximadamente 700 pb a montante do gene FAM43A, dentro de sua regido
regulatéria, e 1,3kb a jusante de LSG1. Delecbes e duplicagdes nesta regido ja
foram associadas a dificuldade de aprendizagem, esquizofrenia e autismo. A fungéo

de FAM43A nao é bem esclarecida, no entanto ensaios de expressao de RNA
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encontrou RNA de FAM43A numa variedade de tecidos, incluindo tecidos do cérebro,
cerebelo e medula espinhal. O SNP rs789859 esta em desequilibrio de ligagdo com
seis outras variantes. Duas destas variantes (rs150293579 e rs1675923) mapeiam
dentro de LSG 1. Ambas variantes regulam o estado da cromatina em varios tipos de
células do sistema nervoso central humano. As quatro variantes restantes mapeiam
perto de FAM43A e também regulam estados de cromatina em tipos de células
cerebrais e alteram sitios de ligagéo a transferrina. O fato de rs789859 estar localizado
em uma regido relacionada a dificuldade de aprendizado e condigdes neuroldgicas é
consistente com a contribuicio para a DAM (BARON-COHEN et al., 2014;
CHOCHON et al., 1999; FIAS et al., 2007).

1.5 DAM e Sindromes Genéticas

Varias sindromes apresentam DAM como endofenétipo, dentre elas estao a Sindrome
de Velocardiofacial, Sindrome de Sotos, Sindrome de Prader-Willi, Sindrome de
Angelman, Sindrome de Williams-Beuren, Sindrome de Turner e Sindrome do X-fragil
(BRUANDET et al.,, 2004; DE SMEDT et al.,, 2009; MURPHY, 2009; OPFER,;
MARTENS, 2012; SEMENZA et al., 2008)

A presenca da DAM em individuos com sindromes genéticas causadas por delegdes
e/ou duplicagdes, pode ajudar na compreensao dos processos neurobiolégicos e dos
mecanismos causadores de DAM. Além disso, indicam que alteragdes em /loci génicos
especificos podem desencadear DAM (HAASE et al., 2012).

Diante deste contexto, Salazar (2013) avaliou a contribuicdo de microdelec¢des e
microduplicagdes intersticiais em regides sindromicas para o fen6tipo DAM. Foram
genotipadas, através da técnica MLPA, 90 criangas com DAM e 90 controles normais,
pareados por sexo, idade e turma. Em seus resultados, pequenas alteragdes

intersticiais ndo contribuiram para a dificuldade de aprendizagem da Matematica.

Martins em 2014, avaliou a contribuicdo das expansdes do trinucleotideo CGG a
5'UTR do gene FMR1 em uma amostra de individuos com DAM e em uma amostra

controle. Com base nos dados analisados, foram encontrados em trés individuos com
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DAM alelos na zona intermediaria, sugerindo que possivelmente alelos na zona

intermediaria podem contribuir para a DAM.

Carvalho e colaboradores (2014), em um estudo realizado em criangas com DAM,
sugerem também que a delecao da regiao 22q11.2 DS (LCR22-4 para LCR22-5) pode

ser uma das causas genéticas da DAM.

Considerando o aspecto multigénico envolvido na DAM, a busca constante por novas
regides gendmicas e genes candidatos devem continuar. Uma 6tima estratégia para
identificacdo de novos loci candidatos para condigbes genéticas € a investigacao de
alteragdes cromossdémicas. No entanto, alteragdes cromossdmicas subteloméricas,
até o presente momento, nunca foram investigadas em individuos portadores de DAM.

1.6 Regides subteloméricas

Regides subteloméricas séo regides de transicado entre as sequéncias especificas dos
cromossomos e as repeticbes teloméricas (LINARDOPOULOU et al., 2005). Séo
dinamicas, heterogéneas, ricas em genes, pseudogenes e sequéncias repetitivas com
homologia entre cromossomas homologos e ndao homadlogos (BEHJATI et al., 2013;
FLINT et al., 1997; RIETHMAN, HAROLD et al., 2004; RIETHMAN, H.; AMBROSINI;
PAUL, 2005).

Analises comparativas das regides subteloméricas dos cromossomas humanos 4p,
16p e 22q, que estdo quase completamente sequenciados, revelaram uma estrutura
comum de divisdo destas regides. A estrutura comum é dividida em dois dominios,
proximal e distal, que sao separados por um trecho de repeticobes TTAGGG
degeneradas (Figura 3). As sequéncias do dominio distal tendem a ser curtas e
repetidas em muitas outras extremidades cromossémicas. No entanto, as sequéncias
do dominio proximal sdo homodlogas a apenas algumas extremidades, e os blocos de
homologia tendem a ser mais longos do que aqueles encontrados no dominio distal
(FLINT et al., 1997).
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(TTAGGG)N
degenerado
Sequéncia Sequéncia Sequéncia
Repetigies subtelomérica subtelomérica cromossomica
(TTAGGG)N distal proximal (inica

Figura 3: Organizagao da regido subtelomérica nos cromossomas
Fonte: adaptada de Flint et al., 1997.

O compartilhamento de regides homodlogas nas regides subteloméricas pode resultar
em um pareamento cromossdmico incorreto no inicio da profase meidtica,
predispondo a ocorréncia de recombinagdes nao-homologas e desequilibrio de
dosagem (BEHJATI et al., 2013; KNIGHT; FLINT, 2000). Essas caracteristicas tornam
as regides adjacentes aos teldbmeros uma candidata ao estudo de rearranjos como
causa de doengas genéticas. Além disso, a pouca quantidade de histonas e
nucleossomos, e a presenca de varios genes e ilhas CpG, contribuem para que
consequéncias fenotipicas causadas por dele¢des e duplicacbes nos subteldbmeros
sejam maiores do que aquelas envolvendo outras partes do genoma (FLINT et al.,
1997; SACCONE et al., 1992).

Alteracbes subteloméricas especificas podem resultar em sindromes genétias
conhecidas tais como Sindrome de Cri-du-chat, Sindrome de Miller-Dieker, Sindrome
de Wolf Hirschorn, Sindrome da alfta-Talassemia/Sindrome da delecdo 16pter e
Sindrome da delecdo 1p36. Além disso, microdelecbes/microduplicagdes
subteloméricas também ja foram associadas a atraso no desenvolvimento psicomotor,
deficiéncia intelectual, caracteristicas dismorficas e outras anomalias congénitas
(BRUNO et al., 2006; EGGERMANN et al., 2008).
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Varias técnicas séo utilizadas para a analise das regides subteloméricas, dentre as
quais se destaca a técnica de FISH (fluorescent in-situ hybridization); aCGH
(Microarray-based Comparative Genomic Hybridization); e a MLPA (Multiplex Ligation
Probe-dependent Amplification) (BISHOP; LU; YANKNER, 2010; KALLIONIEMI et al.,
1992; PINKEL et al., 1988; SCHOUTEN et al., 2002). Neste trabalho, optamos por
investigar a contribuicdo das microdelegbes/microduplicagdes subteloméricas para o
fenotipo DAM, através da MLPA.

1.6.1.1 Técnica de MLPA

Descrita por Schouten e colaboradores (2002), a técnica de MLPA é um método de
genética molecular semi-quantitativo. Esta técnica detecta, simultaneamente,
microdelegbes e microduplicagbes de diversos genes ou mutagdes de ponto ja
conhecidas (SCHOUTEN et al., 2002; SORENSEN et al., 2012). Atualmente, ela é
comercializada pela empresa holandesa MRC-Holland bv. (Disponivel em

http://www.mrc-holland.com, ultimo acesso em 19/11/2016).

A MLPA se baseia em um principio simples, onde o DNA é desnaturada e hibridizada
a uma mistura de cerca de 40 sondas. Cada sonda consiste de dois oligonucledtidos
individuais (A e B). O oligonucleotideo A contém um marcador fluorescente (para
reconhecimento a eletroforese capilar), seguido de uma sequéncia complementar ao
iniciador universal X, além da sequéncia especifica de hibridizagdo ao DNA alvo. O
oligonucleotideo B, é constituido por um fragmento complementar ao iniciador
universal Y, seguido de uma sequéncia-coringa (com extensdo diferente para cada
sonda, o que definira o tamanho do fragmento final) e também uma sequéncia de

hibridizagdo ao DNA-alvo (Figura 4).

Oigonucleotideo A Oligonucleotideo B

Sequéncia iniciador Y

Fluoréforo
Sequéncia iniciadm M@mcia coringa

Sequéncia de Sequéncia de
hibridizagao hibridizagao
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Figura 4: Constituicdao dos oligonucleotideos A e B das sondas de MLPA
Fonte: adaptado de MRC-Holland (Disponivel em http://www.mrc-holland.com, ultimo acesso em
19/11/2016).

Quando submetidos a temperatura de anelamento, esses oligonucleotideos se
hibridizam a sequéncias complementares no DNA-alvo e, em temperatura ambiente,
sdo unidos por uma enzima ligase dependente de temperatura, formando um
fragmento unico (Figura 5) (ROOMS; REYNIERS; KOQY, 2005; SCHOUTEN et al.,
2002).

Enzima ligase dependente
de temperatura

e A

Sequéncia de DNA

Figura 5: Hibridizacao e ligagao dos oligonucleotideos pela enzima DNA-ligase dependente de
temperatura
Fonte: adaptado de MRC-Holland b.v. (Disponivel em http://www.mrc-holland.com, ultimo acesso em
19/11/2016).

O fragmento unico resultante € disposto da seguinte forma: fluoréforo — regido de
ligacdo ao primer universal — sequéncia complementar ao DNA alvo — sequéncia
coringa — regido de ligacao ao primer universal (Figura 6) (ROOMS et al., 2005;
SCHOUTEN et al., 2002).

Sonda Sequéncia complementar aos
iniciadores universais
./"' T
Fluoréforo &= T~
T F‘\

Sequéncia de hibridizacdo Sequéncia coringa
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Figura 6: Disposicdo da sonda de MLPA em um unico fragmento resultante da ligagao
intermediada pela enzima ligase depende de temperatura

Fonte: adaptado de MRC-Holland b.v. (Disponivel em http://www.mrc-holland.com, ultimo acesso em
19/11/2016).

Apods a ligacédo, os fragmentos formados pelas duas sondas, agora unidas, s&o
amplificados por PCR, utilizando os iniciadores universais, que se anelam as
sequéncias ndo-homologas, situadas nas duas extremidades dos produtos de ligagao
(Figura 7) (ROOMS et al., 2005; SCHOUTEN et al., 2002).

Figura 7: Resultado da amplificagcao de diferentes produtos de ligagao, através de PCR, com a
utilizagao de iniciadores universais

Fonte: adaptado de MRC-Holland b.v. (Disponivel em http://www.mrc-holland.com, ultimo acesso em
19/11/2016).

Em seguida, os produtos amplificados sdo separados e visualizados em um aparelho
de eletroforese capilar. Os resultados sdo entao interpretados através dos dados da

area ou da altura dos picos obtidos no eletroferograma por softwares especificos.

Alguns estudos demostraram que a técnica de MLPA possui algumas vantagens para
triagem de alteragdes cromossdOmicas, quando comparada a outros métodos
moleculares. Entre essas vantagens se encontra a analise de multiplos fragmentos
em uma mesma reagao, utilizando baixa concentracdo de DNA (20 ng); rapida
execucgao com alto grau de especificidade e confiabilidade; menor custo relativo; baixa
taxa de falso-positivos; e adequagao ao uso em rotinas de laboratérios de genética e
pesquisa (BENDAVID et al., 2007; HOGERVORST et al., 2003; PALOMARES et al.,
2006; ROOMS et al., 2004; SLATER et al., 2003)

Atualmente, diversos estudos de investigacdo de alteragdes cromossOmicas

subteloméricas em individuos com deficiéncia intelectual (DI) tém utilizado a técnica
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de MLPA e demostrado que, apesar de nao identificar a extensao das alteragdes, este
€ um otimo método para a triagem de microdelegdes e microduplicagdes gendmicas
(CHRISTOFOLINI et al., 2010; HILA et al.,, 2009; ROOMS et al., 2006; SANTA
MARIA et al., 2016). Diante deste contexto, a MLPA parece ser uma técnica adequada
para o rastreio de microdelegcbes e microduplicagdes subteloméricas em individuos
com DAM.

1.7 Justificativa e relevancia

A DAM é um transtorno de aprendizagem frequente, com prevaléncia de 1 a 14% em
criancas de idade escolar. Este transtorno é caracterizado por um desempenho em
Matematica abaixo do esperado para a idade. O baixo desempenho na Matematica
pode interferir negativamente na vida social, familiar, emocional, intelectual e
profissional de um individuo. Portanto, quanto mais cedo o individuo é diagnosticado
e encaminhado para um processo de intervengcédo, menos a vida e o aprendizado dele

sao prejudicados.

A DAM pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo fatores genéticos. No
entanto, ndo se sabe exatamente quais genes e mecanismos moleculares estao
diretamente envolvidos na etiologia da DAM. Compreender melhor a genética da DAM
seria importante para estimar a contribuicdo dos diversos fatores de risco. Além disso,
os perfis genéticos encontrados podem ser relevantes para a compreensao dos

mecanismos neuropsicologicos subjacentes.

Um estudo feito por Salazar (2013) analisou a frequéncia de alteracdes intersticiais
para o fenétipo DAM. Nao ha relatos na literatura de investigagcao da contribuicdo de

alteracdes em regides subteloméricas para esse fendétipo.

Regides subteloméricas sdo dinamicas, heterogéneas, ricas em genes, pseudogenes
e sequéncias repetitivas com homologia entre cromossomas homodlogos e néo
homdlogos. A presenca de homologia entre cromossomas pode gerar pareamento
incorreto no inicio da préfase meidtica, predispondo a ocorréncia de recombinacdes

nao-homologas e desequilibrio de dosagem.
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Microdelegbes e microduplicagdes subteloméricas sao importantes causas de
deficiéncia intelectual, portanto essas alteragbes podem afetar dominios cognitivos e
consequentemente o processo de aprendizagem. A analise das regides
subteloméricas pode ser feita através de varios métodos; dentre eles, a técnica de
MLPA apresenta vantagem, em fungdo do baixo custo, para uma triagem inicial,

quando ndo ha uma suspeita clinica especifica.

Diante deste contexto, a hipotese deste projeto € de que criangas com DAM ou DAME
podem apresentar alteragcdes no numero de copias das regides subteloméricas, visto
que estas regides sado responsaveis por déficits psicomotores e suas contribui¢cdes

nuca foram averiguadas para o fen6tipo DAM.

1.8. Objetivos

1.8.1 Objetivo geral

Investigar a presenga de microdelegbes e microduplicagdes subteloméricas em

criangas de idade escolar com dificuldade de aprendizagem da Matematica.

1.8.2 Objetivos especificos

1. Identificar novos genes associados a DAM,;

2. Buscar estabelecer correlacédo genotipo-fendtipo dos casos envolvidos no
estudo;

3. Averiguar a frequéncia das microdelegcdes/microduplicacdes detectadas nos

casos deste estudo, em individuos normais da populagéo de Belo Horizonte.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Aspectos éticos

O presente estudo é parte integrante de dois projetos: “Discalculia do
Desenvolvimento em criangas de idade escolar: triagem populacional e caracterizagao
de aspectos cognitivos e genéticos moleculares” e “Endofendtipos da dificuldade de
aprendizagem da Matematica”. Ambos os projetos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-MG) através dos pareceres n° ETIC 42/08 e
658.516, respectivamente. A participagdo no estudo foi condicionada a leitura e

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

2.2 AMOSTRA

Para realizagao deste estudo foram utilizados trés conjuntos de amostras biolégicas:
dois conjuntos provenientes de estudos de base populacional e um conjunto oriundo

de um ambulatério especializado em dificuldade de aprendizagem na Matematica.

2.2.1 Amostras de base populacional

Os dois conjuntos de amostras de base populacional foram obtidas a partir da coleta
de dados de dois projetos dos quais este estudo faz parte. A amostra proveniente do
projeto “Discalculia do Desenvolvimento em criangas de idade escolar: triagem
populacional e caracterizagdo de aspectos cognitivos e geneético-moleculares” é
composta por 1720 estudantes de dez escolas publicas e duas escolas particulares
de Belo Horizonte-MG. Os alunos foram selecionados aleatoriamente dentre as

criangas matriculadas entre a 12 e 62 série (2° a 7° ano) do ensino fundamental.

Ja a amostra oriunda do projeto “Endofendétipos da dificuldade de aprendizagem da
Matematica” é constituida, atualmente, por 254 estudantes de trés escolas publicas
de Belo Horizonte-MG. Os alunos foram selecionados aleatoriamente entre criancas

e adolescentes matriculados na 42 e 52 série (3° e 4° ano) do ensino fundamental.
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2.2.2 Amostra Ambulatorial

A amostra ambulatorial € composta por 25 casos de DAM, diagnosticados pelo
Ambulatério NUMERO (Laboratério de Neuropsicologia do Desenvolvimento -
Departamento de Psicologia - UFMG). O NUMERO é especializado no atendimento
de criangcas e adolescentes com dificuldade de aprendizagem da Matematica e
sindromes genéticas. Todas as criangas e adolescentes de 8 a 14 anos encaminhadas

ao Ambulatério com suspeita de DAM s&o atendidas.

2.2.3 Classificacado dos individuos

As amostras foram classificadas em casos e controles através de uma triagem inicial
na qual foram avaliados: inteligéncia (Matrizes Progressivas Coloridas de Raven) e

desempenho escolar (Teste de Desempenho Escolar - TDE).

O teste das Matrizes Progressivas Coloridas de Raven é um procedimento para
avaliacdo da inteligéncia ndo-verbal, usando problemas de complemento de matrizes.
O teste de Raven exige tanto raciocinio dedutivo quanto indutivo e constitui uma das
principais medidas isoladas da inteligéncia geral. Os escores no teste de Raven sao
interpretados em percentil. Um determinado percentil indica a porcentagem de
individuos na populacéo cujo desempenho situa-se abaixo daquela apresentada pelo
individuo. Por exemplo, se o escore equivale ao percentil 50, entdo 50% dos escores
populacionais para a faixa etaria situam-se abaixo daquele apresentado pelo testando.
Dessa forma, tem-se que percentis abaixo de 15 representam um baixo
funcionamento intelectual (ANGELINI et al., 1999).

O TDE é o unico teste padronizado de desempenho escolar para uso clinico disponivel
no Brasil. O TDE compreende trés subtestes: Leitura (de palavras isoladas), Escrita
(de palavras isoladas) e Aritmética. O TDE é normatizado para as antigas 12 a 62
séries. Um escore abaixo do percentil 25 é interpretado como inferior, escores acima
do percentil 75 s&o considerados como superiores € o escores entre 15 e 75 séo
considerados médios. No procedimento de triagem inicial deste estudo, apenas os

subtestes de Aritmética e Escrita foram administrados. Dessa forma, sdo classificados
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como DAM os probandos com P<25 no subteste de aritmética e P>25 no subteste de
Escrita, e considerados DAME os probandos com P<25 em ambos subtestes
(Aritmética e Escrita) (STEIN, 1994; vide normas mineiras em OLIVEIRA-FERREIRA
et al., 2012).

Sendo assim, a amostra caso foi constituida por individuos conforme os critérios de

inclusao listados abaixo:

— Classificagao superior a P15 no teste de inteligéncia - Matrizes Progressivas
Coloridas de Raven;

— Classificagao inferior ao P25 no subteste de Aritmética do TDE.

A amostra controle foi composta por participantes com desempenho superior ao P25

nos subtestes de escrita e aritmética do TDE.

Os participantes, que obtiveram um desempenho inferior ao percentil 15 no teste
Matrizes Progressivas Coloridas de RAVEN, foram classificados como probandos com

baixo funcionamento intelectual e por esse motivo foram excluidos dessa amostra.

Dos 1.999 estudantes avaliados na triagem inicial, apenas 140 criangas/adolescentes
foram incluidos no grupo caso. O grupo caso foi constituido por 75 meninas e 65
meninos classificados com DAM ou DAME. Os demais, ou foram incluidos no grupo

controle e ou foram excluidas devido ao baixo funcionamento intelectual.

2.3 Avaliagao neuropsicoldgica

Com o objetivo de caracterizar o perfil cognitivo de cada um dos casos, uma avaliagéo
neuropsicoldgica, organizada pela equipe do Ambulatério NUMERO, foi realizada
(Tabela 1). Essa avaliagdo analisa os aspectos comportamentais, emocionais,
cognitivos gerais e cognitivos especificos das habilidades numéricas por meio da
observacdo do comportamento e uso de diferentes testes. Para a comparagao dos

resultados dos individuos testados foi usado escore z (Z) por idade.
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Tabela 1: Instrumentos da avaliagao neuropsicologica

Dominio Instrumento Referéncia

SNAP-IV Mattos et al.(2006)
Comportamento Bordin et al. (2013); Rocha et al.

CBCL

(2013)

Ansiedade matematica QAM g%iszei et al. (2012); Wood et al
Inteligéncia WISC-IV Rueda et al. (2013)

TDE - Leitura
Desempenho Escolar TDE - Escrita Oliveira-Ferreira et al. (2012)

TDE - Aritmética

Stein (1994)

Destreza motora

Nine Hole Peg Test
(9-HPT)

Poole et al. (2005)

Habilidades Visuoespaciais
e Visuocontrutivas

Figura Complexa de
Rey

Rigoni (2016)

Atencgao - alertness

Reacao Simples

Costa et al. (2011)

Memoria verbal e nao-verbal

Digit Span
Cubos de Corsi

Figueiredo & Nascimento (2007)
Santos et al. (2005)

Funcoes executivas Bgs_te dos  Cinco Malloy-Diniz et al. (2015)
igitos
Consciéncia Fonolégica fSupressao de Lopes-Silva et al. (2014)
onemas
LPI Salles et al. (2013)
TDE - Leitura Stein (1994)

Habilidades de Leitura

Teste de Fluéncia de
Leitura (TFL)

Justi & Roazzi (2012)

Habilidades NUmericas

Comparacdao Nao-
Simbdlica
Leitura de Numerais
Arabicos

Ditado de Numerais
Arabicos

Adicao

Subtragéo
Multiplicagao
Problemas
Aritmética-WISC IV

Costa et al. (2011); Pinheiro-Chagas
et al. (2014)

Moura et al. (2013)

Moura et al. (2014)

Costa et al. (2011); Haase et al.
(2014)

Costa et al. (2011)
Rueda et al. (2013)

Legenda: CBCL = Child Behaviour Checklist; OD = ordem direta; Ol =

ordem inversa; MAQ =

Questionario de Ansiedade Matematica; QAL = Escala de Ansiedade de leitura; SNAP-IV = TDE =

Teste de Desempenho Escolar.
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2.4 Coleta de dados e material biolégico

A triagem inicial e as avaliagdes neuropsicoldgicas foram conduzidas por membros do
Laboratdrio de Neuropsicologia do Desenvolvimento (LND/FAFICH-UFMG). A equipe
de avaliadores foi composta por estudantes da UFMG dos Programas de Pos-
Graduacdo em Neurociéncias e Saude da Crianca e do Adolescente, sendo

psicologos ou alunos de Iniciagao Cientifica graduandos em Psicologia da UFMG.

O material biolégico das criangas/adolescentes foi coletado por estudantes da Pés-
Graduacao e Graduagao do LND previamente capacitados. Foram coletados 5mL de

sangue periférico ou saliva em tubo EDTA de todos individuos da presente amostra.

2.5 Métodos moleculares

2.5.1 Extragcdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de precipitagdo salina (MILLER, S.;
DYKES; POLESKY, 1988), técnica utilizada rotineiramente no laboratério LGHM, para

quaisquer tipos de material biologico.

A fim de verificar a pureza e a concentracdo dos DNAs extraidos, foi utilizado o

espectréometro NanoDrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA).

2.5.2 Genotipagem

2.5.2.1 MLPA

Para deteccao de microdelecdes e microduplicagcdes subteloméricas na amostra de
casos, foi utilizado o kit SALSA MLPA P070-B2 ou SALSA MLPA P070-B3 (MRC-
Holland, Amsterdam, Holanda). Esses kits possibilitam a realizagédo de ensaios de
diagndstico in vitro que detectam microdelegdes e microduplicagbes nas regides
subteloméricas. Os kits sdo semelhantes e contém 46 sondas, sendo duas sondas
para cada cromossomo autossémico e uma sonda para os cromossomos sexuais. Nos
cromossomos acrocéntricos (13, 14, 15, 21 e 22) uma das sondas € posicionada no

braco q, perto do centrdbmero. As sondas subteloméricas para os cromossomas



40

sexuais X e Y sao idénticas, elas detectam sequéncias nas regides
pseudoautossémica (PAR1 e PAR2) (MRC-Holland; Disponivel em http://www.mrc-

holland.com, ultimo acesso em 19/11/2016).

O protocolo utilizado para a reagdo de MLPA encontra-se em conformidade ao
descrito nas recomendacgdes do fabricante, com minimas modificacbes. As reacdes
de MLPA ja haviam sido padronizadas anteriormente por Salazar (2013) no laboratorio
LGHM (ICB/UFMG).

Como a técnica de MLPA é baseada em quantificagdo relativa, € necessaria a
utilizacdo de amostras-controle como referéncia para comparac¢do. Para isso, foram
selecionados dez individuos controle, sem alteragdes genéticas nas regides cobertas

por estes kits, ja disponiveis no LGHM da UFMG.

Para a realizacédo das reacdes de MLPA foi utilizado o termociclador Veriti 60-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, California, EUA). Apds a reagéo, os produtos
amplificados foram adicionados a placa de PCR, junto com o padrdao de peso
molecular LIZ 500 e a Formamida Hi-Di, e foram separados e visualizados no em
equipamento de eletroforese capilar ABI-PRISM 3730 (Applied Biosystems) da
Plataforma Multiusuarios da FIOCRUZ/MG. A interpretagdo dos perfis gerados foi
realizada através do software Coffalyser (COFFA; VAN DEN BERG, 2011).

Os dados encontrados foram normalizados, dividindo-se os valores da altura do pico
de cada sonda pela soma dos picos de todas as sondas da amostra. Em seguida,
esse valor normalizado foi dividido pela altura do pico da sonda correspondente nas
amostras controle. Valores de picos entre 0,8 e 1,2 foram considerados normais.
Valores superiores a 1,2 foram considerados indicativos de microduplicacéo
cromossOmica e valores inferiores a 0,7 foram considerados indicativos de
microdelecédo (TORREZAN et al., 2012).
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2.5.2.2 Validagao dos resultados pelo kit SALSA MLPA P036 e SYBR Green
PCR-HRM

Para confirmar as delecdes e duplicagcbes encontradas com os kits SALSA MLPA 070-
B2 e SALSA MLPA 070-B3, foi realizado um novo ensaio de MLPA utilizando o kit
SALSA MLPA P036-E1. Esse kit também contém sondas nas regides subteloméricas.
As sondas do kit SALSA MLPA P036 sao diferentes das sondas encontradas nos kits
SALSA MLPA P070 (MRC-Holland).

Além disso, foi estabelecida a técnica SYBR Green PCR-HRM, que é um teste de
PCR quantitativo em tempo real na presenca do fluoréforo SYBR-Green seguida por
analise da curva de dissociagdo (HRM). Essa técnica se baseia na co-amplificagdo de
um gene de interesse e um gene de referéncia e na comparacgao dos picos das curvas
de dissociacao (PMc- Peaks of the melting curve) obtida para cada gene. A técnica
SYBR Green PCR-HRM foi escolhida por apresentar baixo custo, alta sensibilidade e
ser de rapida realizagdo (TORREZAN et al., 2012).

Os iniciadores utilizados para a SYBR Green PCR-HRM foram desenhados com a
ferramenta Primer-BLAST do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

levando-se em consideragao os seguintes critérios (TORREZAN et al., 2012):

e O tamanho do produto de amplificagao (considerando os iniciadores) tem entre
90 a 220 pb;

e O produto de amplificagcao para os genes de interesse e referéncia apresentam
temperatura de dissociacdo com no minimo 5°C de diferenca, de modo que a
identificagdo dos picos de dissociacédo do gene de interesse e do gene de

referéncia seja possivel.

Um par de iniciadores foi desenhado para cada gene de interesse, ou seja, para cada
gene que apresentou variagdo no numero de copias através da MLPA (VAMP?,
S100B e SECTM1, ver abaixo) (Tabela 2). Além disso, um par de iniciadores para o
gene de referéncia, GAPDH, comumente usado como controle na literatura, foi

customizado.
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Tabela 2: Sequéncia de iniciadores desenhados para a reagao de SYBR Green PCR-
HRM

Gene Sequéncia Forward Sequéncia Reverse
VAMP7 5TGCAAAGGGAGGTAGTGTGG' 5'GGAGTTGACTGCTGACCGTA3'
S100B 5'GCCCTCATCGACGTTTTCCASZ' 5'AGTTCGGATTTCTTCAGCTTGTG3'

SECTM1 5'CCGACTCACAAACCTCCAAGTA3 S5'ACGCCTTAGGGACGTTTTGG3

GAPDH 5'GCTCCCACCTTTCTCATCCS' 5'CTGCAGCGTACTCCCCACS3'

Para realizagao da SYBR Green PCR-HRM foi utilizado o termociclador 7500 FAST
Real-Time System (Applied Biosystem, Foster, EUA) do Instituto de Ensino e Pesquisa
do Hospital Santa Casa de Belo Horizonte. As reacdes foram feitas utilizando-se 50
ng de DNA, 0,15 uyM de cada iniciador e 10 uyL de SYBR® Green PCR MasterMix
(Applied Biosystems, Foster, EUA) em um volume final de 20 uL. A condigcbes de
amplificagdo foram as seguintes: 10 minutos de pré-incubagao a 95°C seguida por 23

ciclos de 15 segundos a 95°C e um minuto a 60°C.

Apos a co-amplificagao, os produtos de PCR foram sujeitos a um aumento gradativo
e linear da temperatura, iniciando de 60°C até a 95°C a 0,1°C por segundo. As curvas
de dissociacao obtidas a partir da diminuicdo da fluorescéncia do SYBR-Green foram
geradas utilizando o software ABI Prism 7500 (Applied Biosystems - Foster, EUA) e

analisadas através do HRM software (Applied Biosystems - Foster, EUA).

Amostras controles foram utilizadas como referéncia para comparacao das relacoes
entre as alturas dos picos de dissociacdo. Para isso, foram selecionados sete
individuos controles (4 do sexo feminino e 3 do sexo masculino) sem alteragdes
genéticas detectadas pelas sondas de MLPA do kit SALSA MLPA P070. Os individuos

controles foram incluidos em todas as reacgdes.

Os dados encontrados foram normalizados, dividindo a razao entre as alturas dos
picos de dissociagao do alvo e referéncia da amostra com a razéo entre as alturas dos

picos de dissociacao (alvo e referéncia) dos controles. O valor obtido corresponde ao
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numero de cépias do gene alvo na amostra, o que permite identificar a presenga de
delecdes e duplicagdes (TORREZAN et al., 2012).

Razdes entre 0,9 e 1,1 foram considerados normais (duas cépias), razdes entre 0,6 e
0,7 indicam delecédo de um alelo (uma copia) e razdes maiores que 1,4 indicam
duplicacao (trés ou mais coépias). Razées que ndo se encontravam dentro desses
intervalos foram desconsideradas e, quando possivel, repetidas (TORREZAN et al.,
2012).

2.5.2.3 Investigacao da frequéncia das alteragdes encontradas por SYBR
Green PCR-HRM

As alteragdes encontradas e validadas pela técnica de MLPA e SYBR Green PCR-
HRM, foram investigadas na amostra controle a fim de averiguar a frequéncia dessas

microdelegdes ou microduplicagdes na populagao normal de Belo Horizonte.

Foram genotipados individuos escolhidas aleatoriamente da amostra controle, sendo
185 para o gene VAMP?7, 198 para o gene S100B, 195 para o gene SECTM1. A
genotipagem foi realizada através da técnica de SYBR Green PCR-HRM, utilizando

0s mesmos iniciadores e as mesmas condi¢gdes usadas na validacédo das alteragdes.

2.6 Analise bioinformacional

Para determinar a relevancia das dele¢cdes e duplicagbes encontradas e suas
possiveis contribuicées para o fenétipo DAM, alguns bancos de dados e ferramentas

foram utilizados.

O banco de dados de variagbes génicas patogénicas, DECIPHER (Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans), foi utilizado avaliagdo da
patogenicidade das microdeleg¢des/microduplicagées encontradas (FIRTH et al.,
2009). Para isso, foram analisadas pequenas CNVs, que englobam os genes
alterados encontrados neste trabalho.
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Posteriormente, o banco de dados DGV (Database of Genomic Variants), banco de
dados de variagao estrutural genémica nao patogénica (MACDONALD et al., 2014),
foi usado para averiguagao da frequéncia de pequenas CNVs, consideradas benignas
e comuns na populagdo, que abrangem as microdelegbes e microduplicagdes

encontradas.

Por fim, a ferramenta online VarElect, que prioriza genes com base em fendétipos, foi
utilizada (STELZER et al., 2016). Para essa finalidade foram selecionados genes
encontrados 1 Mb proximal e 1 Mb distal dos genes com alteragdo encontrados. Nesta
analise, foram utilizados também os seguintes termos para associagdo com o0s genes:
neurodevelopmental impariment, cognitive impariment, behavioral impariment,
development dalay intellectual disability, autismo, dyslexia e specific learning

difficulties.
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3 RESULTADOS

Inicialmente, 140 amostras (75 meninas e 65 meninos) com DAM ou DAME foram
investigadas pela técnica de MLPA, utilizando-se o kit SALSA MLPA P070. Trés

amostras (2,14%) apresentaram alteracées de numero de cépias (Tabela 3).

Tabela 3: Alteragdes génicas detectadas utilizando o kit de MLPA PQ70

Individuo
Alteracao génica Regidao cromossdmica

(DNA n°.)
Del VAMP? (ou SYBL1) PAR2 (Xq28/Yq12) 3926
Dup S7100B 21922.3 6545
Dup SECTM1 17925.3 6615

Legenda: Del=delegao; Dup=duplicagao; PAR2= regidao pseudoautossémica 2

Os resultados alterados estdo descritos abaixo, incluindo confirmagao por outras
técnicas moleculares, averiguacao de frequéncia das alteragcdes na populagao normal,

analises bioinformacionais e avaliacdo neuropsicoldgica.

3.1 Resultados moleculares e bioinformacionais
3.1.1 Delecao VAMP7

Delegao do VAMP7 foi observada em um dos casos pelo kit SALSA MLPA P070. Essa
alteracdo pode ser confirmada pelo kit SALSA MLPA P036 e pelo método de SYBR
Green PCR-HRM. O kit SALSA MLPA P036 permitiu a confirmagao da delegao por
apresentar uma sonda no éxon 4 do gene VAMP?7, diferente da presente no kit SALSA
MLPA PQ70 que é localizada no regido 3’'UTR do gene (Figura 8). Na Figura 9 sao
apresentados os resultados das MLPAs com o kit SALSA MLPA PQ70 (Figura 9a), e
kit SALSA MLPA P036 na amostra 3926 (Figura 9b).
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Brago longo - Cromossoma X

HM_BBSE355 } P - : :
4

Figura 9: Disposicao das sondas referentes a regiao Xq28/Yq12 nos kits SALSA MLPA P070 e
SALSA MLPA P036

Nota: Em verde, esta representado o gene VAMP7. Os numeros indicam os éxons. A seta azul indica
a posicao da sonda do kit SALSA MLPA P036 e a seta vermelha mostra a posicdo da sonda do kit
SALSA MLPA P070. A barra vermelha representa o segmento minimo deletado, de acordo com os kits
de MLPAs usados. Fonte: figura gerada pela autora no Excel.
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Figura 9: Delegao da sonda VAMP7 detectada pelos kits SALSA MLPA P070 e SALSA MLPA P036
na amostra 3926

Nota: a) Grafico de pontos com a disposigédo das sondas do kit SALSA MLPA P070; b), grafico de ponto
com a disposigao das sondas do kit SALSA MLPA P036. As setas vermelhas apontam para a delegéo
da sonda VAMPY7. Fonte: dados gerados pela autora através do software Coffalyser.
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Para se estabelecer a SYBR Green PCR-HRM e validar os resultados da MLPA foram
amplificados segmentos da 3’'UTR do gene VAMP?. Na padronizagao inicial, utilizou-
se o DNA genémico da amostra que apresentou alteragdo na MLPA, e trés amostras
controles normais. O PMc foi identificado através da representacéo grafica da primeira
derivada negativa da alteragao de fluorescéncia vs. temperatura (-dF/dT), permitindo
a discriminagao de dois PMcs, um a partir do gene de referéncia e outro a partir do
alvo-gene (Figura 10). A relacdo entre a altura dos PMcs alvo e referéncia da amostra
e dos controles foram normalizada e o resultado indica a concentracio relativa do
gene alvo na amostra.

A amostra 3926 apresentou razdo de PMc normalizada de 0,6, enquanto os controles
obtiveram razbées normalizadas entre 0,9 e 1,0, revelando assim uma deleg¢ao

heterozigética para a regidao 3’UTR do VAMP?.

a) Amostra com a delegéo heterozigotica no b) Controle (DNA n°® 5642)
gene VAMP?

Derivative Melt Curves Derivative Melt Curves

731 858 - LT3 858
o734 o861 e o734 .86

44444

Temperature"C) Temperaturs("C)

c) Controle (DNA n° 5643) d) Controle (DNA n°® 5644)

Derivative Melt Curves Derivative Melt Curves

J_73.1. A_BE.! p— A73‘1 A85.!
734 LB6 o734 L8641
=

0000

Tempsrature('C Temperature("C)

Figura 10: Resultados da SYBR Green HRM-PCR desenvolvida para o gene VAMP7

Nota: O primeiro pico das imagens corresponde a amplificagdo do gene VAMP7 e o segundo ao do
GAPDH. Na imagem (a), correspondente ao resultado da amostra 3926, a diferenca entre os tamanhos
dos picos € menor do que a observada nos graficos dos trés controles (b, c e d).
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A frequéncia de microdelegdes/microduplicagdes do gene VAMP7 na populagao geral
também foi averiguada usando-se a SYBR Green PCR-HRM. Foram testados 185
individuos normais a testagem neuropsicolégica (98 do sexo feminino e 87 do sexo
masculino) e sete amostras controles normais para este gene (4 sexo masculino e 3

do sexo feminino), testadas previamente pela técnica de MLPA.

Os controles normais testados apresentaram razdes PMcs normalizadas de 0,9 a 1,1,
e o controle positivo (amostra 3926) apresentou razdo PMc normalizada de 0,6. Um
individuo testados neuropsicologicamente apresentou razbes PMc normalizada
diferente das do controle. Este individuo apresentou razdo PMc de 1,2, o que pode
sugerir uma duplicagcdo. No entanto, este resultado alterado necessita de repeticao e
confirmacéo por SYBR green PCR HRM e MLPA.

A fim de compreender a relevancia da delegdao encontrada e suas possiveis

contribuicdes para o fenétipo DAM, foram analisados bancos de dados online.

No DECIPHER, banco de dados de alteragbes cromossémicas patogénicas, foi
averiguado a presencga de pequenas CNVs, abrangendo o gene VAMP?. Dentre os
pacientes descritos no DECIPHER, doze pequenas CNVs abrangem o VAMP7 do
cromossoma X e oito pequenas CNVs, o gene do cromossoma Y. O fendtipo descrito
para estes pacientes sdo considerados como alteragdes do sistema nervoso (Figura
11 e Figura 12).
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Brago longo - cromossoma X

154.70 Mb 154.80 Mb 154.90 Mb 155.00 Mb 155.10 Mb 155.20 Mb 155.30 Mb
TMLHE SPRY3 VAMP7 IL9R

326816 _ Deficiencia intelectual e dificuldade de aprendizagem especifica
283573 _ Anormalidade do sistema nervoso e tremo
287906 _ Deficiencia intelectual e dificuldade de aprendizagem especifica
288136 _ Deficiéncia intelectual, pobre contato com os olhos e conwlsdes
266523 | Autismo
289826 _ Comportamento inapropriado, deficiencia intelectual leve e psicose
290266 _ Conwilsdes
295447 _ Comportamento autista
289727 _ Deficiencia intelectual, grande para idade gestacional e macrotia
289238 _ Atraso no desenwvolvimento global
317833 _ Moderada deficiencia intelectual
288336 _ Leve deficiencia intelectua, autism, forma facial anormal

Figura 11: Pequenas CNVs descritas no DECIPHER, que englobam o gene VAMP7 no cromossoma X

Legenda: Acima se encontra o brago longo do cromossoma X marcado em vermelho a regido do gene VAMP?. Abaixo, em verde, os genes adjacentes ao
VAMP7; As barras azuis e vermelhas se referem a delegbes e duplicagdes, respectivamente. Os numeros a esquerda e os fendtipos a direita sao
correspondentes a cada CNV descrita no DECIPHER.
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Deficiéncia intelectual, grande para a idade gestacional e macrotia
Atraso no desenvolvimento global

Leve deficiéncia intelectual, autismo e forma facial anormal
Autismo e deficiéncia intelectual

Macrocefalia e atraso no desenvolvimento global

Deficiéncia intelectual

Convulsdes

Comportamento anormal e comprometimento cognitivo

Figura 12: Pequenas CNVs descritas no DECIPHER, que englobam o gene VAMP7 no cromossoma Y
Legenda: Acima se encontra o brago longo do cromossoma Y marcado em vermelho a regido do gene VAMP?. Abaixo, em verde, os genes adjacentes ao
VAMPY; As barras azuis e vermelhas se referem a delegcbdes e duplicagdes, respectivamente. Os numeros a esquerda e os fendtipos a direita sédo

correspondentes a cada CNV descrita no DECIPHER.



51

Para analise de alteragbes cromossdmicas nao patogénicas que incluem o gene
VAMP?7, o banco de dados de alteragbes cromossémicas nao patogénicas, DGV, foi
utilizado. Nesta analise foi avaliada a possivel auséncia de associacao de alteragdes

nas regides Xq28/Yq12 com o fenotipo DAM.

Dentre os pacientes descritos no DGV, foram encontradas apenas duas pequenas
CNVs que abrangem o VAMP7 do cromossoma X. Alteragdes cromossdmicas nao
patogénicas que inclui o VAMP7 no cromossoma Y nao foram descritas neste banco
de dados (Figura 13).

Por fim, a ferramenta VarElect foi usada para a identificacdo de associagao de genes
a fendtipos. Foi investigado um segmento, que se estende de 1Mb proximal a 1TMB
distal, ao gene VAMP?7. Nesta investigacao, foram utilizados os seguintes termos para
associagao: neurodevelopmental impariment, cognitive impariment, behavioral
impariment, development dalay intellectual disability, autismo, dyslexia e specific

learning difficulties.

Na analise dos segmentos que incluem o VAMP7, foram identificados 7/27 genes no
cromossoma X que sao diretamente relacionados aos fendtipos usados para
associagdo. Ja, no cromossoma Y, foram encontrados 2/11 genes também

associados aos termos de associagéo (Tabela 4).
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Brago longo - cromossoma X

Il N I = = B B B B B BN B B B B B OB BN B B O =Ee
154.85MB 154.90Mb 154.95Mb 155.00Mb 155.05Mb 155.10Mb 155.15Mb 155.20Mb 155.25Mb

TMLHE SPRY3 VAMP7 IL9R

Figura 13: CNVs do cromossoma X que englobam o gene VAMP7 descritas no banco de dados DGV
Legenda: Acima se encontra o brago longo do cromossoma X. Abaixo, em verde, os genes adjacentes ao VAMP7. As barras vermelhas se referem a segmentos

deletados. Os numeros a esquerda sdo cddigos correspondentes a cada segmento descrito no DGV.
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Tabela 4: Resultado da associagao de regides adjacentes ao VAMP7 no cromossoma
X e 'Y a fendtipos neurocognitivos

Cromossoma Gene

Nome do gene

Fenétipos Escore

X RAB39B
X cLIC2
X TMLHE
X BRCC3
X VAMP7
X MTCP1
WASH6
X P
v VAMP7
WASH6
Y P

RAB39B, Member RAS

Oncogene Family

Chloride Intracellular
Channel 2

Trimethyllysine
Hydroxylase, Epsilon

BRCA1/BRCA2-
Containing Complex
Subunit 3

Vesicle Associated

Membrane Protein 7

Mature T-Cell Proliferation

1
WAS Protein Family

Homolog 6 Pseudogene

Vesicle Associated

Membrane Protein 7

WAS Protein Family

Homolog 6 Pseudogene

Deficiéncia cognitiva
Deficiéncia Intelectual
55,15
Atraso no
desenvolvimento
Deficiéncia cognitiva
Deficiéncia Intelectual
29,13
Atraso no
desenvolvimento
Deficiéncia cognitiva
Deficiéncia Intelectual
16,81
Atraso no
desenvolvimento
Atraso no
. 9,77
desenvolvimento
Deficiéncia cognitiva
Deficiéncia Intelectual
6,57
Atraso no

desenvolvimento

Deficiéncia cognitiva 1,31

Deficiéncia cognitiva 1,31

Deficiéncia cognitiva
Deficiéncia Intelectual
6,57
Atraso no

desenvolvimento

Deficiéncia cognitiva 1,31

Fonte: Tabela gerada pela autora através dos dados encontrados no VarElect.
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3.1.2 Duplicagéo S100B

Delegao do S7100B foi observada em um dos casos pelo kit SALSA MLPA P070 (Figura
14). Esta duplicagdo nao foi confirmada com o kit SALSA MLPA P036, pois este kit
nao apresenta sonda neste gene. O kit SALSA MLPA P036 apresenta uma sonda para
a regides 21922.3, porém no gene PRMT2 (Figura 12), que apresentou numero de

copias normal neste individuo.

6545

25—

FY-A TYCTMOTITI- T2 10t

Ratio

05

6545
Distribution Type: Refarence Samples | Exp: mipad 070

Figura 14: Duplicagao da sonda S100B detectada pelo kit SALSA MLPA P070

Nota: Grafico de pontos com a disposi¢gdo das sondas do kit SALSA MLPA P070 na amostra 6545. A
seta vermelha aponta para a duplicacdo da sonda S100B. Fonte: dados gerados pela autora através
do software Coffalyser.

Brago longo - Cromossoma 21

i
q11.2 q21.1 q21.2 q21.3 g22.11 922.13 q22.3 a
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B s7008[ B PRVIT2

Figura 15: Posigdo das sondas dos kits MLPA SALSA P070 e MLPA SALSA P036 na regiao
21922.3

Nota: Acima, é mostrado o brago longo do cromossoma 21. Abaixo, € mostrado, em verde, os genes
S100B e PRMT2. A seta azul indica a posi¢gao da sonda do kit SALSA MLPA P036 e a seta vermelha
a posicao da sonda do kit SALSA MLPA PQ70. Fonte: figura gerada pela autora no Excel.

A confirmacao da duplicagédo no gene S7100B encontrada pelo kit SALSA MLPA P070
foi realizada através do método SYBR Green PCR-HRM. Para se estabelecer este

método foram amplificados segmentos do gene S700B em trés amostras controles
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normais testados e na amostra que apresentou alteragao na MLPA (amostra 6545). O
PMc foi identificado através da representagao grafica da primeira derivada negativa
da alteracao de fluorescéncia vs. temperatura (-dF/dT), permitindo a discriminagéo de

dois PMcs, um a partir do gene de referéncia e outro a partir do alvo-gene (Figura 15).

a) Amostra com duplicagéo do S100B b) Controle (DNA n° 5644)

Derivative Melt Curves Derivative Melt Curves

L7321 .86
o734 865

L7311 861
734 865

c) Controle (DNA n° 5645) d) Controle (DNA n° 5648

Derivative Melt Curves Derivative Melt Curves

L731 , 861

73.1 86.1
734 L 865 -, =3

L734 865

200000

Figura 16: Resultados da SYBR Green HRM-PCR desenvolvida para o gene S7100B

Nota: O primeiro pico das imagens corresponde a amplificagdo do gene S700B e o segundo ao do
GAPDH. Na imagem (a), correspondente ao resultado da amostra 6545, a diferenca entre os tamanhos
dos picos é maior do que a observada nos graficos dos trés controles (b, ¢ e d).

A amostra 6545 apresentou razdo de PMc normalizada de 1,4, enquanto os controles
obtiveram razdes normalizadas entre 0,9 e 1,0. A diferenca entre a razdo de PMc dos

controles e da amostra 6545, revela uma duplicagao heterozigética para o S7008B.

A frequéncia de microdele¢des/microduplicagdes no gene S700B na populacao geral
também foi averiguada usando-se as SYBR Green PCR-HRM. Foram testados 198
individuos normais a testagem neuropsicolédgica (105 do sexo feminino e 93 do sexo
masculino) e sete amostras controles normais para este gene (4 sexo masculino e 3

do sexo feminino), testadas previamente pela técnica de MLPA.
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Os controles normais para o gene S700B apresentaram razdes PMcs normalizadas
de 0,9 a 1,1, e o controle positivo (duplicagdo do S7100B) apresentou razdo PMc
normalizada de 1,4. Um individuo testado neuropsicologicamente apresentou razdes
PMc normalizada de 1,2, um valor de razdo intermediario em relacdo a razao PMc
normalizada dos controles e do caso. Razles intermediarias s&o consideradas
inconclusivas e necessitam ser repetidas e confirmadas pela SYBR Green PCR-HRM
e MLPA (TORREZAN et al., 2012).

Para compreender a relevancia da duplicacédo do gene S7100B encontrada com o kit
SALSA MLPA P070 e suas possiveis contribuicbes para o fendétipo DAM, foram

analisados bancos de dados online.

No DECIPHER, banco de dados de alteragdes cromossdmicas patogénicas, foram
consideradas alteragdes que nao incluiam o gene PRMT2, uma vez que o0 mesmo
apresentou, a MLPA, numero de copias normal (duas copias) na amostra onde foi
detectada a duplicagdo de S700B (amostra. 6545). Foram encontradas no DECIPHER
trés CNVs que abrangiam o S100B e nao o PRMT2. Apenas uma apresenta fenétipo

neurolégico (Figura 17).
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Brago longo - Cromossoma 21

g22.11 922.13 q22.3 }

47.90 Mb 48.00Mb 48.10Mb

pip2all} s1008 B orvir2

256644 . Disartria e obesidade

322809 _ Sindactilia, anormalidade do canino e retardo de crescimento intra-uterino

289193 _ Amenorréia primaria

Figura 17: Pequenas CNVs descritas no DECIPHER, que englobam o gene S7100B no cromossoma 21
Legenda: Acima se encontra o brago longo do cromossoma 21. Abaixo, em verde, os genes DIP2, S100B E PRMT2; As barras azuis e vermelhas se referem
a delegdes e duplicagdes, respectivamente. Os nimeros a esquerda e os fendtipos a direita sdo correspondentes a cada CNV descrita no DECIPHER.



58

Na investigacdao de pequenas CNVs que compreende o S700B no DGV, foram
consideradas alteragbes que nao incluiam o gene PRMT2, visto que ele apresenta
numero de copias normal na amostra 6545. Desse modo, oito CNVs que contém o
S100B e ndo o PRMT2 foram relatadas neste banco de dados (Figura 18).

Ja para a identificagdo de associacdo de genes a fendtipos, no VarElect, foi
investigado um segmento, que se estende de 1Mb proximal a 1MB distal, ao gene
S7100B. Nesta investigacéo, foram utilizados os seguintes termos para associagao:
neurodevelopmental impariment, cognitive impariment, behavioral impariment,
development dalay intellectual disability, autismo, dyslexia e specific learning

difficulties

Na verificagdo dos segmentos que englobam o S700B, no VarElect, foram
identificados 9/22 genes diretamente relacionados aos fendtipos usados para

associacao (Tabela 5).
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Figura 18: CNVs descritas no banco de dados DGV que abrangem o gene S700B e nao incluem o gene PRMT2
Legenda: Acima se encontra o brago longo do cromossoma 21. Abaixo, em verde, os genes DIP2A, S100B e PRMT2. As barras vermelhas e azuis se referem
a segmentos deletados e duplicados, respectivamente. Os niumeros a esquerda sao codigos correspondentes a cada segmento descrito no DGV.
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Tabela 5: Resultado da associagao de regides adjacentes ao gene S700B a fendtipos

neurologicos

Cromossoma Gene Nome do gene Fenétipos Escore
Déficit cognitivo
Alteracao de
. . Comportamento
21 PCNT Pericentrin Deficiéncia Intelectual 42.53
Atraso no
desenvolvimento
Déficit cognitivo
Minichromosome Alteracao de
Maintenance Complex Comportamento
21 MCM3AP Component 3 Associated Deficiéncia Intelectual 205
Protein Atraso no
desenvolvimento
Formimidoytransferase Deficiéncia Intelectual
21 FTCD Cyclodeaminase Atraso_no 19.75
desenvolvimento
Dislexia
S100 Calcium Binding Déficit cognitivo
21 S100B Protein B Alteracao de 14.46
Comportamento
Deficiéncia Intelectual
Déficit cognitivo
Collagen Type VI Alpha 2 Deficiéncia Intelectual
21 COL6A2 Chain Atraso no 9.45
desenvolvimento
Lanosterol Synthase (2,3- D?EIC”. cognitivo
) Deficiéncia Intelectual
LSS Oxidosqualene-Lanosterol 8.93
21 Atraso no
Cyclase) .
desenvolvimento
Déficit cognitivo
Alteracao de
COLG6A1 Collagen Type VI Alpha 1 Comportamento 8.59
21 Chain
Atraso no
desenvolvimento
Déficit cognitivo
PRMT2 Protein Arginine Compaaments 6.47
21 Methyltransferase 2 P :
Atraso no
desenvolvimento
Disco Interacting Protein 2 . .
o1 DIP2A Homolog A Dislexia 1,81

Fonte: Tabela gerada pela autora através dos dados encontrados no VarElect.
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3.1.3 Duplicagao SECTM1

Duplicacdo do gene SECTM1 foi observada em um dos casos pelo kit SALSA MLPA
P0O70 (Figura 19). Esta duplicagado também nao foi confirmada com o kit SALSA MLPA
P036, pois este kit ndo apresenta sonda neste gene. O kit SALSA MLPA PO036
apresenta uma sonda na regidao 17925.3, porém no gene TBCD (Figura 20), que

apresentou numero de cépias normal neste individuo.

DOXIEASC) MU 1) - 1180t

TNFRSF18-4° - 308nt

6615
Distribution Type: Reference Samples | Exp: mipa10

Figura 19: Duplicagdao da sonda SECTM1 detectada pelo kit SALSA MLPA P070

Nota: Grafico de pontos com a disposigédo das sondas do kit SALSA MLPA P070 na amostra 6615. A
seta vermelha aponta para a duplicagdo da sonda SECTM1. Fonte: dados gerados pela autora através
do software Coffalyser.
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\l, UTS2R C170rf62 WDR45B FN3K \l/
HEXDO ]
SECTM1 TBCD

Figura 20: Posi¢dao das sondas dos kits MLPA SALSA P070 e MLPA SALSA P036 na regiao

17925.3

Nota: Acima, é mostrado o brago longo do cromossoma 17. Abaixo, € mostrado, em verde, os genes.
A seta azul indica a posi¢ao da sonda do kit SALSA MLPA P036 e a seta vermelha mostra a posigao
da sonda do kit SALSA MLPA P070. Fonte: figura gerada pela autora no Excel.
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Para confirmar a duplicagao encontrada e garantir maior confiabilidade dos resultados
encontrados pela MLPA, foi realizada a analise da amostra alterada utilizando-se o
método SYBR Green PCR-HRM. Na padronizagao inicial, utilizou-se o DNA genémico
da amostra que apresentou duplicagdo do gene S100B (amostra 6615), e trés
amostras controles normais testados. A amostra 6615 apresentou razédo de PMc
normalizada de 1,4, enquanto os controles obtiveram razdes normalizadas entre 0,9
e 1,1, revelando assim uma duplicagdo heterozigotica para o gene SECTM1. A Figura
21 mostra os picos de dissociagdo para o gene SECTM1 e GAPDH da amostra 6615

e dos trés controles normais testados.

a) Amostra com duplicagao do gene SECTM1 b) Controle (DNA n° 5644)
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Figura 21: Resultados da SYBR Green HRM-PCR desenvolvida para o gene SECTM1

Nota: O primeiro pico das imagens corresponde a amplificacdo do gene SECTM1 e o segundo ao do
GAPDH. Na imagem (a), correspondente ao resultado da amostra 6615, a diferenga entre os tamanhos
dos picos é maior do que a observada nos graficos dos trés controles (b, ¢ e d).
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A frequéncia de microdele¢des/microduplicagdes no gene SECTM1 na populagéao
geral também foi averiguada usando-se as SYBR Green PCR-HRM. Foram testados
195 individuos normais a testagem neuropsicolégica (110 do sexo feminino e 85 do
sexo masculino) e sete amostras controles normais para este gene (4 sexo masculino

e 3 do sexo feminino), testadas previamente pela técnica de MLPA.

Os controles normais para o gene SECTM1 apresentaram razbes PMcs normalizadas
de 0,9 a 1,1, e o controle positivo (duplicagdo do SECTM1) apresentou razdo PMc
normalizada de 1,4. Um individuo testado neuropsicologicamente apresentou razdes
PMc normalizada de 1,2, um valor de razao intermediario em relacdo a razdo PMc
normalizada dos controles e do caso. Conforme citado anteriormente, razdes
intermediarias sao consideradas inconclusivas e necessitam ser repetidas e
confirmadas pela SYBR Green PCR-HRM e MLPA (TORREZAN et al., 2012).

A relevancia da duplicacao encontrada e suas possiveis contribui¢des para o fenotipo

DAM também foram investigadas banco de dados online.

No DECIPHER, foram investigadas CNVs que incluiam o SECTM1, porém, ndo o gene
TBCD, dado que o TBCD permaneceu com o numero de copias normal (duas cépias)
na amostra 6615. Sendo assim, duas CNVs que abrangiam o SECTM1 e ndo o TBCD
foram descritas neste banco de dados. As duas alteragdes descritas apresentaram

fenodtipo concordante com alteragdes no sistema nervoso (Figura 22).

Na analise de pequenas CNVs descritas no DGV, que incluia o SECTM1 e ndo o gene
TBCD, encontrou-se seis CNVs (Figura 23).
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Bracgo longo - Cromossoma 17

80.05 80.10 80.15 80.20Mb 80.25Mb 80.30Mb 80.35Mb 80.40Mb 80.45Mb 80.50Mb 80.55Mb 80.60Mb
SLC16A3 TEX19 Cl7orf62
CcCcDC57 CD7 SECTM1 OGFOD3 FOXK2
CSNK1D UTS2R HEXDC NARF WDR45B
289187

Figura 22: Pequenas CNVs descritas no DECIPHER, que englobam o gene SECTM1 no cromossoma 17
Legenda: Acima se encontra o brago longo do cromossoma 17. Abaixo, em verde, os genes adjacentes ao SECTM1; As barras azuis se referem a duplicagdes.
Os numeros a esquerda e os fendétipos a direita sdo correspondentes a cada CNV descrita no DECIPHER.



Cromossoma 17 - brago longo
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CD7 SECTM1 OGFOD3 FOXK2 RAB40B FN3KRP
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Figura 23: CNVs descritas no banco de dados DGV que abrangem o gene SECTM1 e ndo a regiao do gene TBCD rastreada pela sonda do kit SALSA

MLPA P036

Legenda: Acima se encontra o brago longo do cromossoma 17. Abaixo, em verde, os genes adjacentes ao SECTM1. As barras vermelhas e azuis se referem
a segmentos deletados e duplicados, respectivamente. Os nimeros a esquerda sao codigos correspondentes a cada segmento descrito no DGV.
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Ja para a averiguagdo da associacdo de genes a fendtipos, no VarElect, foi
investigado um segmento, que se estende de 1Mb proximal a 1MB distal, ao gene
SECTM1. Nesta investigacdo também foram usados os seguintes termos para
associagcado: neurodevelopmental impariment, cognitive impariment, behavioral
impariment, development dalay intellectual disability, autismo, dyslexia e specific

learning difficulties.

Foram identificados 8/85 genes diretamente relacionados aos fenétipos usados para
associagao. A tabela 5 contém os principais genes relacionados aos termos de

associagao, como resultantes da analise.
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Tabela 6: Resultado da associagdo de regides adjacentes ao gene SECTM1 a
fendtipos neuroldgicos

Cromossoma Gene Nome do gene Fenétipo Escore
Déficit cognitivo
Pyrroline-5- Deficiéncia
17 PYCRH Carboxylate eledtual 36,95
Reductase 1 traso.no
desenvolvimento
Déficit cognitivo
Deficiéncia
17 ACTG1 Actin Gamma 1 intelectual 26,18
Atraso no
desenvolvimento
Déficit cognitivo
Prolyl 4- Deficiéncia
17 P4HB Hydroxylase intelectual 13
Subunit Beta Atraso_no
desenvolvimento
Déficit cognitivo
17 PDE6G Phosphodiesterase Deficiéncia 6.14
6G intelectual ’
Fascin Actin- Déficit cognitivo
17 FSCN2 Bundling Protein 2,  Deficiéncia 6,14
Retinal intelectual
Déficit cognitivo
Fanconi Anemia Deficiéncia
Core Complex intelectual
17 FAAP100 Associated Protein Atraso no 4,06
100 desenvolvimento
Déficit cognitivo
Tubulin Folding Deficiéncia
17 TBCD 4,02
Cofactor D intelectual ’
17 CSNK1D Casein Kinase 1 Déficit cognitivo 131

Delta

Fonte: Tabela gerada pela autora através dos dados encontrados no VarElect.
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3.2 Analise Neuropsicologica
3.2.1 Delecdo VAMP7

A delegdo do gene VAMP7 foi identificada na amostra 3926 que corresponde ao
individuo G.J.B.V., um jovem do sexo masculino, atualmente com 14 anos de idade.
Uma avaliagdo neuropsicolégica conduzida pelo Ambulatério NUMERO (LND-
FAFICH/UFMG) foi realizada a fim de caracterizar o perfil cognitivo deste paciente.
Ele apresenta inteligéncia normal (QI=93; P=32; 1C95%=88-93), sem presencga de
sintomas psiquiatricos (a partir da observacdo de seu comportamento e historia
clinica). Seu desempenho escolar, de acordo com TDE € muito inferior ao esperado
para sua idade e escolaridade nos subtestes de escrita (Z=-3,99), leitura (Z= -19,63)
e aritmética (Z=-1,93).

Quanto aos aspectos cognitivos mais intimamente relacionados as habilidades de
leitura e escrita, G.J.B.V. apresentou baixo desempenho nos subtestes Leitura e
Contagem do TDC (P<5), sendo tais subtestes, atividades que exigem do individuo
um rapido acesso ao inventario mental de palavras. O garoto apresentou também um
desempenho muito inferior (P<2,5) nas tarefas: Supressao de fonemas, Leitura de

pseudopalavras e Leitura de palavras regulares e irregulares.

Com relagédo a cognigdo matematica, 3926 demonstrou ter preservada tanto a
habilidade de distinguir magnitudes nao simbdlicas (w=0,18), quanto a habilidade de
transcodificacdo das diferentes notagdes numéricas. Apesar disso, G.J.B.V.
demonstrou graves dificuldades na realizagdo das operagbes basicas (soma,
subtragcdo, multiplicagdo e divisdo) de calculos aritméticos simples e calculos

verbalmente formulados.

Também apresentou anormalidades na coordenagdo motora fina de ambas as maos
(M&o dominante Z= -1,14; Mao ndo-dominante Z= -1,82) e na memoria de trabalho

verbal medida pelo teste Digit Span em Ordem Inversa (Z= -2,13).
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Dessa forma, concluiu-se que G.J.B.V. apresentou um perfil neuropsicolégico
compativel a um quadro de comorbidade do Transtorno de Aprendizagem da Leitura

e Escrita e da Matematica.

3.2.2 Duplicagao S100B

A duplicagdo do S100B foi identificada n amostra 6545 que corresponde ao individuo
M.L.S.A, uma crianga do sexo feminino, atualmente com 10 anos de idade. Uma breve
avaliagdo neuropsicolégica conduzida pelo Ambulatério NUMERO (LND-
FAFICH/UFMG) foi realizada a fim de caracterizar o perfil cognitivo de M.L.S.A. Os
resultados dessa avaliagdo neuropsicolégica indicaram inteligéncia normal (P=30),
sem presenga de sintomas psiquiatricos (a partir da observagdo de seu
comportamento e histéria clinica). Seu desempenho escolar, de acordo com TDE é
muito inferior ao esperado para sua idade e escolaridade nos subtestes de escrita (Z=-
1,62) e aritmética (Z=-2,8).

Quanto aos aspectos cognitivos mais intimamente relacionados as habilidades de
leitura e escrita, esta menina apresentou baixo desempenho nos subtestes Leitura e
Contagem do TDE (Z= -2,51; Z=-3,12), sendo tais subtestes, atividades que exigem
do individuo um rapido acesso ao inventario mental de palavras. A garota apresentou
também um desempenho muito inferior nas tarefas: Supresséo de fonemas (Z=-1,54),
Leitura de pseudopalavras e Leitura de palavra regulares e irregulares (P= 10) e
Fluéncia de Leitura (Z=-2,83).

Com relagao a cognigao matematica, esta menina demonstrou ter prejudicadas tanto
a habilidade de distinguir magnitudes nao-simbdlicas (w=0,52), quanto a habilidade
de transcodificacao das diferentes notagdes numéricas. Demonstrou também graves
dificuldades na realizagdo das operagdes basicas (soma, subtragdo, multiplicagéo e

divisdo) de calculos aritméticos simples e calculos verbalmente formulados.

Dessa forma, concluiu-se que M.L.S.A apresenta um perfil neuropsicolégico
compativel a um quadro de comorbidade do transtorno de aprendizagem da Leitura e

Escrita e da Matematica.
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A memodria de trabalho verbal medida pelo Digit Span em ordem direta e inversa
apresentou desempenho dentro do esperado para sua idade (Z= 0,61; Z=0,08). No
entanto se mostrou inferior na ordem inversa do Cubos de Corsi (Z=-1,86), indicando

um déficit na memoaria de trabalho visuoespacial

3.2.3 Duplicagdo SECTM1

A duplicacdo do gene SECTM1 foi detectada na amostra 6615 que condiz com o
individuo L.J.O., uma crianga do sexo feminino com 10 anos de idade. A avaliagao
neuropsicoldgica conduzida pelo Ambulatério NUMERO (LND-FAFICH/UFMG)
indicou que L.J.O. apresenta inteligéncia normal (P=60) sem presenca de sintomas
psiquiatricos (a partir da observacao de seu comportamento e historia clinica). Seu
desempenho escolar, de acordo com TDE é inferior ao esperado para sua idade e

escolaridade no subtestes de aritmética (Z=-1,68).

Quanto aos aspectos cognitivos mais intimamente relacionados as habilidades de
leitura e escrita, XXX apresentou baixo desempenho no subteste de Contagem do
TDC (Z= -3,86), mas nao no subteste de Leitura (Z= 0,89), sendo tais subtestes,
atividades que exigem do individuo um rapido acesso ao inventario mental de
palavras. A garota apresentou desempenho satisfatério na tarefa Leitura de
pseudopalavras e Leitura de palavras regulares e irregulares (P= 60) e insatisfatério

desempenho na tarefa de Fluéncia de Leitura (Z=-1,11).

Com relagdo a cognicdo matematica, a menina demonstrou ter prejudicadas as
habilidades de distinguir magnitudes nao simbdlicas (w= >0,50), quanto a habilidade
de transcodificacao das diferentes notagcdes numéricas. Demonstrou também graves
dificuldades na realizagado das operagdes basicas (soma, subtragdo, multiplicacéo e

divisdo) de calculos aritméticos simples e calculos verbalmente formulados.

A memdria de trabalho verbal medida pelo Digit Span em ordem direta foi dentro do
esperado para sua idade (Z= 0,61), porém, para ordem inversa (Z= -1,07) apresentou

desempenho abaixo do esperado. Para a memoria de trabalho visueoespacial medida
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pelos Cubos de corsi obteve desempenho abaixo do esperado para sua idade na
ordem direta e inversa (Z= -2,96/ Z= -1,86).

Diante destes resultados, concluiu-se que L.J.O. ndo apresenta transtorno de
aprendizagem da leitura e escrita. A menina apresenta um perfil neuropsicolégico

compativel apenas a um quadro de DAM.
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4 DISCUSSAO

Dificuldade de aprendizagem da Matematica € um transtorno cognitivo de etiologia
diversificada. Varios estudos sugerem um componente genético para a DAM. A
presenga da DAM em pacientes portadores de sindromes genéticas tem indicado que
alteragcdes em locos génicos especificos podem acarretar essa dificuldade. A DAM
aparece frequentemente em comorbidade com dislexia (DAME) e déficit de atencéo

com hiperatividade.

Salazar (2013) investigou a presenga de CNVs em regides intersticiais do genoma de
individuos com DAM, no entanto, nenhum estudo averiguou a relagdo de CNVs de

regides subteloméricas em individuos com DAM ou DAME.

Neste estudo, buscamos alteragdes cromossémicas em regides subteloméricas em
individuos portadores de DAM, através da técnica de MLPA. Dos 140 individuos
investigados com DAM ou DAME, trés (2,14%) apresentaram alteragdes (uma delecao
no gene VAMP?7, uma duplicacdo no S7100B e uma duplicagdo no SECTM1). Apenas
a delecdo no VAMP?7 foi confirmada pelo kit SALSA MLPA P036 e todas foram
confirmadas através da técnica de SYBR Green PCR-HRM.

Para investigar a frequéncia destas altera¢des na populagédo em geral foi realizada a
SYBR Green PCR-HRM em uma amostra de controles normais a testagem
neuropsicolégica. Resultados normais foram observados para 184/185 (VAMP?),
197/198 (S7100B) e 194/195 (SECTMT). Os resultados fora da faixa normal n&o séo

tipicamente alterados e serao subsequentemente repetidos e confirmados.

Estes genes foram incluidos nos kits de MLPA usados por se associarem a deficiéncia
intelectual ou alteragbes comportamentais. A busca de evidéncias adicionais para o
envolvimento destes genes em disturbios de aprendizagem incluiu a busca de
microdelegcdes/microduplicagdes envolvendo estes genes em bases de dados de
CNVs identificadas em individuos normais (DGV) ou sintomaticos (DECIPHER) e
busca de associagao dos genes no entorno das alteragdes detectadas neste trabalho

com fendtipos neuropsicolégicos (VarElect). A seguir, estas evidéncias serao
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discutidas de acordo com a regido, para as quais alteragcoes foram detectadas a MLPA
e confirmadas por SYBR Green PCR-HRM.

4.1 Delecdo VAMP7

O individuo 3926 apresentou uma delecdo do gene VAMP7 (Vesicle Associated
Membrane Protein 7). Esse gene é constituido de 8 exons e abrange uma regiao
gendmica de aproximadamente 62kb. VAMP7 codifica uma proteina transmenbranar,
membro da familia de receptores de Proteinas de Ligacao a Fator Soluvel Sensivel a
N-Etilmaleimida (SNARE). Essa proteina se localiza em endossomos tardios e
lisossomos e esta envolvida na fusdo de vesiculas de transporte a suas membranas
alvo (D'ESPOSITO et al., 1996).

A expressao do gene VAMP7 é ubiqua e sua proteina é altamente conservada. Sua
expressao nos neurdnios demostrou desempenhar um papel importante na formacéao
dos axénios, crescimento de neuritos e dendritos em neurénios (MARTINEZ-ARCA et
al., 2000 e 2001;. ALBERTS et al., 2003; GUPTON e GERTLER, 2010; RACCHETTI
et al., 2010). Por conseguinte, a diminuicdo na expressao da VAMP7 pode prejudicar
o crescimento e desenvolvimento dos neurdnios. Diminuicao de substancia cinzenta
(corpos celulares de neurbnios) e substancia branca (axénios e dendritos), além de
anormalidades nas conexdes de fibra nervosas entre regides cerebrais ja foram
caracterizadas em individuos com DAM (KUCIAN, KARIN et al., 2013). Por tanto, pelo
menos hipoteticamente, alteracbes no padrao de expressao de VAMP7 poderiam

ocasionar dificuldade de aprendizagem.

O gene VAMP7 mapeia na regiao pseudoautossémica 2 (PAR2). Infelizmente, nao foi
possivel, no presente estudo, identificar qual a cépia do gene VAMP7 se encontrada
deletada, se a do cromossoma X ou a do cromossoma Y. Isto é importante, pois o
gene VAMP7 é sujeito a mecanismos epigenéticos, sendo submetido a inativagcéo
aleatdria do cromossoma X nas mulheres e silenciado no cromossoma Y dos homens
(MATARAZZO et al., 1999). A cromatina no X inativo e nos alelos que estdo no
cromossoma Y do gene VAMP7 se apresentou condensada, com as histonas H3-K9

e H4 metiladas e histonas H3 hipo-acetiladas. Em contraste, o alelo que é expresso


http://www.omim.org/entry/300053?search=vamp7&highlight=vamp7#3
http://jneurosci.org/content/32/6/1962.full#ref-24
http://jneurosci.org/content/32/6/1962.full#ref-24
http://jneurosci.org/content/32/6/1962.full#ref-1
http://jneurosci.org/content/32/6/1962.full#ref-14
http://jneurosci.org/content/32/6/1962.full#ref-29
http://jneurosci.org/content/32/6/1962.full#ref-29
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apresentou hiperacetilagao das histonas H3 e H4 e metilagao da histona H3-K4 e uma
conformagao da cromatina menos compactada (MATARAZZO et al., 2002). Estes
autores sugeriram também que a inativacdo do VAMP7 no cromossoma Y é
mecanicamente semelhante aos mecanismos da inativagdo do cromossoma X. Sendo
assim, se o alelo deletado na amostra 3926 for o alelo do cromossoma Y, é possivel

gue nao seja a causa do fendtipo observado neste rapaz.

Além disso, ndo conhecemos o tamanho real desta delecdo na amostra 3926. Na
técnica de MLPA (kit SALSA MLPA P070 e SALSA MLPA P036) nao existe sondas
em outros genes da regido Xq28/Yg12 e as duas sondas representativas dessa regiao
abrangem apenas 44kb do VAMP7. No entanto, acreditamos que a delecéo
encontrada na amostra 3926 ndo seja grande, pois este individuo n&o apresentou, até

0 momento, nenhum outro fenétipo anormal.

Para determinar a relevancia da delegdo e suas possiveis contribuicbes para o
fendtipo DAM, recorremos a busca de casos semelhantes descritos na literatura e

dados disponiveis em banco de dados online.

Até a data, nao foi descrito na literatura qualquer paciente cuja delecdo do gene
VAMP?7 seja responsavel por fenétipos neuroldgicos e desenvolvimentais. Um estudo
realizado por Danglot e colaboradores (2012) descreveu a perda de expressao da
proteina VAMP7 em camundongos knock-out. Neste estudo, a auséncia da expressao
de VAMP7 né&o acarretou qualquer defeito neurolégico ou desenvolvimental nos
camundongos, porém induziu ao aumento da ansiedade e uma diminuicdo do peso
cerebral. O manejo da ansiedade € um aspecto emocional que esta associado a DAM,
no entanto, os testes neurocognitivos do individuo 3926, ndo indicam a presenga de

disturbios de ansiedade.

No banco de dados DECIPHER, foram descritas 12 pequenas CNVs envolvendo o
gene VAMP7 no cromossoma X. Individuos portadores dessas CNVs apresentaram
varios fenétipos relacionados a alteragbes no sistema nervoso, o que sugere que
pequenas alteragdes cromossdmicas envolvendo o gene VAMP7 podem ser

consideradas patogénicas. Um fato intrigante, foi a descricdo de 8 casos com
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fendtipos que condizem com déficit no sistema nervoso, descritos no DECIPHER,
envolvendo o gene VAMP7 do cromossoma Y. Considerando a inativagéo da copia

do gene VAMP7 no cromossoma Y, é possivel que este seja um achado casual.

Ha uma microdelecgao recorrente no entorno do gene VAMP7, com pontos de quebra
semelhantes tanto no cromossoma X quanto no Y (ver Figuras 11 e 12, acima). Esta
microdelegédo recorrente, entretanto, engloba parcialmente outros genes da regiao

(SPRY3 e IL9R), que poderiam estar associados ao fenaétipo.

Por outro lado, na base de dados DGV, que informa apenas CNVs em individuos
fenotipicamente normais, foram descritas duas dele¢des no cromossoma X, que
englobam o gene VAMPY?. Diferenciar CNVs patogénicas de ndo patogénicas pode
ser uma tarefa bastante dificil. Uma CNV pode ser patogénica por haploinsuficiéncia
ou por expor mutacbes em genes na regidao. Para esclarecer o significado da
microdelecdo presente neste paciente sera necessario caracterizar a extensao da
microdelecao, por aCGH, por exemplo e caracterizar o padrao de expresad da cépia

do gene presente, através de PCR sensivel a metilagdo, por exemplo.

Além disto, a analise de associa¢des usando o VarElect apontaram alguns candidatos

interessantes, proximos a VAMP7, que estao relacionados a fendtipos neurolégicos.

E importante salientar que ha um locus para dislexia, DYX9, proposto no cromossoma
Xq distal. Este locus foi proposto com base em um estudo de ligagdo em uma familia
holandesa, através de multipoint linkage analysis. O mapeamento foi obtido com o
marcador DXS8043 (DE KOVEL et al., 2004). Outros candidatos a dislexia também ja
foram apontados nesta regidao, como o FMR1 e FLNA (POELMANS et al., 2011;
REINSTEIN et al., 2012). Em outras regides do comossoma X, ja foram apontados
como candidatos os genes DMD e PCDH11X. Este ultimo, mapeia na regido pseudo-
autossémica 3 (VEERAPPA; PADAKANNAYA; RAMACHANDRA, 2013).

4.2 Duplicagao S100B
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Foi identificada no individuo 6545, que é portador de DAME, uma duplicagdo no gene
S1008B utilizando o kit de MLPA P070. Este gene se localiza na extremidade do brago
longo do cromossoma 21 (21q22.3). Investigagao da regido utilizando o Kit de MLPA
P036 demostrou que o numero de cépias do gene distal PRMT2 permanece normal

neste individuo.

O gene S100B (S7100 Calcium Binding Protein B) é constituido de trés éxons e
apresenta aproximadamente 7kb. Este gene codifica uma proteina de ligagdo ao
calcio da familia S100 e é altamente expresso no cérebro (ALLORE et al., 1990). A
proteina S100B representa cerca de 0,2% do total de proteinas cerebrais e tem efeito
autocrino e paracrino em neurdnios, células da glia e micréglia (HEIZMANN;
HUNZLKER, 1991).

No sistema nervoso central, a proteina S100B é expressa e secretada principalmente
por astrécitos. No ambiente intracelular, S100B tem sido associada ao crescimento
celular, diferenciagéo celular, estrutura celular, metabolismo energético e homeostase
do calcio (DONATO, 2001).

Além das funcgdes intracelulares, S100B apresenta fungdes extracelulares, que sao
dependentes de sua concentragdo. A S100B secretada em concentragdes fisioldgicas
(nanomolares) tem uma agéo neurotrofica, enquanto as concentragdes micromolares

sao consideradas neurotdxicas (DONATO, 2001).

O aumento crénico nos niveis de S100B pode causar morte neuronal via apoptose.
Elevadas concentragdes dessa proteina também estdo presentes no sangue e fluido
cerebrospinal em varias condigdes clinicas cerebrais, incluindo desordens
psiquiatricas tais como a esquizofrenia e sindrome de Tourette (GRABE, 2001; LARA
et al., 2001; VAN PASSEL et al., 2001)

Em concentragdes normais, S100B extra-celular tem sido associado ao aumento das
concentragdes intracelulares de calcio em neurbnios e astrécitos, e €, portanto,
considerada uma proteina candidata para a sinalizagao glia-neurénio, que requer

processos dependentes de calcio. Além disso, tem sido descrita por atuar na
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modulagao da plasticidade sinaptica, desenvolvendo potencial de longa duragéo, que
€ considerado como o mecanismo fisioldgico subjacente a aprendizagem e a memoria
(NISHIYAMA et al., 2002).

No ambito da aprendizagem, a delegao do gene S7100B em conjunto com outros trés
genes (PCNT, DIP2A e PRMT?2) contidos na regiao 21g22.3, que co-segregra em uma
familia holandesa com dislexia do desenvolvimento (POELMANS et al., 2011).
Matsson et al. (2015), em um estudo genético utilizando sequenciamento de nova
geracao, encontraram uma variante nao-codificante em S700B, que apresentou,

associagao significativa com o desempenho ortografico em familias de origem alema.

A fim de encontrar mais evidéncias da associagdo do gene S100B como o fendétipo de
dificuldade de aprendizagem, foi realizada uma busca por CNVs na regiao

subtelomérica 21922.3, que englobam o gene S100B em bases de dados especificas.

Na base de dados DECIPHER, encontramos uma CNV caracterizada por uma
duplicacado envolvendo apenas o gene S100B e que apresenta disartria e obesidade
como fendtipos. Disartria € considerado um disturbio de origem neurolégica associado
a alteragcbes em estruturas do sistema nervoso central e/ou periférico envolvidas em
atividades motoras. E caracterizada por uma anormalidade na execucdo
neuromuscular da fala que pode afetar a velocidade, forca, escala, sincronismo ou a
exatiddo de movimentos da fala. Pode afetar também a respiragcdo, a fonagao, a

ressonancia, a articulagao e a prosodia (DUFFY, 2013).

No entanto, na base de dados DGV, foram descritas oito alteragdes consideradas nao-
patogénicas envolvendo o gene S700B, porém nédo o gene PRMT2. Dentre essas
alteragdes, cinco sado duplicagdes, que incluem todo o gene S700B e/ou parte do gene
DIP2A.

Diante dos dados apresentados ndo podemos estabelecer uma correlacdo gendtipo-
fendtipo sem antes realizamos um estudo mais aprofundado do individuo e seus
familiares. Seria necessario a realizagdo de um aCGH do individuo, a qual ira permitir

a pesquisa de CNVs ao nivel de todo o seu genoma e estabelecer o tamanho
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aproximado da duplicagdo encontrada. Quantificar a proteina S7100B no sangue do
individuo, com o intuito de averiguar a sobrexpressao do gene S700B. Além disso,
seria interessante analisar o material bioldgico dos familiares e possiveis segregagdes

da duplicacédo encontrada.

4.3 Duplicagao SECTM1

Foi identificada no individuo 6615, que é portador de DAM, uma duplicagdo no gene
SECTMT1 utilizando-se o kit SALSA MLPA P070. Este gene se localiza na extremidade
do brago longo do cromossoma 17 (17925.3). Investigacao da regido utilizando o kit
de MLPA P036 demostrou também que o numero de cépias do gene TBCD, que

também se encontra nesta regido, permanece normal (2 copias) neste individuo.

O gene SECTM1 (Secreted And Transmembrane 1) é formado por 5 exons e
apresenta aproximadamente 14kb. Este gene codifica uma isoforma proteica
transmembranar com as caracteristicas de uma proteina transmembranar do tipo 1a
e uma isoforma secretada (SLENTZ-KESLER; HALE; KAUFMAN, 1998). A proteina
SECTM1 pode se ligar a CD7 e estimular tanto a proliferacéo de células T como a
secrecdo de citocinas (LYMAN et al., 2000). A SECTM1 ¢é expressa
predominantemente no sangue periférico por neutréfilos e mondcitos, na medula
O0ssea e em varias linhas celulares de tumorais (ORSETTI et al., 2004; WANG et al.,
2014).

Na literatura encontramos apenas um relato sobre duplicagdo do gene SECTM1. O
paciente € um menino com 7 anos de idade, que apresentou leve deficiéncia
intelectual e poucas caracteristicas dismorficas (CHRISTOFOLINI et al., 2010). Rio et
al. (2001) sugeriram também que a regido 17q25.3 é susceptivel de conter um ou mais
genes sensiveis a imprinting, com particular importadncia no desenvolvimento do

cérebro.

A base de dados DECIPHER relata 5 CNVs envolvendo o gene SECTM1, porém nao
o gene TBCD e que apresentam fendtipos neurocognitivos. Dentre essas 5 CNVs, trés

sdo maiores do que 2Mb, abrangem mais de 60 genes e apresentam outros fenotipos
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fisicos, que sdo incompativeis ao individuo 6615. As outras duas CNVs restantes
apresentam menos que 500kb e apenas um fendtipo (autismo ou deficiéncia

intelectual).

No entanto, na base de dados DGV, foram descritas seis alteragdes consideradas
nao-patogénicas envolvendo o gene SECTM1, porém nao o gene PRMT2. Dentre

essas alteragdes, cinco sao duplicacgoes.

Diante dos dados apresentados n&o podemos estabelecer uma correlagdo genotipo-
fendtipo sem antes realizamos um estudo mais aprofundado do individuo e seus
familiares. Seria necessario a realizagdo de um aCGH do individuo, a qual ira permitir

estabelecer o tamanho aproximado da duplicacdo encontrada.

Em sintese, em uma analise de 140 sujeitos com DAM ou DAME, 3 apresentaram
microdelecédo ou microduplicagao subteloméricas. Uma destas esta presente em uma
menina com DAME, é uma duplicagdo envolvendo S700B, que ja é associado a
dislexia. As outras duas, ocorreram em duas regides que sao associadas a problemas
cognitivos, mas nao especificamente a DAM ou DAME. Em um estudo previo, ja havia
sido identificada uma crianga com uma microdelecdoem 22q11.2 (LCR22-4 a LCR22-
5) e DAM (CARVALHO et al., 2014).

Sem considerarmos os dois genes que apresentam alteragcdo no numero de copias,
mas para os quais um suporte forte ndo foi encontrado na literatura (VAMP7 e
SECTM1), temos ainda 2/140 casos de DAM/DAME associados a
microdelecao/microduplicagao. Estes resultados sugerem que
microdelecdes/microduplicbes sejam o fator genético identificavel mais comum em

disturbios da aprendizagem da escrita e da Matematica.
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5 PERSPECTIVAS

Para dar seguimento a este trabalho, sera feito o aCGH destes sujeitos, para delimitar
a extensdo das alteragbes detectadas. Para o gene VAMP7, onde existe duvida se o
alelo deletado é o do cromossoma X ou Y, sera feita uma PCR sensivel a metilacao,
usando-se DNA previamente tratado com bissulfito de sédio. Além disto, a frequéncia
de CNVs nestes genes esta sendo investigada em uma amostra de aproximadamente
6000 individuos genotipados com chip de alta densidade e gentiimente
disponibilizados para esta analise pelo Prof. Eduardo Tarazona dos Santos. Além
disto, para os trés sujeitos que apresentaram resultados duvidosos ao SYBR green
PCR-HRM sera feita a repeticdo deste experimento e se os resultados n&do forem

compativeis com duas copias, sera feita a MLPA.
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6 CONCLUSAO

Este estudo  foi o] primeiro a analisar a contribuigao de
microdelecdes/microduplicacdes subteloméricas em individuos com DAM ou DAME.
Os resultados obtidos nos permitem concluir que alteragdes subteloméricas podem
ser um componente da etiologia destes fendtipos. Nossos dados corroboram a
contrubiugcdo do gene S7100B, ja associado a dislexia, também pode ser associado a
DAM. Dois outros genes/regides candidatas (VAMP7 e SECTM1) emergem deste

trabalho, mas dependendo de confirmagao posterior.
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