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MLPA - multiplex ligation-dependent probe amplification
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I - INTRODUCAO

I.1 - Conceito

Obesidade é definida como o resultado de um desequilibrio entre a
ingestao de calorias e o gasto de energia (Chung and Leibel, 2005).

A obesidade sempre existiu na populacdo humana, mas até pouco
tempo era comparativamente rara. Nunca antes na historia houve
tamanha abundancia de alimentos processados e tao ricos em energia.
Porém, o preco deste progresso esta comecando a ser percebido na
populacdao com o grande aumento dos indices de obesidade, diabetes e
doencas cardiovasculares. A ultima estimativa feita pela Organizacao
Mundial da Saude em 2006 calculou que 400 milhdées de pessoas no
mundo estao obesas. Esta transicdo nutricional combinada com o
aumento consideravel do estilo de vida sedentario esta promovendo um
ambiente “obeso”, que de acordo com a Organizacao Mundial da Saude, é
o maior fator de risco para a saude humana no mundo (Drewnowski and
Popkin, 1997).

O indice de massa corporal (IMC) € um método simples e
amplamente difundido para se medir a gordura corporal. A medida foi
desenvolvida na Bélgica, no século XIX pelo estatistico Adolphe Quételet. O
IMC é calculado dividindo-se o peso do individuo em quilos pelo quadrado
de sua altura em metros. A seguinte convencao de valores, publicada em
2000 pela Organizacao Mundial de Saude, estabelece que quem apresenta

IMC abaixo de 18,5 esta abaixo do peso normal, IMC entre 18,6 e 24,9 ¢



considerado de peso normal, IMC entre 25 e 29,9 apresenta sobrepeso,
IMC entre 30 e 39,9 a pessoa esta obesa e IMC acima de 40 é considerado
obesidade moérbida (Cole et al., 2000).

Diferentes causas da obesidade foram apontadas nos ultimos 100
anos. No comeco do século vinte, assumiu-se que disfuncées do
hipotalamo levavam a obesidade (Frohlich, 1901). Dos anos 40 até os anos
70, achava-se que os aspectos psicologicos tinham o papel mais
importante na causa da obesidade (Bruch, 1964). No final dos anos 70, a
atribuicao da causa aos aspectos psicologicos comecou a ser discutida e
estudos realizados no final dos anos 80 e inicio dos anos 90, com gémeos
e criancas adotadas indicaram que 80% da variacao do IMC é atribuida a
fatores genéticos (Bouchard, 1990,1994). Uma analise do gasto de energia
na infancia sugeriu que filhos de maes com sobrepeso tém tendéncia
aumentada de armazenar gordura, quando comparados com filhos de
maes com peso “saudavel” (Barness et al., 2007).

Mais recentemente, aumentaram as evidéncias para a hipotese de
que a obesidade € um distarbio neuroendoécrino, no qual fatores
ambientais e a predisposicdo genética agem em conjunto (Hebebrand,
2007; Hebebrand et al.,, 2003, Hebebrand et al., 2009 ). O Human Obesity
Gene Map € um catalogo que lista todos os marcadores, genes e mutacoes
associados com o fenotipo obesidade e € revisado e atualizado
regularmente. A ultima atualizacao, publicada em 2006 apresentou 127
genes candidatos, resultado de 426 associacoes positivas com o fenotipo

obesidade. Dentre estes genes, 23 sao ressaltados por terem pelo menos



cinco estudos positivos cada (Tabela 1, pag 5). Estudos de associacao de
grande escala por todo genoma demonstraram que a predisposicao
genética, em muitos casos, € decorrente do efeito da combinacdo de

variantes poligénicas (Hinney et al.., 2010).

I.2 - Obesidade nao sindromica

I.2.1 - Obesidade Monogénica

A importancia destes fatores € também ilustrada pela identificacao
de formas monogénicas de obesidade, caracterizadas pela presenca de
obesidade prematura grave como principal caracteristica (O’Rahilly et al.,
2003). Ha uma forte hipotese de que alguns genes tenham papel
fundamental na regulacdao do funcionamento da célula de gordura
(Dahlman and Arner, 2007).

Estudos com familias, principalmente as consanglineas, com
individuos extremamente obesos, na maioria dos casos com alguma
caracteristica adicional, como hiperinsulinismo ou infertilidade, tiveram
muito sucesso na deteccao de mutacoes em genes humanos; essas estao
descritas na Tabela 2 (pag 11). Estes trabalhos foram fundamentais para a
elucidacao da via da leptina-melanocortina (Farooqi et al., 2005; Farooqi et

al., 2008).



Lista de 23 associacoes positivas de genes com obesidade ou fenotipos relacionados a obesidade.

Simbolo do

gene

ACE
ADIPOQ
ADRB2
ADRB3
DRD2
FTO
GNB3

HTR2C
IL6
INS

LDLR

LEP
LEPR
LIPE
MC4R
NR3C1

PLIN
PPARG
RETN
TNF
UCP1
UCP2
UCP3

Nome completo

Enzima conversora da angiotensina 1 (peptidyl-dipeptidase A)
Adiponectina, CIQ e dominio de colageno
Receptor de superficie adrenergico beta-2
Receptor Adrenergico beta-3
Receptor de dopamina D2
Fatso (massa de gordura e obesidade associadas)
Peptideo beta 3 da proteina de ligacao de nucleotideos
Guanina (proteina G)
Receptor 2C de 5-hidroxitriptamina (serotonina)
Interleucina-6 (interferon, beta 2)
Insulina
Receptor de lipoproteina de baixa densidade
(hipercolesterolemia familiar)
Leptina
Receptor de Leptina
Lipase, hormonio-sensitiva
Receptor 4 de Melanocortina
Receptor Nuclear 1 da subfamilia 3, grupo C
(receptor glicocorticéide)
Perlipina
Receptor gama ativado de peroxisoma ploriferativa
Resistina
Fator de necrose tumoral (membro 2 da superfamilia TNF)
Proteina desacopladora 1 (mitocondrial, transportador de prétons)
Proteina desacopladora 2 (mitocondrial, transportador de protons)
Proteina desacopladora 3 (mitocondrial, transportador de prétons)

Adaptada de Walley et al. (2006) e http://obesitygene.pbrc.edu/

Localizacao

17q24.1
3927
5q31-q32
8pl2-pl1.2
11923.2
16q12.2
2p13.31

Xq24
7p21
11p15.5
19p13.2

7q31.3
1p31
19q13.2
18qg22
5q31

15926
3p25
19p13.2
6p21.3
4928-q31
11q13.3
22q13

Num. de estudos

6
11
20
29

5

6
14



I.2.1.1 - Deficiencia de Leptina ou do Receptor de Leptina

A leptina € um hormonio de saciedade, secretado pelo tecido adiposo
na corrente sanglinea, que sinaliza no hipotalamo a quantidade de
gordura depositada. Niveis aumentados de leptina sdo registrados pelo
receptor de leptina. O sinal € entdo encaminhado para o receptor 4 de
melanocortina (MC4R). O hormonio produzido pelo gene pro-
opiomelanocortina (POMC) induz o efeito de saciedade via MC4R. Os
estudos mostraram que mutacdoes em qualquer um dos genes desse
sistema podem ser responsaveis pelo desenvolvimento da obesidade
(Farooqi et al., 2008). Esta via interage com outros centros cerebrais para
coordenar o apetite e modular sinais para a periferia, regulando o
metabolismo e o gasto energético. Niveis reduzidos de leptina enviam um
sinal de privacdao nutricional, iniciando uma resposta adaptativa para
conservar energia, manifestada pelo aumento de ingestao de alimentos,
diminuicao do gasto de energia e disturbios endoécrinos (Flier, 1998).

Dentre os pacientes com obesidade prematura grave e hiperfagia de
familias consangliineas, a prevaléncia de mutacoes em LEP € de 1% e em
LEPR 2%-3%. Em 1997, Montague et al, relataram dois primos
gravemente obesos, de uma familia consangliinea de origem paquistanesa,
que eram homozigotos para uma mutacdo no gene LEP, que resultava em
uma proteina truncada, que nao era secretada. A primeira mutacdo no
gene LEPR foi relatada em 1998, em trés adultos de uma familia

consangulinea de origem Algeriana, resultando em um receptor de leptina



mutante com falta de dominios intracelulares e de transmembrana, o que
resultava em niveis muito elevados de leptina (Clement et al., 1998).

Os fenotipos associados a deficiéncia de leptina ou de receptor de
leptina sao similares. Os portadores apresentam peso normal ao
nascimento, porém nos primeiros meses de vida ocorre um rapido ganho
de peso, levando a obesidade grave. A porcentagem de gordura corpoérea €
de aproximadamente 58% para portadores de mutacdo em LEP e 52% para
a mutacao em LEPR, enquanto que o normal € entre 15% e 25%. Todos os
portadores apresentam niveis de insulina desregulados e alguns
desenvolvem diabetes tipo 2 na terceira ou quarta década de vida
(Farooqui et al., 2007).

Apesar da deficiéncia de leptina ser rara, a doenca é inteiramente
tratavel com injecoes subcutaneas diarias de leptina humana
recombinante, com efeitos benéficos contra a hiperfagia e o acumulo de

gordura corporal (Licinio et al., 2004).

I.2.1.2 - Deficiéncia de pro-opiomelanocortina

O gene codificante de pro-opiomelanocortina, POMC, foi um dos
primeiros genes do genoma humano a ser clonado ha mais de vinte anos
atras (Takeuchi et al.,, 1999). Por muito tempo se soube que neurdnios do
hipotalamo estavam envolvidos na regulacao do peso corporeo, a partir da
observacao que tumores nesta regido, assim como lesdées em modelos
animais, resultavam em obesidade (Elmquist et al,, 1999). Observou-se

entdo que a expressdo do gene POMC aumentava nestes neuronios,



quando se administrava a leptina (Fan et al., 1997). Ao mesmo tempo, o
papel principal do receptor 4 de melanocortina, relacionado com a
manutencao do peso corporeo, foi descoberto (Huszar et al., 1997).
Baseado nesses conhecimentos e de varios estudos realizados em varias
espécies, foi descrita a via que liga a leptina, o receptor de leptina, a pro-
opiomelanocortina e finalmente o estimulo do receptor 4 de melanocortina.

Os portadores da deficiéncia de pro-opiomelanocortina apresentam
insuficiéncia adrenal causando deficiéncia de corticotropina, levando ao
hipocortisolismo. Os primeiros estudos procurando mutacoes no gene
POMC foram realizados devido a insuficiéncia adrenal , que pode ser letal
devida a hipoglicemia, ocorrendo principalmente em infeccoes graves ou
falha hepatica, durante a vida neonatal. A administracdo de
hidrocortisona via oral reverte os sintomas, portanto pacientes com
deficiéncia de corticotropina podem viver normalmente (Nussey et al,
1993). Ao observarem modelos animais com obesidade nos estudos da via
leptina-melanocortina, da qual a pro-opiomelanocortina faz parte,
comecou-se a procurar mutacoes em POMC em um grupo de criancas que
apresentavam obesidade, hipocortisolismo e hipopigmentacdao na pele e
nos cabelos. Foram encontradas mutacoes que inativam o gene POMC em
seis criancas de familias diferentes com estas caracteristicas (Krude et al.,
1998, 2003; Farooqui et al.,, 2006). Estas criancas sao homozigotas ou
heterozigotas compostas para as mutacoes, o que leva a perda total de

funcionamento do gene POMC. Os genitores sao heterozigotos, com niveis



normais de cortisol, evidenciando o padrao de heranca recessivo destas

mutacoes.

I1.2.1.3 - Deficiéncia do receptor 4 de melanocortina humana

Os receptores 3 e 4 de melanocortina sdo altamente expressos no
sistema nervoso central e tem um papel importante no controle de
ingestao de alimentos e equilibrio energético. Em 1998, mutacoes
heterozigotas em MC4R foram identificadas em humanos, as quais foram
associadas a obesidade de heranca dominante (Vaisse et al.,1998; Yeo et
al., 1998). Desde entao, mutacoes heterozigotas em MC4R encontradas em
pessoas obesas de todas as etnias tém sido relatadas e representam a
causa conhecida mais comum de obesidade monogénica em humanos
(Alharbi et al., 2007).

Enquanto a maioria dos estudos encontrou uma penetrancia de
100% em portadores heterozigotos com obesidade prematura, outros
descreveram portadores da mutacao que nao eram obesos. Outros estudos
realizados em varias familias com individuos homozigotos para a mutacao
em MC4R relataram que os individuos homozigotos eram mais obesos que
os heterozigotos e coincidentemente nessas familias havia individuos
portadores heterozigotos da mutacao que nao eram obesos. Levando em
conta todas estas observacoes, codominancia com variacdo de
expressividade e penetrancia, seria o modo de heranca mais apropriado

para a deficiéncia do receptor 4 de melanocortina (Farooqui et al., 2003).



Além do aumento de gordura corporal, os portadores desta
deficiéncia também apresentam aumento da massa magra, o que nao €
observado nas outras formas monogénicas de obesidade. As criancas
portadoras apresentam crescimento linear aumentado, assim como
hiperinsulinemia precoce (Farooqui et al., 2000). A deficiéncia do receptor
4 de melanocortina também causa pressao arterial baixa (Ni et al., 2006).
Os portadores da deficiéncia apresentam hiperfagia, mas nao tao grave
como a observada na deficiéncia de leptina. Uma caracteristica notavel
desta deficiéncia € que alguns sinais fenotipicos sdo amenizados com o
tempo. Adultos portadores relatam sentir menos fome e sdo menos
hiperinsulinémicos (Farooqui et al., 2003).

Apesar de se crer que as formas comuns de obesidade sao
causadas pela interacdo do meio ambiente com um pequeno numero de
genes, cada um com um impacto limitado, estes modelos de obesidade
citados acima tém sido cruciais para a determinacao dos mecanismos de

regulacao do equilibrio de energia.

1.3 - Obesidade Sindromica

Outro grupo de casos de obesidade pode ser distinguido pela
presenca de varias anormalidades associadas, as quais incluem o retardo
mental (RM) na maioria dos casos. Obesidade sindromica é definida como
a obesidade ocorrendo em conjunto com varias caracteristicas clinicas

distintas. Mais de vinte e cinco formas sindromicas de obesidade ja foram

10
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Genes de obesidade monogénica.

Nimero OMIM Gene Localizacao
600456 NTRK2 9g22.1
601751 GPR24 22q13.3
162150 PCSKI 5q15-g21
176830 POMC 2p23.3
164160 LEP 7931.3
602034 CRHR2 7614.3
155541 MCH4R 18qg22
122561 CRHRI 17q12-q22
601007 LEPR 1p31
603128 SIMI 6q16.3-g21
601665 MC3R 20q13.2-q13.3

Adaptada de http:/ /obesitygene.pbrc.edu/



identificadas (Chung and Leibel, 2005). Para os clinicos, o diagnostico
destas sindromes é um desafio devido a sobreposicao de seus fenoétipos,
enquanto que para os pesquisadores estas sindromes sdo uma potencial
fonte de esclarecimento das causas das formas comuns de obesidade
(Delrue and Michaud, 2004).

Algumas das formas de obesidade sindréomica, nas quais a base
genética ja foi parcial ou completamente elucidada, estdo nas tabelas 3, 4

e 5 e descritas a seguir.

1.3.1 - Sindrome de Prader-Willi

A sindrome de Prader-Willi (PWS) é a forma sindromica mais comum
de obesidade, com incidéncia estimada entre 1:15.000 e 1:20.000
nascimentos.

A PWS é caracterizada por hipotonia neonatal com dificuldade de
succao, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM), hiperfagia,
obesidade, baixa estatura na adolescéncia, maos e pés pequenos,
hipogonadismo, dificuldade no aprendizado e comportamento obsessivo-
compulsivo (Prader et al.,, 1956; Holm et al., 1993).

PWS e a sindrome de Angelman (AS) foram os primeiros exemplos de
doencas relacionadas ao imprinting gendémico no Homem: enquanto que a
PWS é uma sindrome de genes contiguos e resulta da auséncia de
expressao de genes ativos no cromossomo paterno, a AS resulta da

auséncia de expressdao de um gene, UBE3A, que apresenta expressao
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exclusivamente materna no cérebro, atuando particularmente nas células
de Purkinje, neurdnios do hipocampo e células mitrais do bulbo olfatério
(Albretch et al., 1997).

Existem trés classes de alteracdoes moleculares que podem originar
PWS: aproximadamente 70% dos casos apresentam delecdo paterna do
segmento 15q11-q13, 20-25% sao provenientes de dissomia uniparental
do cromossomo 15 (UPD) materna e por volta de 5% apresentam defeito no
centro de imprinting (IC) do cromossomo 15 paterno.

Comparacoes entre o fenétipo de pacientes com PWS por delecao e
por UPD mostraram que a hipopigmentacao € mais freqiiente entre os
pacientes com delecao, enquanto que o aumento da idade materna e o
menor comprimento ao nascimento sdo mais freqiientes em pacientes com
UPD (Cassidy et al., 1997, Gunay-Aygun et al., 1997; Fridman et al., 2000;
Varela et al, 2005). Além disso, Boer et al. (2002) observaram que
pacientes PWS por UPD eram mais susceptiveis a disturbios psicoticos e
Webb et al. (2002) relataram maior frequiiéncia no alto limiar para dor e
nos disturbios de sono entre pacientes com UPD, enquanto que menor
capacidade de regulacao da temperatura corporea e habilidade em montar

quebra-cabecas eram mais frequientes entre os individuos com delecao.

I.3.2 - Diagnoésticos Diferenciais da Sindrome de Prader-Willi

Para fazer o diagnoéstico diferencial da PWS € necessario considerar

as diferentes fases da doenca. Na primeira fase, a PWS pode ser
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confundida com uma série de afeccoes que causam a hipotonia neonatal,
particularmente os disturbios neuromusculares, tais como as miopatias
congénitas, a atrofia muscular espinal, miastenia neonatal, distrofia
muscular congénita grave, sindrome de Charcot-Marie-Tooth e sindrome
de Zellweger. Posteriormente, na infancia e idade adulta, um numero de
afeccoes nas quais retardo mental e do desenvolvimento estdo associados
com obesidade sao incluidas no diagnédstico diferencial. Doencas
acompanhadas de RM nas quais a obesidade € ocasional, como por
exemplo, a sindrome do X-fragil, podem ser confundidas com a PWS. Nos
ultimos anos, a ocorréncia de delecoes nas regioes cromossomicas 6q16.2
(Gilhuis et al.,, 2000; Faivre et al., 2002; Varela., 2006), 9q34 (Cormier-
Daire et al, 2003) e 1p36 (D’angelo et al, 2006) que caracterizam
sindromes, tém se revelado importantes no diagnoéstico diferencial da

PWS.

I.3.2.1 - Sindrome de delecao terminal 1p36

As delecoes cromossomicas distais 1p36 sao resultantes de delecoes
terminais e intersticiais, que apresentam variacoes no tamanho gendémico
perdido e diferentes pontos de quebra (Wu et al.,, 1999) e a gravidade do
fenotipo esta associada com a extensao das delecoes (Shapira et al., 1997).
A sua prevaléncia esta estimada em 1 para 5000 recém nascidos,

tornando-a a delecao terminal mais comum (Shaffer et al., 2001).
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Esta delecao esta associada a hipotonia e atraso do DNPM,
anomalias do crescimento (atraso, microcefalia e obesidade), dismorfismos
craniofaciais e malformacoes congénitas (malformacdes cardiacas
menores, cardiomiopatia e dilatacao do ventriculo cerebral) (Slavotinek et
al., 1999).

A similaridade fenotipica entre pacientes com delecoes 1p36 e
pacientes com a sindrome de Prader-Willi foi pela primeira vez
mencionada por Wargowski et al.,, 1991 e em seguida por Keppler-Noreuil
et al., (1995), que descreveram pacientes com a delecdao 1p terminal que
apresentavam problemas de alimentacao na infancia com pouco ganho de
peso, mas que subseqUentemente desenvolveram obesidade e/ou
macrossomia, semelhante aos pacientes com PWS. Outros autores
também descreveram pacientes com a delecado 1p36 e um fendtipo
semelhante ao da sindrome de Prader-Willi (Shapira et al., 1997; Rio et al.,
2002, D"Angelo et al., 2006), bem como um caso de mosaicismo para esta
delecao com quadro clinico da PWS (Eugster et al., 1997). Em um estudo
realizado com pacientes com a delecao 1p36 e fenotipo Prader-Willi-like,
D"Angelo et al. (2010) sugeriram uma regiao em 1p36 para obesidade e
hiperfagia, compreendida entre 2.0-3.0 Mb do telomero de 1p, onde estao
localizados os genes PRKCZ, que esta envolvido com a via sinalizadora de
insulina, e, o gene PLCH2, que tem funcao nos processos metabolicos de

lipidios.
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I1.3.2.2 - Haploinsuficiéncia de SIM1 e delecao da regiao

cromossomica 6q16.2

Oito pacientes com fenoétipo semelhante ao da sindrome de Prader-
Willi foram descritos apresentando delecoes intersticiais no braco longo do
cromossomo 6 (Turleau et al.,, 1988; Stein et al.,, 1996; Villa et al., 1995;
Gilhuis et al.,, 2000; Faivre et al.,, 2002; Varela et al.,, 2006; Klein et al.,
2007; Wang et al, 2008). Esses pacientes apresentaram basicamente
hipotonia (7/8), problemas de alimentacdo na infancia (4/6), obesidade
(7/8), atraso grave do DNPM (8/8), hiperfagia (4/6) e disturbios de
comportamento (3/6). Todos apresentaram alguma malformacao
craniofacial e problemas oftalmoldgicos, baixa implantacdo das orelhas
(5/8) e poucos apresentaram problemas cardiacos (2/8).

A regiao cromossomica 6ql16.2 contém o gene SIMI que codifica o
fator de transcricao bHLH-PAS. Varias observacoes sugerem que a
haploinsuficiéncia de SIM1 contribui na obesidade presente em criancas
que apresentaram delecao intersticial em 6q16.2. Inclusive, uma crianca
com uma translocacao equilibrada que interrompeu o gene SIMI
apresentou obesidade grave associada a alta estatura (Holder et al,
2000). Avaliacoes metabolicas nao revelaram diminuicao no gasto de
energia, porém, ela apresentava hiperfagia. Verificou-se também que SIMI
€ expresso em uma regiao discreta do hipotalamo que esta envolvida com

controle do consumo de alimentos (Micheud et al., 2001).
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I1.3.2.3 - Delecao terminal 9q34

Cormier-Daire et al. (2003) descreveram dois pacientes com delecao
terminal de 9q34 portadores de atraso do DNPM, RM, obesidade,
braquicefalia, prognatismo, criptorquidia, distirbios de sono e de
comportamento. A partir da descricao destes casos, essa delecao passou a
ser considerada como hipotese diagnostica para casos de obesidade e RM
sem causa esclarecida. Pelo menos 20 genes estao localizados na regiao
deletada. Dos outros treze pacientes descritos com delecdo terminal de
9q34, apenas dois apresentaram obesidade, apesar de que trés deles
morreram recém-nascidos devido a problemas cardiacos congénitos

(Goldstone and Beales, 2008).

1.3.3 - Sindrome de Bardet-Biedl

A sindrome de Bardet-Biedl (BBS) tem incidéncia estimada em
1:100.000 nascimentos, caracterizada por obesidade acompanhada por
varias complicacoes metabodlicas, RM, atraso do DNPM, hipogenitalismo,
distrofia retiniana, polidactilia, problemas renais, fibrose hepatica,
diabetes e hipertensao (Barness et al., 2007).

BBS é uma sindrome geneticamente heterogénea, causada por
mutacoes em pelo menos doze loci genéticos ja mapeados até o momento:
BBSI em 11ql13 (Mykytyn et al,, 2002), BBS2 em 16q21 (Nishimura et al.,

2001), BBS3 em 3ql1 (Fan et al.,, 2004), BBS4 em 15922 (Mykytyn et al.,
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2001), BBS5 em 2q31 (Li et al.,, 2004), BBS6 em 20pl12 (Katsanis et al.,
2000), BBS7 em 4q27 (Badano et al.,, 2003a), BBS8 em 14932 (Ansley et
al., 2003), BBS9 em 7pl4 (Nishimura et al., 2005), BBSI0 em 12q21
(Stoetzel et al., 2006), BBS11 em 9q31 (Chiang et al., 2006) e BBS12 em
4927 (Stoetzel et al., 2007), o que ocasiona uma grande variabilidade
clinica, dificultando a correlacdao genoétipo-fenotipo. Algumas observacoes
foram documentadas, como por exemplo, os portadores de BBS1 sao mais
altos que seus pais comparados aos portadores de BBS2 e BBS4 (Farooqi e
O’Rahilly, 2005). Provavelmente mais genes serao identificados, pois
apenas 70% dos portadores da sindrome de Bardet-Biedl apresentam
mutacoes nos genes ja descritos.

A BBS sempre foi considerada uma doenca de heranca autossémica
recessiva, porém um estudo realizado em 2001, por Katsanis et al.,
mostrou que ela também pode ser herdada de uma forma mais complexa,
a heranca trialélica. O estudo investigou os genes BBS2 e BBS6 em 163
familias, e em quatro delas foram encontrados portadores que
apresentavam trés mutacdoes, duas em um gene BBS, conforme o
esperado, e mais uma mutacao em outro gene BBS. Mutacoes nos genes
relacionados a BBS sao muito raras na populacao, e a terceira mutacao
nao foi considerada condicional para o aparecimento da sindrome, porém
pode ser necessaria para a manifestacao da doenca em alguns casos,
como em uma das familias, onde dois filhos do casal apresentaram as
duas mutacoes no gene BBS2, o que era o esperado. Porém, um dos filhos

nao manifestava a doenca, até que se descobriu que o filho afetado tinha
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uma terceira mutacao em outro gene, o BBS6, que o irmao nao
apresentava. O trialelismo € relativamente raro, ocorrendo em talvez 10%
dos casos. Depois da descoberta deste tipo de heranca em 2001 muitos
outros estudos foram realizados, e foram encontrados varios outros casos.
Em 2003(b), Badano et al.,, encontraram uma familia com duas filhas
afetadas que apresentavam as duas mutacoes em BBSI, como esperado e
uma delas também apresentava uma terceira mutacao em BBS6 e todas
as caracteristicas eram mais graves nesta paciente do que em sua irma, o
que sugeriu que a terceira mutacao possa estar interferindo na gravidade

do fenotipo.

1.3.4 - Sindrome de Cohen

A sindrome de Cohen é uma doenca de heranca autossomica
recessiva, que foi descrita em 1973 quando Cohen et al., relataram trés
pacientes com problemas graves de aprendizado, dismorfismos faciais,
obesidade, hipotonia, microcefalia, hiperextensibilidade nas juntas e
problemas oftalmologicos. Desde entao, mais de 200 casos da sindrome de
Cohen foram relatados, inclusive um grupo grande de pacientes, com
caracteristicas clinicas iguais aos pacientes originais, na Finlandia, onde a
sindrome € muito representada (Norio, 2003).

O gene causador da sindrome de Cohen, chamado de COHI, foi
descoberto por estudos de ligacao feitos em 4 familias finlandesas e esta

localizado no segmento cromossomico 8q22 (Tahvanainen et al.,, 1994).
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Desde a descoberta do gene, varios estudos envolvendo pacientes de
diversas populacoes foram publicados (Hennies et al.l, 2004; Kolehmainen
et al., 2004; Mochida et al.,, 2004; Falk et al.,, 2004). Estes estudos
demonstraram uma grande variabilidade fenotipica em pacientes com
diferentes mutacdées em COHI1, o que nao ocorre na populacao finlandesa
portadora da sindrome de Cohen que é geneticamente homogénea. Ja
foram descritas mais de 70 mutacoes em COH1I associadas a sindrome de
Cohen, o que explica a variabilidade fenotipica encontrada na sindrome
(Seifert et al., 20006).

Um grupo de caracteristicas clinicas essenciais para o diagnostico
da sindrome de Cohen, foi proposto por Kivitie-Kallio e Norio, em 2001,
apos o estudo detalhado de 29 pacientes finlandeses, sendo elas: atraso de
DNPM, distrofia retiniana e miopia, obesidade, RM, caracteristicas faciais
tipicas, microcefalia, hipotonia, maos estreitas e alongadas, problemas
cardiacos e neutropenia. A sindrome de Cohen é considerada um dos
diagnosticos diferencias da sindrome de Bardet-Biedl, devido a
caracteristicas clinicas em comum como distrofia retiniana e obesidade

(Beales et al., 1999).

I.3.5 - Sindrome de Borjeson-Forssman-Lehmann

A sindrome de Borjeson-Forssman-Lehmann (BFLS) foi descrita em
1962, em trés homens de uma mesma familia, que apresentavam retardo
mental grave, obesidade, hipogenitalismo, baixa estatura, inchaco dos

tecidos subcutaneos da face, fissura palpebral estreita e orelhas grandes
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(Borjeson et al., 1962). Uma revisao clinica realizada com 25 homens com
BFLS, de nove familias ndo relacionadas, mostrou que as caracteristicas
clinicas raramente sao tao graves quanto as documentadas na familia
original e que o fenétipo evolui com a idade. As caracteristicas clinicas
essenciais para o diagnostico de BFLS sao: hipotonia, RM, obesidade com
ginecomastia, hipogenitalismo, faceis caracteristico com fissura palpebral
estreita e orelhas grandes (Turner et al., 2004).

Quando originalmente descrita em 1962, a causa genética da BLFS
era suspeita de ser ligada ao X, devido ao padrao de heranca da doenca.
Este modo de heranca foi confirmado em 1989 quando a regiao critica da
doenca foi mapeada em uma grande regiao do braco longo do cromossomo
X (Mathews et al., 1989; Turner et al.,, 1989). Em 1996 esta localizacao foi
reduzida a uma regiao de 25 Mb em Xq26-27 (Gedeon et al., 1996), e
entao ainda mais reduzida a aproximadamente 9 Mb em 2002, contendo
62 genes ja identificados, entre eles o PHF6, no qual mutacoes
causadoras da doenca foram identificadas, inicialmente em sete familias e
dois casos esporadicos de BFLS (Lower et al., 2002). Um total de treze
casos familiais e seis esporadicos de BLFS, contendo mutacoes em PHF®6,
foram relatados até o momento (Lower et al, 2002; Lower et al., 2004;
Baumstark et al., 2003; Vallee et al., 2004; Just ando Mucke, 2005).

Por ser uma sindrome ligada ao cromossomo X, a familia pode
querer saber se outras mulheres, assim como as maes dos meninos
afetados, sdo portadoras de mutacdoes em PHF6. Um desvio de inativacao

do cromossomo X em mulheres de familias de portadores de BLFS é
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considerado sinal de mutacdao em PHF6. Mulheres heterozigotas podem
mostrar um fenotipo mais suave e caracteristicas clinicas variaveis, como
retardo mental moderado, obesidade e faceis caracteristico com orelhas
grandes, porém muitas mulheres portadoras nado sao afetadas (Crawford

et al., 2006).

1.3.6 - Sindrome de Wilson-Turner

A sindrome de Wilson-Turner foi descrita por Wilson et al., em 1991,
que descreveram uma familia com quatorze homens afetados por RM,
obesidade, ginecomastia, dificuldades de fala, dedos afilados e pés
pequenos. Muitas caracteristicas sao compativeis com as da sindrome de
Borjeson-Forssman-Lehmann, porém nenhum dos pacientes desenvolveu
hipermetropia ou catarata na idade adulta e nem apresentavam lobulo da
orelha grande.

Estudos de ligacao apontaram o segmento cromossomico Xp21-
Xg22 como regiao critica responsavel pela sindrome de Wilson-Turner

(Frezal, 1992).

1.3.7 - Sindrome de Ahmad

Ahmad et al. (1999) descreveram uma familia com 10 homens

afetados que apresentavam RM, obesidade, hipogonadismo, micropénis,

auséncia de pélos no corpo, deficiéncia na fala e forca fisica diminuida.
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Estudos de ligacdo mostraram que o gene responsavel por esse
quadro esta localizado no segmento cromossémico Xpl11.3 — Xq23. Esta
regido se sobrepoe a regido critica da sindrome de Wilson-Turner,
localizada em Xp21-Xq22 (Gedeon et al., 1996). Apesar de os pacientes
descritos com a sindrome de Ahmad nao apresentarem ginecomastia,
como os portadores da sindrome de Wilson-Turner, a possibilidade de que
um mesmo gene esteja envolvido em ambas as sindromes nao pode ser

descartada.

I1.3.8 - Segmento cromossomico Xq28 e o gene MECP2

Van Esch et al. (2005) identificaram, por estudo de array-CGH
(Array Comparative Genomic Hybridization), uma pequena duplicacao em
Xg28 em uma grande familia com retardo mental grave, em seguida
realizaram um estudo em dezessete pacientes com RM e fenotipo
semelhante e outras trés duplicacoes foram encontradas. O tamanho das
duplicacoes dos quatro pacientes varia de 0,4 a 0,8 Mb e engloba varios
genes, inclusive o gene MECP2 e o gene relacionado com retardo mental
L1ICAM. O tamanho e local exato da duplicacao era diferente em cada um
dos quatro pacientes. Uma comparacao das caracteristicas clinicas destes
pacientes, com outro paciente anteriormente relatado, sugere que o
aumento da dosagem de MECP2 resulta em RM. Varios estudos
(Lugtenberg et al, 2009; Sanlaville et al., 2009) demonstraram que

duplicacoes em MECP2 ocorrem com freqiiéncia em pacientes do sexo
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masculino com retardo mental grave o que justifica em estudo detalhado
do gene MECP2 neste grupo de pacientes.

Kleefstra et al. (2002) descreveram um paciente com RM, obesidade
e ginecomastia que apresentou uma delecao “de novo” de dois pares de
base no gene MECP2, que esta localizado no segmento cromossomico
Xg28. Como algumas destas caracteristicas sao sugestivas da sindrome
de Prader-Willi, foi sugerido um estudo de mutacoées em MECP2 a fim de
detectar alguma mutacao em pacientes com caracteristicas de PWS, mas

que nao apresentam anomalias no segmento cromossomico 15q11-13.
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Algumas sindromes de heranca autossoémica dominante que contem obesidade como

caracteristica clinica.

Nuamero OMIM

100800
103580
103581
105830
605746
600430

665244

160980

604367
151660
147670
139250
131100

122000

605020

Sindrome

Acondroplasia
Osteodistrofia hereditaria de Albrigtht
Osteodistrofia hereditaria de Albrigtht 2
Sindrome de Angelman com obesidade
Anisomastia
Sindrome de braquidactilia e retardo mental

Complexo de Carney com doenca primaria de
adrenocortical nodular pigmentado
e sindrome de Cushing (CNC2)
Complexo de Carney com doenca primaria de
adrenocortical nodular pigmentado
e sindrome de Cushing (CNC1)
Lipodistrofia parcial familiar, Dunnigan tipo 3
Lipodistrofia parcial familiar, Dunnigan tipo 2
Insulin resistance syndromes
Deficiéncia isolada de hormoénio de crescimento
Neoplasia endocrina multipla tipo 1 causando
doenca de Cushing 11q13
Distrofia polimorfa posterior da cornea (cr 1)

Distrofia polimorfa posterior da cornea (cr 20)

Localizacao
4p16.3
20q13.2-q13.3
15q11-q13.3
15ql1-ql2
16q13-g21
2q37.3
2q935-q37
2q37.3
2pl6

17q24.3

3p25
1g23.1
19p13.3-p13.2
17q22-q24
11q13

IP34.3
20p11.21
20p11.21

Gene

FGFR3
GNAS
AHO2*
ANCR*
ANMA*
ATK25
GPCI
GPR35

PRKARIA

PPARG
LMNA
INSR
GHI
MENI

COLS8A2
VSXI
VSXI



Continuacao.

9¢

Namero OMIM Sindrome Localizacao Gene
176270 Sindrome de Prader-Willi 15q11.2 IPw
15q11.2 MKRN3
15q11.2 PWCRI
15q12 SNRPN
15q11.2 MAGEL?2
15q11.2 NDN
15ql11-q12 GABRG-3
603128 Sindrome de Prader-Willi like 6q16.3-q21 SIMT
(cr 69)
188830 Doenca primaria .de adrenocortical nodular 17q24.3 PRKARIA
pigmentado
190160 Sindrome de resigté{lpia ao hormonio da 3p24.1 THRB
tireoide
181450 Sindrome ulnar mamaria (Schinzel) 12g24.21 TBX3
194072 Sindrome WAGR com obesidade 11p13 WT1

Adaptada de http:/ /obesitygene.pbrc.edu/
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Algumas sindromes de heranca autossomica recessiva que contem obesidade como
caracteristica clinica.

Niamero OMIM Sindrome Localizacao Gene
203800 Sindrome de Alstrém 2p13 ALMS1
209901 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 1 11q13.1 BBS1
209900 Sindrome de Bardet -Biedl tipo 2 16921 BBS2
600151 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 3 3qll1.2 BBS3

(ARL6)
600374 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 4 15922.3-23 BBS4
603650 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 5 2q31 BBS5
209900 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 6 20p12 MKKS
607590 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 7 4q27 BBS7
608132 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 8 14q932.1 BBSS8

(TTCS8)
607968 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 9 Tpl4 PTH-B1

(BBS9)
60148 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 10 12g21.2 BBS10
602290 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 11 9q31-q34.1 TRIM32
610683 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 12 4q27 BBS12
269700 Lipodistrofia congénita de Berardinelli-Seip tipo 1 9q34.3 AGPAT2
606158 Lipodistrofia congénita de Berardinelli-Seip tipo 2 11q13 BSCL2
212065 Glicoproteina carboidrato-deficiente Tipo la 16p.13.2 PMM?2
201000 Sindrome de Carpenter opll RAB23
216550 Sindrome de Cohen 8q922.2 COH1
601538 Deficiéncia de hormoénio pituitario combinado 5935.3 PROPI
227810 Sindrome de Fanconi-Bickel 3926.31 SLC2A2
139191 Deficiéncia isolada de hormoénio de crescimento Tpl4 GHRHR

Adaptada de http:/ /obesitygene.pbrc.edu/
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Algumas sindromes de heranca ligada ao cromossomo X que contém obesidade como

caracteristica clinica.

Ndimero OMIM Sindrome
301900 Sindrome de Boérjeson-Forssmann-Lehmann
303110 Coroideremia com surdez
309550 Sindrome do X fragil com o fenétipo Prader-Willi-like
300148 Sindrome de MEHMO
300218 Retardo mental ligado ao X sindromico tipo 7
300458 Retardo mental ligado ao X sindrémico tipo 16
300238 Retardo mental ligado ao X sindromico tipo 11
176270 Sindrome de Prader-Willi-like ligada ao X
312870 Simpson-Golabi-Behmel tipo 1
300209 Simpson-Golabi-Behmel tipo 2
309585 Sindrome de Wilson-Turner

Adaptada de http:/ /obesitygene.pbrc.edu/

Localizacao
Xq26.3
Xq21.2
Xqg21.1

Xq28
Xp22.13-p21.1
Xpl11.3-g22.1
Xq28
Xq26-q27
Xqg23-925
Xq26.2
Xq26.1
Xp22
Xq21.2-q22

Gene

PHF6
CHM
DFN3
FMR1
MEHMO
MRXS7
MECP2
MRXS11
PWLSX
GPC3
GPC4
SGBS2
WTS



II - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principal objetivo investigar pacientes
com obesidade sindromica visando a identificacao de genes e/ou
segmentos cromossomicos envolvidos e para isso estabelecemos as

seguintes metas:

e Investigar as regidoes subteloméricas de todos os cromossomos em
pacientes com obesidade e/ou hiperfagia, RM e/ou atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor e disturbios de comportamento.

e Investigar as regides relacionadas com RM ligado ao X em pacientes do
sexo masculino com obesidade, retardamento mental e disturbio de
comportamento.

e Investigar por SNP - array pacientes com obesidades sindromica
associada a malformacoes major e/ou minor. Esse objetivo so foi
possivel alcancar no transcorrer da pesquisa quando a técnica foi
incorporada ao Centro de Estudos do Genoma Humano.

e Correlacionar diferentes mutacoes e/ou extensao de
delecoes/duplicacoes a variabilidade fenotipica observada entre os
pacientes.

e Proporcionar o diagnéstico e prognostico dos pacientes e

Aconselhamento Genético aos pais e familiares.
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III - CASUISTICA E METODOS

III.1 - Casuistica

Os pacientes com suspeita de diagnodstico clinico de PWS, AS e
obesidade sindromica sao encaminhados ao nosso Servico pelas Unidades
de Endocrinologia (Dr Durval Damiani) e Genética (Dra Chong A. Kim) do
Instituto da Crianca da FMUSP, pelo Servico da Neurologia Infantil do
Hospital das Clinicas da FMUSP (Dr Fernando Kok) e por médicos
neurologistas de outros Estados: Dra Ana Van Der Linden (Recife, PE),
Dra Adélia Henriques de Souza (Recife, PE), Dra Fabiana Poerner
(Curitiba, PR), Dra Juliana G. Giannetti (Hospital das Clinicas da UFMG,
MG), Dra Ana Beatriz Alvarez Perez da UNIFESP-EPM para o diagnostico
molecular.

A nossa casuistica é constituida de 141 pacientes, selecionados de
maneira retro e/ou prospectiva. Os pré-requisitos estabelecidos para a
inclusao de pacientes no presente estudo foram: atraso do DNPM e/ou
dificuldade de aprendizado, disturbios de comportamento, obesidade e/ou
hiperfagia.

Para cada paciente foi preenchida uma ficha de anamnese genético-
clinica contendo dados gestacionais, familiais e fenotipicos. As
caracteristicas comportamentais fornecidas pelos genitores, assim como
as observadas durante a consulta, foram anotadas. No momento da
consulta, o (os) responsavel (is) legal (is) pelo paciente assinou um termo

de consentimento livre e esclarecido autorizando a realizacdo dos exames
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moleculares e o armazenamento do DNA. O sangue dos genitores também
foi colhido para extracao de DNA e quando necessario para a realizacdo
do cariétipo. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa —
Seres Humanos do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo

(Protocolo no 021/2004)

II1.2 - Métodos

II1.2.1 - Estudos moleculares

I11.2.1.1 - Extracdo de DNA a partir de células sanguineas

A extracao do DNA de linfécitos foi feita a partir da coleta de 10 ml
de sangue total com 1 ml de EDTA 5% (pH=8,0). O sangue foi diluido em
50 ml de 1x blood lysis buffer e imerso em gelo por 30 minutos e entao
centrifugado por 15 minutos a 1800 rpm, o sobrenadante deste foi
descartado. O precipitado foi homogeneizado em 5 ml de 1x blood lysis
buffer e, em seguida, a mistura foi centrifugada por 5 minutos a 1800
rpm. O sobrenadante foi descartado, o precipitado homogeneizado em 5
ml de 1x blood lysis buffer e centrifugado por 5 minutos a 1800 rpm
novamente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido
em 3 ml de 1x nucleus lysis buffer. A mistura foi homogeneizada em vortex
e foram acrescentados 150 pl de SDS 20% e 40 pl de proteinase K
(20mg/ml) e misturados cuidadosamente com a solucao anterior. As
solucoes foram incubadas durante a noite a 37°C. Passado este periodo,

foi acrescentado 1ml de NaCl 6M saturado e a solucao foi centrifugada
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por 30 min a 2800 rpm. O precipitado foi descartado, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo Falcon e centrifugado novamente por 30
min a 2800 rpm. Mais uma vez o precipitado foi descartado e desta vez o
sobrenadante foi transferido para um tubo de vidro e o DNA foi precipitado
adicionando 2 volumes de etanol absoluto. O DNA foi retirado com a ajuda
de um capilar de vidro e lavado em etanol 70%, e entdo, dissolvido em
400 pl de TE. Em seguida, a amostra de DNA foi levada a banho Maria a

65°C por 30 min. As amostras foram estocadas a 4°C.

I11.2.1.2 - Estudo do DNA por MLPA (“multiplex ligation-dependent probe

amplification”)

Para realizacao do projeto utilizamos os seguintes kits: “SALSA
PO36 HUMAN TELOMERE MLPA KIT”, para investigar alteracoes nas
regioes subteloméricas; “SALSA P106 MRX MLPA KIT?, para investigar
genes de retardo mental ligado ao X nos pacientes do sexo masculino;
“SALSA PO15 MRX MLPA KIT” para investigar o gene MECP2 em alguns
pacientes do sexo masculino; “SALSA P224 PPARG1 MLPA KIT” para
investigar o segmento 3p25, onde esta o gene PPARGI1 relacionado a
obesidade e o kit “SALSA P220 OBESITY MLPA KIT” para investigar o
segmento 6q16, onde esta o gene SIM1 , também relacionado a obesidade.

Os kits estao descritos nas tabelas 6, 7, 8, 9 e 10.

Todas as reacoes da MLPA foram realizadas no termociclador PTC-
200 (MJ Research) e, de acordo com as instrucoes do fabricante como

descrito em Schouten et al. (2002). O protocolo para MLPA ¢é dividido em
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dois dias. No primeiro dia, o DNA é quantificado e diluido para 50ng/ul em
volume total de 50 ou 25 ul com TE. Apods a diluicao adiciona-se S ul deste
DNA em tubo de 0,2 ml. Os tubos sado colocados no termociclador no
programa MLPA-Den (98°C por 5 minutos, 25°C “for ever”). Enquanto o
DNA esta na maquina é preparada a solucao de anelamento (1,5 pl probe
mix, 1,5 pul de Buffer para cada reacdo). Quando o programa MLPA-Den
termina, retira-se o DNA da maquina, adiciona-se 3 ul de solucao de
anelamento em cada tubo. Os tubos sao levados de volta para a maquina
no programa MLPA-Ann (95°C por 1 minuto e 60°C “for ever”). Deixa-se
overnight (por 16 horas).

No segundo dia, a solucao Master Mix (3 ul de ligase Buffer A, 3ul de
ligase Buffer B, 25 pl de agua mili-Q e 1pul de ligase para cada reacao) €
preparada. A ligase s € acrescentada na hora de adicionar a solucao aos
tubos. Completadas as 16 horas no programa MLPA-Ann liga-se o “instant
incubation” a 54°C. Acrescenta-se a ligase ao Master Mix e com os tubos
ainda na maquina adiciona-se 32 pl da solucao. Liga-se o programa de
PCR MLPA-Lig (54°C por 15 minutos, 98°C por 5 minutos, 4° “for ver”).
Neste intervalo, € preparada a solucao Master Mix I (4 pul PCR Buffer e 26
pul agua mili-Q para cada reacao) e acrescenta-se 30 pl desta solucao em
novos tubos. Também é preparada a solucao Master Mix II (2ul enzyme
dilution Buffer, 2 ul Primer, 5,5 pl agua mili-Q, 0,5 pl da enzima Taq
polimerase para cada reacao), a Taq s6 € adicionada quando

acrescentarmos a solucao Master Mix II as reacoes. Terminado o programa
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MLPA-Lig, retira-se os tubos da maquina e adiciona-se 10 ul desta reacédo
nos tubos novos com a solucdao Master Mix I. Esses novos tubos sao
colocados na maquina em “instant incubation” a 60°C. Acrescenta-se a
enzima Taq a solucao Master Mix II e adiciona-se 10 ul desta solucao as
reacoes que estdo na maquina. Liga-se o programa MLPA-PCR (95°C por
30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto — 32 ciclos — 4°C
“for ever”). Depois de completado, retiram-se os tubos da maquina e dilue-
se 1ul de cada reacao com 0,25 pl de “Size Standart” e 7 ul de “louding
solution”. Essas diluicoes entao sao submetidas a eletroforese em um
sequenciador e os resultados armazenados em um banco de dados no

computador.

I11.2.1.3 - Interpretacao dos resultados de MLPA

Os resultados sao obtidos por picos de fluorescéncia analisados a
partir do programa Fragment Profiler. Cada pico corresponde ao quociente
de dosagem (DQ) de cada sonda amplificada. A interpretacao dos picos se
da pela comparacao dos tamanhos dos picos dos pacientes com os picos
dos individuos controles. Se os picos forem do mesmo tamanho entre o
paciente e o controle significa DQ normal, ou seja, o paciente nao tem a
delecao. Se o pico do paciente tiver aproximadamente metade do tamanho
do pico controle, entao este paciente tem uma delecao desta sequiiéncia
alvo. Mas, se o pico do paciente for maior, entdo ele apresenta uma

duplicacao na regiao-alvo desta sonda.
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Para melhor confiabilidade dos resultados foi desenvolvido um
programa para analise de MLPA criado em Excel (NGRL, Manchester
Analysis Sheets). Este programa utiliza a média obtida do quociente de
dosagem de cada produto da amplificacdo. Um DQ normal representa o
individuo diploide (2n) e tem o valor préximo a 1. Deste modo, a presenca
de duas copias da seqiiéncia alvo da sonda no DNA gendémico pode variar
de aproximadamente 0,85 a 1,15. Se a sequiéncia estiver com apenas uma
copia (haploide — n) a variacao € de aproximadamente 0,35 a 0,65 e trés
copias da sequéncia alvo (3n) o DQ normal € aumentado em uma vez e

meia e a variacao é de cerca de 1,35 a 1,65.

I11.2.1.4 - Técnica de array com o kit “The GeneChip® Mapping 100K Set”

da Affymetrix

O kit “The GeneChip® Mapping 100K Set” € composto por dois
arrays, que usam duas enzimas de restricao diferentes (Xba I ou Hind III),
cada um contendo mais de 50,000 SNPs. A cobertura do kit € de 92% do
genoma, sendo uma boa ferramenta para se detectar alteracdoes no
numero de copias genomicas.

Todas as reacoes de array foram realizadas no termociclador PTC-
200 (MJ Research) e, de acordo com as instrucoes do fabricante. O DNA é
quantificado e diluido para 50ng/ul em volume total de 50 ou 25 ul com
EB Buffer. Apos a diluicao adiciona-se 5 pul deste DNA em tubo de 0,2 ml.
Entao é realizada a digestdao com enzimas especificas (Xba I ou Hind III).

A solucao de digestdo € preparada (10,5 ul de H20, 2 ul de NE Buffer, 2 ul
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de BSA e 0,5 ul de enzima para cada reacdo) e adiciona-se 15 ul de
solucao em cada tubo. Os tubos sdo colocados no termociclador no
programa Affy - DIG (37°C por 120 minutos, 70°C por 20 minutos, 4°C
“for ever”). Em seguida € realizada a ligacdo, adicionando-se ao DNA
digerido 5 ul de mix de ligacao (0,625 pl de H20, 2,5 ul de T4 DNA Ligase
Buffer, 0.625 ul de T4 DNA Ligase e 1,25 ul de adaptador Xba I ou Hind
[II para cada reacao). Os tubos sao colocados no termociclador no
programa Affy - LIG (16°C por 120 minutos, 70°C por 20 minutos, 4°C “for
ever”). Em seguida, os 25 pl de DNA ligado sao diluidos em 75 pl de H20.
Entao é preparado o PCR Master Mix (44 pl de H20, 10 ul de Pix
Amplification Buffer, 10 ul de PCR Enhancer, 2 pul de MgS0O4, 12 ul de
dNTP, 10 pl de PCR Primer, 2 pl de Pfx Polymerase e 10 pl de DNA ligado
diluido para cada reacao), nesta etapa sao feitos 3 tubos para cada
amostra. Os tubos sao levados de volta para a maquina no programa Affy -
PCR (94°C por 3 minutos, 30 ciclos de 94°C por 15 segundos, 60°C por 30
segundos, 68°C por 60 segundos, depois 68°C por 7 minutos e 4°C “for
ever”’). Em seguida, o produto de PCR ¢é purificado, quantificado e diluido
para 40ng/ul em volume total de 45 ul com EB Buffer. A proxima etapa € a
fragmentacao e para isso adiciona-se 5 ul de Fragmentation Buffer aos 45
ul de produto de PCR purificada. Prepara-se o reagente de fragmentacao, e
os tubos sao levados ao termociclador novamente no programa Affy —
FRAG (37°C por 35 minutos, 95°C por 15 minutos, 4°C “for ever”). Em

seguida €& preparado o mix de marcacao (14 ul de TdT Buffer, 2 ul de
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GeneChip DNA labelling Reagent, 3,5 ul de TdT para cada reacao),
adiciona-se 19,5 do mix em cada amostra e os tubos sao levados de volta
para a maquina no programa Affy-LAB (37°C por 120 minutos, 95°C por
15 minutos e 4°C “for ever”). O DNA marcado é misturado ao mix de
hibridacao (12 ul de MES, 13 ul de DMSO, 13 ul de Denhardt’s, 3 ul de
EDTA, 3 ul de HSDNA, 2 ul de OCR 0100, 3 ul de Cot-1 Humano, 1 ul de
Tween-20 e 140 ul de TMACL para cada reacao). Os tubos sao levados ao
termociclador para a desnaturacao, Affy — HYB (95°C por 10 minutos e
48°C por 2 minutos). Sao colocados 200 pl da mistura de hibridacao
desnaturada de cada amostra nos chips de array. Os chips sao levados ao
forno de hibridacdo e deixados a 48°C por 16 horas, a 60 rotacdes por
minuto. Apoés a hibridacdo os chips sao levados a estacao fluidica onde
ocorre a lavagem e coloracao dos arrays. Entao, os arrays sao escaneados

e os resultados armazenados em um banco de dados no computador.

II1.2.1.5 - Interpretacao dos resultados de array

A analise do numero de copias € feita pela intensidade de
hibridacao. Cada sonda do array € analisada e dividida em 4 categorias
quanto a sua intensidade de hibridacdo, sendo “zero” nao informativo,
“um” delecao, “dois” sem alteracao e “trés” duplicacdao. Os dados sao
analisados no programa CNAG, da Universidade de Tokyo, especifico para
estudo de variacdo de numero de copias, no qual sdo comparados a
controles normais e € possivel observar as alteracoes e obter as

informacoes sobre elas, como tamanho, localizacao e sondas envolvidas.
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kit MLPA - “Salsa PO36B Human Telomere”

Localizacao Gene detectado pela
. Nome da sonda
cromossomica sonda

1p CAB45 2271-L1763
2p ACPI 2274-L1765
3p CHL1 1721-L1329
4p FLJ20265 2005-L2047
Sp PDCD6 1723-L1327
6p IRF4 1724-1L2048
7P CENTA1 2275-L2049
8p FBX025 2397-L1845
9p DMRT1 1727-L2050
10p KIAA0934 2277-L1768
11p RIC-8 3315-L2733
12p SLC6A12 2276-L1767
“13p” PSPC1 2399-L1847
“14p” HEII0 1732-L1318
“15p” CYFIPI 1733-L1317
16p POLR3K 1734-L1316
17p RPH3AL 1735-L1315
18p USP14 1736-L2051
19p CDC34 1737-L1313
20p SOX12 2396-L1844
“21p” RBM11 1739-L1311
“22p” BID 1740-L1310
X/Yp SHOX 1148-L1331
1q KIAA1720 2392-1L2149
2q CAPN10 1742-L1308
3q BDH 2013-L2052
4q FRG1 2582-L2055
5q GNB2L1 3319-L2737
6q PSMBI1 1746-L1304
7q VIPR2 1747-L1303
8q KIAA0150 1748-L1302
9q MRPLA4 1 1749-L1301
10q PAO 2554-1L2018
11q KIAA0056 1751-L1299
12q ZNF10 2687-L2154
13q F7 1753-L1297
14q MTA1 2778-L2201
15q ALDH1A3 1755-L1295
16q GAS11 / GASS8 3201-L2669
17q TBCD 1757-L1293
18q FLJ21172 1758-L1292
19q BC-2 3226-1L2938
20q OPRL1 2688-1.2884
21q HMT1 2586-L2059
22q RABL2B 1762-1L1289
X/Yp SYBL]1 1763-L2150



kit MLPA - “Salsa P106 MRX”

Localizacao Gene detectado pela N
~ . ome da sonda
cromossomica sonda
Sonda controle
2ql4 sitética
Y-014.5 ury NPKOO1-L0O464
Y-014.0 DBY (DDX3Y) NPK003-L0313
Xqll.2 Sonda controle 1690-L0423
Xq28 GDI1 2916-L4199
Xq27.3 FMR]1 2928-L3720
Xq22.3 FACL4 2935-L2326
Xq28 FMR2 3511-L4202
Xpll.4 TM4SF2 2903-L2297
Xq27.3 FMR]1 2927-L3721
Xq26 ARHGEF6 2901-L2295
Xp22.2 RPS6KA3 2907-L2301
Xq22.3 FACL4 2155-L1607
Xp22.1 ARX 3514-12291
Xq26 ARHGEF6 2902-L4460
Xq23 DCX 4123-L3480
Xp22.1 ARX 2898-1L4200
Xp22.1 IL1IRAPL1 2922-14201
Xq28 FMR2 3516-1L2322
Xq22.3 FACL4 3512-L1606
Xq28 FMR2 2933-L2324
Xpll.4 TM4SF2 2904-1L2298
Xq23 DCX 4124-13481
Xq28 FMR2 0493-L0369
Xp22.1 IL1IRAPL]1 2920-L2314
Xq28.1 SLC6AS8 1876-L1445
Xpl1.23 PQBPI 2918-1L2878
Xq23 DCX 4121-L3478
Xp22.1 IL1IRAPL]1 2921-L2315
Xq28 FMR2 2932-1L2323
Xq26 ARHGEF6 3719-L2293
Xq24 AGTR2 2925-1L2319
Xp22.2 RPS6KA3 2906-L2300
Xql2 OPHN1 2912-L2306
Xq28 GDI1 2917-L2311
Xq23 PAK3 2908-L3178
Xpl11.23 PQBP1 3520-L2313
Xq23 PAK3 3521-L2304
Xql2 OPHN1 2913-L2307
Xq23 PAK3 2909-L2303
Xp22.1 IL1IRAPL]1 2923-L2317
Xql2 OPHN1 2914-1L2308
Xq26 ARHGEF6 3720-L2294
Xp22.2 RPS6KAS3 3762-1L2299
Xq28.1 SLC6AS8 1872-L1441

Xql2 OPHN1 2915-L2309



kit MLPA - “Salsa PO15 MECP2”

Localizacao Gene detectado pela
. Nome da sonda
cromossomica sonda

8q24 Sonda controle 05169-L04550
Xq28 GDI1 02916-L04199
Exon 10 CDKL5 06466-L06567
1p13 Exon 1 NTNG1I 06478-L06568
Exon 2 ARX 06453-L06569
10926 Sonda controle 08222-L07936
Xqg28 SLC6A8 01879-L01448
Xq28 IRAK1 10835-L12500
Exon 1 MECP2 10836-L11493
Exon 3 CDKL5 06458-L05984
Exon 3 MECP2 10839-L11496
10921 Sonda controle 08747-L11148
Exon 1 MECP2 03409-L02797
Exon 4 MECP2 10842-L12494
Exon 1 MECP2 03770-L13387
Xq28 FvIIl 06288-L05892
Exon 5 ARX 06455-L05981
Xq28 LICAM 07051-L06660
Exon 2 MECP2 03768-L03229
Exon 4 MECP2 01769-L01333
5q35 Sonda controle 01306-L11227
Exon 4 MECP2 01768-L01332
Exon 6 CDKL5 06462-L05988
Exon 1 MECP2 02002-L01335
1p13 Exon 5 NTNG1 06487-L06013
13q14 Sonda controle 01789-L01353
Xq28 DKC1 08629-L08645
Exon 15 CDKL5 06471-L05997
Exon 4 MECP2 01347-L12498
Exon 4 MECP2 10841-L11498
Exon 3 MECP2 01348-L12499
9q34 Sonda controle 03013-L02453
Exon 2 MECP2 01349-L12497
Xq28 IDH3G 01887-L01456
Exon 3 MECP2 10840-L11497
Exon 9 CDKL5 06465-L05991
13q14 Sonda controle 01796-L01359
Xq28 IRAK1 01770-L01334
1p13Exon 6 NTNG1 06488-L06014
1p13Exon 3 NTNG1 06483-L06009
Xq28 FLNA 04138-L03495
Xg28-PAR VAMP7 (SYBL1) 01094-L00659
11923 Sonda controle 02674-L02141
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kit MLPA - “Salsa P224 PPARG”

Localizacao
cromossomica
17ql1
Exon 4
Exon 7
16924
Exon 5
Exon 8
3p21
Exon 6
Exon 1
3p25 (XPC)
Exon 2
15921
Exon 2B
3ql1
3p25 (GHRL)
9p21
Exon 3
11923

Gene detectado pela

sonda

Sonda controle
PPARG
PPARG

Sonda controle
PPARG
PPARG

Sonda controle
PPARG
PPARG

Sonda controle
PPARG

Sonda controle
PPARG

Sonda controle

Sonda controle

Sonda controle
PPARG

Sonda controle

Nome da sonda

3780-L3289
6903-L7132
6906-L7672
1706-L1274
6904-L7673
6907-L7133
3560-L2926
6905-L6485
7470-L6479
6113-L5568
6900-L6480
2470-L1914
6901-L7674
5296-L4684
2266-L1752
1293-L0838
6902-L6482
2663-L2130
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kit MLPA - “Salsa P220 Obesity”

Locallza}ga.o Gene detectado pela Nome da sonda
cromossomica sonda
Exon 3 LEP 8882-L.08938
Exon 1 SIM 1 7292-1.06929
Exon 1 MC4R 2848-1.02278
6ql16.3 CDC2L6 3945-L03403
Exon 1 SIM 1 7293-L09970
Exon 1 MC3R 8885-L08941
Exon 2 SIM 1 7294-L06931
Exon 17 LEPR 8873-L09971
Exon 10 LEPR 8870-L09983
Exon 3 SIM 1 7295-L06932
Exon 4 LEPR 8867-L08923
Exon 2 LEP 8880-L08936
Exon 4 SIM 1 7296-1L.09972
6q16.3 COQ3 7312-L06949
Exon 4 POMC 8879-L08935
Exon 1 MC3R 8884-1.08940
Exon 6 LEPR 8868-L08924
Exon 6 LEPR 7298-1.06935
Exon 19 MC4R 8874-1L.08930
Exon 1 SIM 1 8883-L.08939
Exon 7 NR2E]1 7299-L06936
6q16.3 SIM 1 3939-L09973
Exon 8 LEPR 7300-L06937
Exon 20 LEP 8875-L09974
Exon 3 SIM 1 8881-L08937
Exon 9 POMC 7301-L06938
Exon 2 LEPR 8877-L08933
Exon 2 SIM 1 8866-L08922
Exon 9 pPOMC 7302-L06939
Exon 3 POMC 8878-L08934
Exon 15 LEPR 8872-L08928
Exon 10 SIM 1 7303-L09975
Exon 13 LEPR 8871-L08927
6ql16.3 GRIK2 7309-L06946
Exon 11 SIM 1 7304-L09976
Exon 8 LEPR 8869-L08925
Exon 1 MC2R 2847-L02277

Exon 1 POMC 8876-L08932



II1.2.2 - Estudos citogenéticos

I11.2.2.1 - Cultura de linfécitos

A analise citogenética foi feita a partir de cultura temporaria de
linfocitos, segundo método descrito por Moorhead et al. (1960) modificado
e empregado rotineiramente no laboratorio.

Para o estudo cromossomico foram coletados, de cada paciente e de
seus pais, Sml de sangue periférico em seringa esterilizada com paredes
heparinizadas, a fim de evitar a coagulacao sangiiinea. Para cada paciente
foi feito um vidro de cultura de 10 ml. Ao meio de cultura RPMI foram
adicionados 20% de soro fetal bovino, 1% de fitohemoglutamina e 0,1% de
L-glutamina. Os vidros com o meio de cultura ja com sangue inoculado
foram colocados na estufa a 37° C, la permaneceram por 72 horas. Pouco
antes de completar este periodo adicionou-se 200 pl de colchicina 4.10-7
ao meio de cultura e os vidros permaneceram na estufa por mais 45
minutos. Ao término deste periodo, o conteudo dos vidros foi transferido
para tubos e centrifugados durante 5 minutos a 1500 rpm. Depois de
desprezar todo o sobrenadante foi adicionado 7 ml de solucao hipotonica
em cada tubo dando um intervalo de 30 minutos. Apos o intervalo,
adicionou-se 2 ml de fixador em cada tubo. O fixador é preparado com trés
partes de metanol para uma parte de acido acético. O material foi
ressuspendido e centrifugou-se, novamente, por 5 minutos na mesma
rotacao. Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se mais 5 ml de fixador,

ressuspendeu-se o material e centrifugou-se, novamente, por S minutos
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na mesma rotacao. Este processo foi realizado mais duas vezes, portanto,
ocorreram trés etapas de lavagem. Pingou-se o material em laminas

previamente molhadas e geladas, e colocadas sobre o banho Maria.

I11.2.2.2 - Analise cromossOmica por coloraciao convencional

Para analise convencional as laminas foram coradas com Giemsa.
Para coloracao colocou-se uma solucao tampao fosfato (NaoHPO4 0,03M e
NaH2PO4 0,03M) sobre a lamina e corante Giemsa a 4% por cinco
minutos e foram observadas em microscopio Optico. Onze metafases de

cada um dos pacientes e de seus pais foram analisadas.

I11.2.2.3 - Analise cromossOmica por bandamento GTG

A técnica de bandamento GTG foi usada para a identificacao dos
cromossomos. As laminas foram envelhecidas uma semana em meédia e
entao colocadas na estufa a 37° C durante a noite e encubadas em 2xSSC
( cloreto de sodio 0,3M e citrato trissodico 0,03M) por 5 minutos a 65°C.
Em seguida, foram lavadas em 2xSSC a temperatura ambiente, em agua
destilada e tratadas com uma solucao de tripsina 0.025% em tampao
fosfato Sorensen (NagHPO4 0,03M e KH>PO4 0,03M) pH 6,8 a temperatura
ambiente por tempo variavel de 10 a 50 segundos. Posteriormente foram
lavadas em agua destilada e coradas com solucao Giensa a 4% em

tampao fosfato Sorensen por 10 minutos.
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As metafases com boa dispersdo cromossomica foram selecionadas
em estudo microscopico e analisadas. A captacao das imagens foi pelo

programa lkaros Metasystem por camara de video.

I11.2.2.4 - Analise por Hibridacao in situ fluorescente (FISH) utilizando

BACs

Foram utilizados, como sondas, segmentos cromossomicos clonados
em cromossomos artificiais de bactérias (BACs), mapeados nas regides
cromossOmicas de interesse. Os clones foram selecionados nos mapas
obtidos dos bancos de dados Ensemble Genome Browser, University of
Califérnia Santa Cruz Genome Bioinformatics (UCSC). Os BACs foram
gentilmente cedidos pela Dra. Carla Rosemberg, do Departamento de
Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de Biociéncias da Universidade
de Sao Paulo.

As linhagens bacterianas foram plaqueadas em meio de cultura LB-
agar com o antibidtico pertinente para a selecao das bactérias resistentes
que continham os BAC. Apos crescimento por um dia em estufa a 37°C, as
colonias foram amplificadas em meio TYB, em agitador com temperatura
constante de 37°C overnight. A extracao de DNA foi realizada segundo o
protocolo fornecido pelo CHORI, com substituicao do ultimo passo por 30
minutos em banho a 37°C.

As sondas foram marcadas por nick translation com biotina ou
digoxigenina pela incorporacdo dos nucleotideos Bio-16-dUTP ou Dig-11-

dUTP, utilizando-se os Kits Biotin-Nick Translation Mix ou Dig-Nick
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Translation Mix (Roche), respectivamente, conforme instrucoes do
fabricante. As sondas foram submetidas a supressao de sequéncias
repetitivas pela adicdo de DNA humano COT-1 (Invitrogen). As sondas
foram ressuspendidas em cerca de 20 ul de meio de hibridacao, que
consiste de formamida 50% e dextran sulfato a 10%, em 2xSSC e
desnaturadas a 100°C por 10 minutos. Para a desnaturacao dos
cromossomos, utilizou-se formamida 70% em 2xSSC por 2 minutos a
70°C — 75°C. A sonda foi aplicada sobre a lamina, que foi coberta com
laminula e mantida em camara umida em estufa a 37°C overnight.
Seguiram-se dois banhos de 50% formamida em 2xSSC, de um minuto,
um banho de 2xSSC a 37°C, de cerca de 3 minutos, e um banho de 5
minutos de PBT (PBS acrescido de 0,1% Tween 20 e 0,15% BSA-Sigma) a
temperatura ambiente. Para a imunocoloracdao, no caso de sonda marcada
com biotina, utilizou-se avidina conjugada a FITC (1:50 em PBT). Para as
sondas marcadas com digoxigenina, utilizou-se a anti-digoxigenina
conjugada a rodamina (1:100 em PBT). A incubacao foi realizada em
camara umida, no escuro, em estufa a 37°C por 45 minutos. Apos dois
banhos de PBT de 5 minutos cada a temperatura ambiente, as laminas
foram coradas com o corante DAPI (Sigma; 0,8 ng/ul). A analise foi
realizada em microscopio de fluorescéncia Axiophot 2 motorizado (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As metafases foram capturadas com o
auxilio de uma video camera de alta resolucao e do programa ISIS
Metasystem. Para cada paciente foram analisadas no minimo 30

metafases.
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IV - RESULTADOS

Estudamos 141 pacientes, dos quais 116 vieram ao nosso Servico
com suspeita clinica de sindrome de Prader-Willi. Esses pacientes foram
analisados pelo teste genético especifico para diagnosticar a sindrome de
Prader-Willi chamado “Estudo do padrao de metilacao da regiao PWS/AS.
Esses testes genéticos foram realizados pela Dra. Monica Castro Varela e
apresentaram resultado negativo para esta sindrome. Foi preenchida uma
ficha de anamnese com a historia gestacional, as caracteristicas fisicas e
de comportamento dos pacientes. Todos os pacientes apresentam atraso
do DNPM e/ou dificuldade de aprendizado, disturbio de comportamento e
obesidade e/ou hiperfagia. Os pacientes estudados tem idades entre 8

meses e 31 anos, 85 sao do sexo masculino e 56 do sexo feminino.

IV.1 - Estudo subtelomérico por MLPA

Estudos revelaram que rearranjos subteloméricos cripticos sao
responsaveis por uma proporcao consideravel de casos de RM inespecifico,
associado ou nao a dismorfismos e/ou anomalias congénitas (Flint and
Knight, 2003), portanto todos os pacientes foram estudados com o kit
subtelomeérico.

Dentre os pacientes estudados, 137 deles apresentaram resultado

normal e 4 apresentaram alteracoes. Foram encontradas duas dele¢coes no
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braco curto do cromossomo 1, uma delecio no braco curto do
cromossomo 2 e uma delecdo no braco curto do cromossomo 3 e

duplicacao no braco longo do cromossomo 11.

Paciente OS15

A analise de MLPA do paciente OS15 com o kit PO36 levou ao
diagnostico da sindrome de monossomia 1p36 e € apresentada na Figura
1 (pag 66).

A paciente do sexo feminino, com 8 anos de idade na ocasiao da
primeira consulta em nosso servigco (2002), apresentou historia clinica de
retardo de crescimento pré-natal, hipotonia, dificuldade de alimentacao,
atraso de DNPM (andou com 3 anos e aos 7 comecou a falar), obesidade
e hiperfagia, alto limiar para dor, (auto) agressdo, microcefalia e
braquicefalia, orelhas baixo implantadas e posteriorizadas, olhos fundos,
sinofre, fenda palpebral com inclinacao para baixo, teve estrabismo nos
dois olhos corrigido, ponte nasal rebaixada, microstomia, labios finos,
queixo pontudo, pescoco curto, maos pequenas, clinodactilia de 4° e 5°
dedos. Esta paciente foi encaminhada ao nosso servico com suspeita da
sindrome de Prader-Willi e foi realizado o teste genético especifico que foi

normal.
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Paciente 0OS63

A analise de MLPA do paciente OS63 com o kit PO36 levou ao
diagnostico de uma delecao no brago curto do cromossomo 2 e é

apresentada na Figura 2 (pag 66).

A paciente do sexo feminino, com 7 anos e 6 meses de idade na
ocasido da primeira consulta em nosso servico (2006), apresentou historia
clinica de atraso de DNPM, obesidade e hiperfagia, distarbios de
comportamento, disturbios do sono, hipogonadismo, macrocefalia,
orelhas grandes, sinofre, epicanto, telecanto, fenda palpebral com
inclinacao para baixo, estrabismo, boca triangular, macrostomia, labios
grossos. Esta paciente foi encaminhada ao nosso servico com suspeita da
sindrome de Prader-Willi e foi realizado o teste genético especifico que
apresentou resultado normal. Os cariotipos da paciente e dos genitores
também foram estudados e apresentaram resultado normal. Os genitores
deste paciente foram analisados com o kit PO36 e apresentaram resultado
normal.

Assim que a técnica de SNP array com o kit “The GeneChip®
Mapping 100K Set” da Affymetrix se tornou disponivel em nosso
laboratorio a paciente OS63 também foi estudada por esta técnica. A
analise por SNP array confirmou a delecao no braco curto do cromossomo
2 encontrada na analise por MLPA e € apresentada na Figura 3 (pag 67).

O emprego do GeneChip Mapping 100K (Affymetrix) mostrou que a
delecao no cromossomo 2 (p25.3—pter) € de 3,1Mb. O ponto de quebra
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esta localizado em 2p25.3 entre os SNPs SNP_A-1748852 localizado em
3194600pb e SNP_A-1684916 localizado em 3481042pb, conforme o
Ensembl Genome Browser (versao 57.37D).

A analise por SNP-array dos genitores do paciente OS63 apresentou

resultados normais.

Paciente OS80

A analise de MLPA do paciente OS80 com o kit PO36 levou ao
diagnostico de uma delecao no braco curto do cromossomo 3 e duplicacao
no braco longo do cromossomo 11 e € apresentada na Figura 4 (pag 68).

O paciente do sexo masculino, com 8 meses de idade na ocasidao da
primeira consulta em nosso servico (2003), apresentou historia clinica de
retardo de crescimento pré-natal, hipotonia, dificuldade de alimentacao,
atraso de DNPM, obesidade e hiperfagia, microcefalia, fronte estreita,
olhos amendoados, boca pequena, maos pequenas e dedos afilados nas
pontas. Este paciente foi encaminhado ao nosso servico com suspeita da
sindrome de Prader-Willi e foi realizado o teste genético especifico que
apresentou resultado normal. O seu cariotipo foi estudado e apresentou
um cromossomo 3 derivado com material do braco longo do cromossomo
11 (fig 5, pag 68). O caridtipo de sua mae foi normal, o pai nao teve o
cariotipo estudado pois nao compareceu as consultas para nova coleta de
material. Os genitores deste paciente foram analisados com o kit PO36 e

apresentaram resultado normal.
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A fim de analisar os pontos de quebra envolvidos no rearranjo
encontrado neste paciente, foi utilizada a técnica de hibridacao in situ
fluorescente (FISH) por clones de BACs. Duas sondas foram utilizadas:
RP11-10H6 situada em 3p26.2 e RP11- 86C13 situada em 3p26.3. Na
hibridacao com a sonda RP11-10H6 foram observadas marcacoes nos dois
cromossomos 3, ja na hibridacao com a sonda RP11- 86C13 apenas um
dos cromossomos 3 encontrava-se marcado (Figura 6, pag 69).
Concluimos entdao que o ponto de quebra estaria entre RP11-10H6 e

RP11-86C13 e o tamanho da delecao seria de no maximo 3.3Mb.

Assim que a técnica de SNP array com o kit “The GeneChip®
Mapping 100K Set” da Affymetrix se tornou disponivel em nosso
laboratério o paciente OS80 também foi estudado por esta técnica.

A analise por array do paciente OS80 confirmou a delecao no braco
curto do cromossomo 3 e a duplicacao no braco longo do cromossomo 11

e € apresentada na Figura 7 (pag 70).

O emprego do GeneChip Mapping 100K (Affymetrix) mostrou que a
delecao no cromossomo 3 (p26.3—pter) € de 1,27Mb e o ponto de quebra
esta localizado em 3p26.3 entre os SNPs SNP_A-1665245 localizado em
1248300pb e SNP_A-1715718 localizado em 1275820pb e a duplicacao no
cromossomo 11(q22.3—qter) de 28,42Mb e o ponto de quebra esta
localizado em 11g22.3 entre os SNPs SNP_A-1719231 localizado em
105697057pb e SNP_A-1755713 localizado em 105756688pb, conforme o

Ensembl Genome Browser (versao 57.37D).
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A analise por SNP-array dos genitores do paciente OS80 apresentou

resultados normais.

Paciente 0S108

A analise de MLPA do paciente OS108 com o kit PO36 levou ao
diagnostico da sindrome de monossomia 1p36 e € apresentada na Figura

8 (pag 71).

A paciente do sexo feminino, com 31 anos e 5 meses de idade na
ocasiao da primeira consulta em nosso servico (2007), apresentou
historia clinica de atraso de DNPM, atraso da fala, obesidade e hiperfagia,
distarbios de comportamento, hipotonia, dificuldade de alimentacao,
hipercolesterolemia. Esta paciente foi encaminhada ao nosso servico com
suspeita da sindrome de Prader-Willi e foi realizado o teste genético

especifico que apresentou resultado normal.

As duas pacientes que apresentaram delecao 1p36 tiveram seus
estudos aprofundados em outro projeto, especifico para esta sindrome,

realizado em nosso laboratorio (D’Angelo et al., 2010).

VI.2 - Estudo de Retardo Mental ligado ao X por MLPA

O retardo mental de heranca ligada ao cromossomo X representa
3% de todos os casos de RM na populacao geral, associado ou nao a
dismorfismos e/ou anomalias congénitas. A sindrome do cromossomo X-

fragil € a causa em 15-25% desses casos, constituindo a forma mais
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comum de RM herdado. Dos 75% restantes, a maioria permanece sem
diagnostico especifico (Rejeb et al.,, 2009). Portanto todos os pacientes do
sexo masculino foram estudados com o kit MRX. Todos os pacientes
estudados apresentaram resultado normal. A figura 9 (pag 71) ilustra o

teste realizado em um dos pacientes estudados.

IV.3 - Estudo do gene MECP2 por MLPA

Estudos demonstraram que duplicacoes em MECP2 ocorrem com
freqiéncia em pacientes do sexo masculino com retardamento mental
grave (Lugtenberg et al, 2009; Sanlaville et al, 2009) e também foi
descrito um paciente com retardamento mental, obesidade e ginecomastia
que apresentou uma delecao “de novo” no gene MECP2 (Kleefstra et al.,
2002). Selecionamos 12 pacientes da nossa amostra, que apresentavam
estas trés caracteristicas, para serem estudados com o kit de MLPA do
gene MECP2. Todos os pacientes estudados apresentaram resultado
normal. A figura 10 (pag 72) ilustra o teste realizado em um dos pacientes

estudados.

IV.4 - Estudo do segmento cromossomico 3p25 por MLPA

Utilizamos o kit PPARG1 de MLPA para investigar o segmento 3p25,
onde esta o gene PPARGI relacionado a obesidade em 23 pacientes com

caracteristicas semelhantes ao paciente OS80, que apresentou uma
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delecao no braco curto do cromossomo 3. Todos os pacientes estudados
apresentaram resultado normal. A figura 11 (pag 72) ilustra o teste

realizado em um dos pacientes estudados.

IV.5 - Estudo por SNP Array com o kit “The GeneChip® Mapping 100K
Set” - Affymetrix

No decorrer de nosso projeto a técnica de SNP array com o kit “The
GeneChip® Mapping 100K Set” da Affymetrix se tornou disponivel. Foram
entdo escolhidos 19 pacientes que apresentavam retardo mental,
obesidade e outro sinal ao exame fisico que sugerisse alteracao
cromossOmica, tais como: orelhas de baixa implantacao, clinodactilia de
5° dedo das maos, fosseta pré-auricular bilateral, mamilos invertidos,

microcefalia e implantacao anormal dos artelhos.

Os pacientes OS63 e OS80, como referidos acima, também foram
estudados por esta técnica.
Dos 19 pacientes estudados, 13 apresentaram resultados normais e

seis apresentaram alteracoes, que serao descritas a seguir:

Paciente OS18

A analise por SNP array do paciente OS18 levou ao diagnoéstico de
uma delecao intersticial no braco longo do cromossomo 6 e € apresentada
na Figura 12 (pag 73).
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O emprego do GeneChip Mapping 100K (Affymetrix) mostrou que a
delecao intersticial no cromossomo 6 (q16.1-gq21) é de 13,2Mb. O ponto de
quebra proximal esta localizado em 6ql6.1 entre os SNPs SNP_A-
1649558 localizado em 95629083pb e SNP_A-1670933 localizado em
95943353pb, e o ponto de quebra distal esta localizado em 6q21 entre os
SNPs SNP_A-1735655 localizado em 108117633pb e SNP_A-1656503
localizado em 108158265pb, conforme o Ensembl Genome Browser
(versao 57.37D).

O paciente do sexo masculino, com 10 anos de idade na ocasidao da
primeira consulta em nosso servigco (2006), apresentou historia clinica de
hipotonia, atraso de DNPM, dificuldade de aprendizagem, disturbio de
comportamento, problemas na articulacado da fala, obesidade,
braquicefalia, fronte estreita, orelhas pequenas, maos pequenas, dedos
curtos e afilados nas pontas e implantacdao anormal dos artelhos. Este
paciente foi encaminhado ao nosso servico com suspeita da sindrome de
Prader-Willi e foi realizado teste genético que apresentou resultado

normal.

O caridtipo do paciente foi estudado e confirmou a delecao
intersticial no braco longo do cromossomo 6 (fig 13, pag 73). Os genitores
também tiveram seus cariotipos analisados e foram estudados pela

técnica de array, apresentando resultados normais.
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Paciente OS57

A analise por SNP array do paciente OS57 levou ao diagnostico de
uma duplicacdo intersticial no braco longo do cromossomo 14 e €

apresentada na Figura 14 (pag 74).

O emprego do GeneChip Mapping 100K (Affymetrix) mostrou que a
duplicacao intersticial no cromossomo 14 (ql11.2) € de 1Mb. O ponto de
quebra proximal esta localizado em 14ql1.2 entre os SNPs SNP_A-
1712407 localizado em 20987688pb e SNP_A-1740552 localizado em
20989352pb, e o ponto de quebra distal esta localizado em 14q11.2 entre
os SNPs SNP_A-1672055 localizado em 21987568pb e SNP_A-1702463
localizado em 21995892pb, conforme o Ensembl Genome Browser (versao

57.37b).

O paciente do sexo masculino, com 4 anos e 3 meses de idade na
ocasiao da primeira consulta em nosso servico (2006), apresentou historia
clinica de hipotonia, atraso de DNPM, dificuldade de aprendizagem,
agressividade, hiperatividade, problemas na articulacao da fala,
obesidade, achatamento da porcao mediana da face, microcefalia,
braquicefalia, sobrancelha alongada, sinofre, olhos fundos, hipotelorismo,
estrabismo, orelhas posteriorizadas, clinodactilia e mamilos invertidos.
Este paciente foi encaminhado ao nosso servico para investigacao da
sindrome de Prader-Willi, porém por ndo possuir as principais

caracteristicas desta sindrome foi redirecionado ao estudo das regioes
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subteloméricas de todos os cromossomos e apresentou resultado normal
para este teste. O cariotipo deste paciente foi normal.
Os genitores também tiveram seus caridtipos analisados e foram

estudados pela técnica de array, apresentando resultados normais.

A fim de validar a duplicacdo encontrada neste paciente, foi
utilizada a técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH) por clones de
BACs. Duas sondas foram utilizadas: RP11- 84C10 situada em 14q11.2
dentro da regiao duplicada e RP11- 98N22 situada em 14ql1.2 fora da
regiao duplicada. Na hibridacao com a sonda RP11- 84C10 foram
observadas marcacoes nos dois cromossomos 14, com intensidades
diferentes, ja na hibridacao com a sonda RP11- 98N22, marcacdoes nos

dois cromossomos 14, com a mesma intensidade (Figura 15, pag 75).

Paciente OS96

A analise por SNP array do paciente OS96 levou ao diagnostico de
uma delecao intersticial no braco curto do cromossomo X e € apresentada

na Figura 16 (pag 76).

O emprego do GeneChip Mapping 100K (Affymetrix) mostrou que a
delecao intersticial no cromossomo X (p22.13-p22.12) € de 2,6Mb. O
ponto de quebra proximal esta localizado em Xp22.12 entre os SNPs
SNP_A-1658263 localizado em 20373693pb e SNP_A-1736705 localizado
em 19593291pb, e o ponto de quebra distal esta localizado em Xp22.13

entre os SNPs SNP_A-1693167 localizado em 17973677pb e SNP_A-
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1646355 localizado em 17764213pb, conforme o Ensembl Genome

Browser (versao 57.37b).

A paciente do sexo feminino, com 4 anos e 9 meses de idade na
ocasidao da primeira consulta em nosso servico (2006), apresentou
histoéria clinica de atraso de DNPM, obesidade, convulsdes, auséncia de
fala e fossetas pré-auriculares. Esta paciente foi encaminhada ao nosso
servico diretamente para o estudo de obesidade sindromica. O cari6tipo da

paciente e de sua mae foram normais.

Os genitores do paciente OS96 nao foram estudados pela técnica de
array, pois nao compareceram as consultas marcadas para a coleta de

material.

A fim de validar o rearranjo encontrado neste paciente, foi utilizada
a técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH) por clones de BACs.
Duas sondas foram utilizadas: RP11- 421K1 situada em Xp22.13, dentro
da regiao deletada e RP11- 431J24 situada em Xp22.2, fora da regiao
deletada. Na hibridacdao com a sonda RP11 -431J24, foram observadas
marcacoes nos dois cromossomos X, ja na hibridacdao com a sonda RP11-
421K1 apenas um dos cromossomos X encontrava-se marcado (Figura 17,

pag 77).
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Paciente OS117

A analise por SNP array da paciente OS117 (irma gémea de OS118)
levou ao diagnoéstico de uma delecao intersticial no braco longo do

cromossomo 12 e é apresentada na Figura 18 (pag 78).

O emprego do GeneChip Mapping 100K (Affymetrix) mostrou que a
delecao intersticial no cromossomo 12 (q15—q21.1) € de 2,6Mb. O ponto de
quebra proximal esta localizado em 12q15 entre os SNPs SNP_A-1700417
localizado em 68738230pb e SNP_A-1696062 localizado em 68844599pb,
e o ponto de quebra distal esta localizado em 12g21.1 entre os SNPs
SNP_A-1731040 localizado em 71595491pb e SNP_A-1664949 localizado

em 71643924pb, conforme o Ensembl Genome Browser (versao 57.37b).

A paciente do sexo feminino, com 9 anos e 5 meses de idade na
ocasiao da primeira consulta em nosso servico (2006), apresentou
historia clinica de atraso de DNPM, obesidade, agressividade, leucemia
com 1 ano e 8 meses, convulsoes durante a quimioterapia, atraso da fala,
facies grande e quadrada, orelhas de baixa implantacao, labios finos,
clinodactilia e alteracoes oftalmologicas. Esta paciente foi encaminhada ao
nosso servico com suspeita da sindrome de Prader-Willi e foi realizado
teste genético que apresentou resultado normal. O cariotipo da paciente

também foi normal.

A fim de validar o rearranjo encontrado neste paciente, foi utilizada

a técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH) por clones de BACs.
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Duas sondas foram utilizadas: RP11- 11G4 situada em 12q15, dentro da
regiao deletada e RP11- 444B24 situada em 12ql5, fora da regiao
deletada. Na hibridacao com a sonda RP11 - 444B24, foram observadas
marcacoes nos dois cromossomos 12, ja na hibridacdo com a sonda RP11-
11G4 apenas um dos cromossomos 12 encontrava-se marcado (Figura 19,
pag 79). O mesmo teste foi realizado em sua irma gémea, revelando que
ela também apresenta a delecao no braco longo do cromossomo 12 (Figura

20, pag 80).

Paciente OS118

A analise por SNP array da paciente OS118 foi realizada depois do
teste de FISH pois o DNA nao apresentou boa qualidade para estudo e
uma nova coleta de material se fez necessaria. O estudo por array, assim
como em sua irma, levou ao diagnoéstico de uma delecao intersticial no

braco longo do cromossomo 12 e € apresentada na Figura 21 (pag 81).

A paciente do sexo feminino, assim como sua irma (0OS117),
compareceu a primeira consulta em nosso servico (2006) com 9 anos e 5
meses de idade, apresentou historia clinica de atraso de DNPM,
obesidade, atraso da fala, déficit de atencao, hiperatividade, facies grande
e quadrada, orelhas de baixa implantacdo, labios finos, clinodactilia e
alteracoes oftalmologicas. Esta paciente foi encaminhada ao nosso servico

com suspeita da sindrome de Prader-Willi e foi realizado teste genético que
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apresentou resultado normal. O cari6étipo da paciente também foi

normal.

Os genitores das pacientes OS117 e OS118 também tiveram seus
cariotipos analisados e foram estudados pela técnica de array,

apresentando resultados normais.

Paciente OS36

A analise por SNP array do paciente OS36 levou ao diagnostico de
uma duplicacao intersticial no braco longo do cromossomo X e €

apresentada na Figura 22 (pag 82).

O emprego do GeneChip Mapping 100K (Affymetrix) mostrou que a
duplicacao intersticial no cromossomo X(q26.3) € de 1,2Mb, o ponto de
quebra proximal esta localizado entre o SNP_A-1704115 e o SNP_A-
1723642 (localizados em 136303783pb e 136351855, respectivamente,
conforme o Ensembl Genome Browser (versao 57.37b).) e o ponto de
quebra distal esta localizado entre o SNP_A-8288135 e o SNP_A-1687271
(localizados em 137530619pb e 13763847 1pb, respectivamente, conforme

o Ensembl Genome Browser (versao 57.37b).

O paciente do sexo masculino, com 11 anos e 6 meses de idade na
ocasiao da primeira consulta em nosso servico (2006), apresentou
historia clinica de atraso de DNPM, obesidade, epilepsia parcial, déficit de
linguagem, maos e pés pequenos. Este paciente foi encaminhado ao nosso

servico com suspeita da sindrome de Prader-Willi e foi realizado teste
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genético que apresentou resultado normal. O cariétipo do paciente

também foi normal.

Apesar da confirmacao deste resultado nao ter sido realizada por
outra técnica, pois o paciente ndo compareceu a consulta marcada para
nova coleta de material, consideramos o resultado valido pelo fato de o
teste do array ser dividido em dois chips com sondas de SNPs diferentes e
o mesmo resultado foi encontrado nos dois, portanto € como se um teste
validasse o outro. Outros estudos serao realizados assim que o DNA

estiver disponivel.

IV.6 - Estudo do segmento cromossomico 6q16 por MLPA

Utilizamos o kit “Obesity” de MLPA para investigar o segmento 6q16,
onde esta localizado o gene SIMI relacionado a obesidade em 28 pacientes
com caracteristicas semelhantes ao paciente OS18, que apresentou uma
delecao no braco longo do cromossomo 6, e que também foi estudado por
este teste como controle. Todos os pacientes estudados apresentaram
resultado normal. A figura 23 (pag 83) ilustra o teste realizado no paciente
0OS18.

A Tabela 11 (pag 84) apresenta os testes realizados em cada

paciente estudado.

As fotos dos pacientes que apresentaram alteracoes cromossomicas
estao na figura 24 (pag 89).
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Analise de MLPA com o software Fragment Profiler utilizando o kit subtelomérico
(“PO36 Human Telomere MLPA kit”). (A) DNA controle (B) DNA da paciente OS15. Comparada a

reacdo controle, o pico de area relativo do produto de amplificacdo da sonda da regidao 1p esta
diminuido em ~ 35-50% no DNA genoémico do paciente (seta).
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1p2p3p 4p 5p 6p 7p8p 9p 10p 12p “4p” 16p 18p 20p “22p" 19 2q 3q 4q 5q6q 7q 8q 9q10q 129 149 16q 18q 20q
Mp  “3p" “5" 17p 19 “21p” Xp 1g 13q 159 179 19q 21q X4

Analise de MLPA com o software Fragment Profiler utilizando o kit subtelomérico
(“PO36 Human Telomere MLPA kit”). (A) DNA controle (B) DNA da paciente OS63. Comparada
a reacdo controle, o pico de area relativo do produto de amplificacdo da sonda da regido 2p
esta diminuido em ~ 35-50% no DNA genémico do paciente (seta).
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Analise do array “The GeneChip® Mapping 100K Set” na paciente OS63, utilizando
o software especifico para analise de numero de copias. (A) Tela de visualizacao de todos os
cromossomos, a seta indica alteracdo no cromossomo 2. (B) Tela de visualizacdo do
cromossomo 2, as setas indicam a delecdo em 2p25.3.
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Analise de MLPA com o software Fragment Profiler utilizando o kit subtelomérico
(“PO36 Human Telomere MLPA kit”). (A) DNA controle (B) DNA do paciente OS80. Comparada a
reacdo controle, o pico de area relativo do produto de amplificacdo da sonda da regiao 2p esta
diminuido em ~ 35-50% no DNA genémico do paciente e o pico em 11q aumentado (setas).

{

Cariétipo parcial do paciente OS80. Par de cromossomos 3 em bandamento GTG A
seta indica o cromossomo 3 derivado com material do braco longo do cromossomo 11.
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FISH do paciente OS80. (A) utilizando a sonda RP11-10H6, os dois cromossomos 3
estdo marcados. (B) utilizando a sonda RP11- 86C13, apenas uma marcacao é observada
evidenciando a auséncia desta regido em um dos cromossomos 3.
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Analise do array “The GeneChip® Mapping 100K Set” no paciente OS80, utilizando o
software especifico para analise de nimero de copias. (A) Tela de visualizacao de todos os
cromossomos, as setas indicam as alteracdes nos cromossomos 3 e 11. (B) Tela de visualizacao
do cromossomo 3, as setas indicam a delecado em 3p26.3. (C) Tela de visualizacdo do
cromossomo 11, as setas indicam a duplicacdo em 11q22.3.
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Analise de MLPA com o software Fragment Profiler utilizando o kit subtelomérico
(“PO36 Human Telomere MLPA kit”). (A) DNA controle (B) DNA da paciente OS108. Comparada
a reacdo controle, o pico de area relativo do produto de amplificacado da sonda da regiao 1p
esta diminuido em ~ 35-50% no DNA genémico do paciente (seta).
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Analise de MLPA com o software Fragment Profiler utilizando o kit Retardo mental
ligado ao X (“P106 MRX MLPA kit”). (A) DNA controle (B) DNA do paciente OS4. Os picos de
area relativo do produto de amplificacdo de todas as sondas estdo do mesmo tamanho dos
da reacao controle, indicando resultado normal para este teste.
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Analise de MLPA com o software Fragment Profiler utilizando o kit do gene MECP2
(“PO15 MECP2 MLPA kit”). (A) DNA controle (B) DNA do paciente OS10. Os picos de area
relativo do produto de amplificacdo de todas as sondas estdo do mesmo tamanho dos da
reacdo controle, indicando resultado normal para este teste.
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Analise de MLPA com o software Fragment Profiler utilizando o kit do gene PPARG
(“P224 PPARG MLPA kit”). (A) DNA controle (B) DNA da paciente OS25. Os picos de area
relativo do produto de amplificacdo de todas as sondas estdo do mesmo tamanho dos da
reacdo controle, indicando resultado normal para este teste.
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Analise do array “The GeneChip® Mapping 100K Set” no paciente OS18,
utilizando o software especifico para analise de nimero de copias. (A) Tela de visualizacao
de todos os cromossomos, a seta indica alteracdo no cromossomo 6. (B) Tela de visualizacao
do cromossomo 6, as setas indicam a delecdo em 6q16-q21.

‘--
-

P X

Cari6tipo parcial do paciente OS18. Ideograma e par de cromossomos 6 em
bandamento GTG, mostrando o cromossomo deletado (a esquerda) e o nado-deletado (direita). A
barra vermelha indica a regido da delecao.

73



File Data Automation Parameter Wiew ‘Window Help =] =
EI" E’G‘slm|§ -ds’-_uw_uuumu

AUTH SELF —F—

B

File Data Automation Parameber View ‘Window Help =0
6 B 5o o v [ S5 5 2 =0 | o W W |B R EE e o | S8 66 M, [ | R
0Ss57
Ch14 B

Analise do array “The GeneChip® Mapping 100K Set” no paciente OS57,
utilizando o software especifico para analise de nimero de copias. (A) Tela de visualizacao
de todos os cromossomos, a seta indica alteragao no cromossomo 14. (B) Tela de visualizacao
do cromossomo 14, as setas indicam a duplicacdo em 14q11.2.
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FISH do paciente OS57. (A) utilizando a sonda RP11- 98N22 , os dois
cromossomos 14 estdo marcados com a mesma intensidade. (B) utilizando a sonda RP11-
84C10, os dois cromossomos 14 estdo marcados com intensidades diferentes, assim como
em todas as metafases analisadas, evidenciando a duplicacao desta regido.
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Analise do array “The GeneChip® Mapping 100K Set” na paciente OS96,
utilizando o software especifico para analise de nimero de copias. (A) Tela de visualizacao
de todos os cromossomos, a seta indica alteracdo no cromossomo X. (B) Tela de visualizacao
do cromossomo X, as setas indicam a delecao em Xp22.13-p22.12.
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FISH da paciente OS96. (A) utilizando a sonda RP11-431J24, os dois
cromossomos X estdo marcados. (B) utilizando a sonda RP11- 421K1, apenas uma marcacao
é observada evidenciando a auséncia desta regido em um dos cromossomos X.
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Analise do array “The GeneChip® Mapping 100K Set” na paciente OS117,
utilizando o software especifico para analise de nimero de cépias. (A) Tela de visualizacao de
todos os cromossomos, a seta indica alteracdo no cromossomo 12. (B) Tela de visualizacao do
cromossomo 12, as setas indicam a delecdo em 12q15—q21.1.

78



FISH da paciente OS117. (A) utilizando a sonda RP11- 444B24 , os dois
cromossomos 12 estdao marcados. (B) utilizando a sonda RP11- 11G4, apenas uma marcacao é
observada evidenciando a auséncia desta regido em um dos cromossomos 12.
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FISH da paciente OS118. (A) utilizando a sonda RP11- 444B24 , os dois
cromossomos 12 estdo marcados. (B) utilizando a sonda RP11- 11G4, apenas uma marcacao €
observada evidenciando a auséncia desta regido em um dos cromossomos 12.
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Analise do array “The GeneChip® Mapping 100K Set” na paciente OS118,
utilizando o software especifico para analise de numero de copias. (A) Tela de visualizacao de
todos os cromossomos, a seta indica alteracdo no cromossomo 12. (B) Tela de visualizacao do
cromossomo 12, as setas indicam a delecdoem 12q15-q21.1.
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Analise do array “The GeneChip® Mapping 100K Set” no paciente OS36, utilizando
o software especifico para analise de numero de cépias. (A) Tela de visualizacdo de todos os
cromossomos, a seta indica alteracdo no cromossomo X. (B) Tela de visualizacdo do
cromossomo X, as setas indicam a duplicacdo em Xq28.
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Analise de MLPA com o software Fragment Profiler utilizando o “P220 Obesity
MLPA kit”. (A) DNA controle (B) DNA do paciente OS18. Comparada a reacdo controle, o pico
de area relativo do produto de amplificacdo das sondas da regido SIMI esta diminuido em ~
35-50% no DNA gendémico do paciente (setas).
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Paciente
0OS1
0S2
0S3
0S4
0S5
0S6
oSs7
0S8
0S9
0OS10
0OS11
0S12
0S13
0S14
0S15
0S16
0S17
0S18
0S19
0S20
0S21
0S22
0S23
0S24
0S25
0S26
0S27
0S28

Testes realizados em cada paciente estudado.

Sexo

EEETmEEEEE9n S EEmEEEEREREELEELEE

MLPA Sub
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
(del 1p)
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

MLPA MRX MLPA MECP2

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal

Normal
Normal

MLPA 3p25

Normal

Normal
Normal

Normal
Normal
Normal

MLPA 6q16

Normal

Normal
del SIM 1

Normal
Normal
Normal

SNP Array

Normal
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Paciente
0S29
0S30
0S31
0S32
0S33
0S34
0S35
0S36
0S37
0S38
0S39
0S40
0541
0S42
0543
0S44
0S45
0S46
0s47
0S48
0S49
0S50
0S51
0S52
0S53
0S54
0S55
0S56

Continuacao.
Sexo

SHE S EEE IR E R R R E R WE R

MLPA Sub
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

MLPA MRX

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal

Normal

MLPA MECP2

Normal

MLPA 3p25
Normal

Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal
Normal
Normal

MLPA 6ql16
Normal

Normal
Normal

Normal
Normal
Normal

Normal

Normal
Normal
Normal
Normal

SNP Array

Normal
dupX(g26.3)
Normal
Normal

Normal
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Paciente
0S57
0S58
0S59
0S60
0se61
0S62
0S63
0S64
0S65
0S66
0S67
0S68
0S69
OS70
0S71
OS72
0OS73
OS74
OS75
OS76
OS77
OS78
0OS79
0S80

0S81
0S82
0S83
0S84

Continuacao.

Sexo

2RSS EERHUEEEREUEEES9NEE RS 9E R

MLPA Sub
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
(del2p)
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

(del3p, dupllq)

Normal
Normal
Normal
Normal

MLPA MRX MLPA MECP2

Normal
Normal

Normal

Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal

Normal
Normal
Normal

Normal

Normal

Normal

MLPA 3p25 MLPA 6ql16

Normal

Normal

Normal

Normal

SNP Array
dupl4(qll.2)
Normal
Normal

Normal

del2(p25.3—pter)

Normal

del3(p26.3—pter) ,
dupl1(q22.3—qter)
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Paciente
0S85
0S86
0s87
0S88
0S89
0S90
0S91
0S92
0S93
0S94
0S95

0S96
0S97
0S98
0S99
0S100
0S101
0S102
0S103
0S104
0S105
0S106
0S107
0S108
0S109
O0S110
OS111
OS112

Continuacao.
Sexo

292202900 m 2

2092222220020

MLPA Sub
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
dellp
Normal
Normal
Normal
Normal

MLPA MRX
Normal

Normal
Normal
Normal

Normal

Normal
Normal
Normal
Normal

Normal

Normal

Normal

MLPA MECP2
Normal

MLPA 3p25 MLPA 6ql16

Normal

Normal
Normal

Normal

Normal
Normal

SNP Array

Normal

Normal

delX(p22.13-
p22.12)
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Paciente
0S113
OS114
0OS115
0OS116
0OS117
0S118
0S119
0S120
0sS121
0S122
0S123
0S124
0S125
0S126
0Ss127
0S128
0S129
0S130
0S131
0S132
0S133
0S134
0S135
0S136
0S137
0S138
0S139
0S140
0S141

Continuacao.
Sexo

m2omo 222229020222 20222

MLPA Sub
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

MLPA MRX MLPA MECP2

Normal
Normal
Normal

Normal
Normal
Normal

Normal

Normal

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal

Normal

MLPA 3p25 MLPA 6ql16

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
Normal

SNP Array

dell2(q15—q21.1)
dell2(q15—q21.1)

Normal

Normal
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0S108

Fotos de pacientes que apresentaram alteracoes cromossomicas.
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V - Discussao

Os pré-requisitos estabelecidos para a inclusdao de pacientes no
presente estudo foram: atraso do DNPM e/ou dificuldade de aprendizado,
disturbios de comportamento, obesidade e/ou hiperfagia. Para a analise
com SNP-array foram selecionados pacientes que apresentavam também
algum tipo de malformacdo como microcefalia, orelhas de baixa
implantacao, fosseta pré-auricular bilateral, braquicefalia, prognatismo,
extremidades curtas, clinodactilia de 5° dedo das maos, mamilos
invertidos, implantacao anormal dos artelhos, criptoorquidia.

A associacao entre disturbios de comportamento com obesidade
e/ou hiperfagia (Fyffe et al.,, 2008; Gropman et al., 2007; Tarpey et al,
2007) tem nos chamado a atencao porque a nossa experiéncia com
sindromes genéticas relacionadas com obesidade também apontam na
direcao de uma origem genética comum para estas caracteristicas. Por
exemplo, na pesquisa de genes ou segmentos cromossomicos envolvidos
com obesidade sindromica desenvolvida em nosso laboratoério, ja tinhamos
descrito a delecao 6q16.2, incluindo o gene SIMI, em um paciente com
agressividade (Varela et al., 2006), um paciente com sindrome da delecao
22ql1.2 associada com agressividade (D’Angelo et al., 2007), e trés
pacientes com sindrome de Smith-Magenis na qual ocorre um padrao

especifico de comportamento auto-agressivo. Além disso, comportamentos
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de (auto) agressao sao freqUentes em pacientes com a monossomia
1p36 e, estdo em alguns casos associados com obesidade e hiperfagia.
Mais de vinte e cinco formas sindromicas de obesidade ja foram
identificadas e a localizacdo de genes e/ou segmentos cromossomicos
envolvidos com obesidade sindromica sdo uma potencial fonte de

esclarecimento das causas das formas comuns de obesidade.

V.1 - Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

Utilizamos como ferramenta principal neste estudo a técnica de
MLPA para a investigacao de alteracoes no numero de copias de
segmentos cromossomicos (Tabela 11, pag 84).

A ultima década foi marcada pelo intensivo desenvolvimento e
aplicacao de ferramentas de “screening” gendomico no estudo etiolégico do
retardo mental inespecifico (RMI). Recentemente desenvolvida, a técnica
de MLPA além de apresentar ampla aplicabilidade e baixo custo, tem se
mostrado promissora no diagnostico de pacientes com alteracoes
submicroscopicas (Schouten et al., 2002; Rooms et al., 2005).

Estudos revelaram que rearranjos subteloméricos cripticos sao
responsaveis por uma proporcao consideravel de casos de RM inespecifico,
associado ou nao a dismorfismos e/ou anomalias congénitas (Flint and
Knight, 2003), portanto todos os pacientes foram analisados com o kit de
MLPA para estudo das regidoes subteloméricas. Dentre os pacientes
estudados, 137 deles apresentaram resultado normal e 4 apresentaram

alteracoes, o que corresponde a 3% da amostra estudada. Foi encontrada
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uma delecdo no braco curto do cromossomo 2, duas delecoes no braco
curto do cromossomo 1 e uma delecdao no braco curto do cromossomo 3 e
duplicacdo no braco longo do cromossomo 11. Um estudo em 624
pacientes com retardo mental inespecifico e/ou malformacdes congénitas
pela mesma técnica, revelou 34 alteracoes, 5,4% da amostra, sendo 11
duplicacoes, 18 delecoes e 5 translocacoes nao equilibradas, resultando
em delecao e duplicacao (Ruiter et al., 2007). O fato de a caracteristica
obesidade ter sido condicional para a inclusao do paciente em nossa
amostra pode ser a explicacao para a quantidade menor de alteracoes
encontradas no nosso estudo em relacao a literatura.

Os kits de MLPA para estudo de retardo mental ligado ao
cromossomo X e do gene MECP2 nao foram eficazes na deteccao de
alteracoes em nossos pacientes com obesidade. Ja os kits “PPARG” e
“Obesity” foram confeccionados para o estudo da obesidade, porém

nenhum de nossos pacientes testados apresentou alteracao.

V.2 - SNP Array

No transcorrer de nosso projeto a técnica de SNP array com o kit
“The GeneChip® Mapping 100K Set” da Affymetrix se tornou disponivel.
Foram entao, escolhidos 19 pacientes que apresentavam além de atraso
do DNPM e/ou dificuldade de aprendizado, disturbios de comportamento,
obesidade e/ou hiperfagia, outro sinal ao exame fisico que sugerisse

alteracao cromossomica.
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O estudo gendémico por microarray tem sido eficaz na deteccao de
alteracoes genéticas em pacientes com retardo mental e malformacoes
congénitas. Varios casos de “novas sindromes” foram encontrados,
sugerindo que elas sdo mais comuns do que se pensava e coletivamente
sdo susceptiveis de ser uma das principais causas de retardo mental. O
emprego desta técnica revelou o potencial para fazer diagnoésticos
genéticos que nao eram evidentes na apresentacao clinica dos pacientes
(Ming et al., 2006). Um estudo realizado em 117 pacientes com retardo
mental e malformacoes congénitas demonstrou a viabilidade de se
substituir testes especificos, que consomem bastante tempo, pela analise
por microarray, que teoricamente deve detectar todas as sindromes
conhecidas que apresentam variacao no numero de copias, assim como
novas sindromes (Bruno et al., 2008).

Dentre os 19 pacientes estudados por array, 6 apresentaram
alteracoes, o que corresponde a 31,5% da amostra estudada. Foram
encontradas uma delecao intersticial no braco longo do cromossomo 6,
duas delecoes intersticiais no braco longo do cromossomo 12 (gémeas),
uma delecao intersticial no braco curto do cromossomo X, uma duplicacao
intersticial no braco longo do cromossomo 14 e uma duplicacao
intersticial no braco longo do cromossomo X. Apesar de mais trabalhosa e
de ter um custo muito elevado, esta técnica se revelou mais eficaz na
deteccao de variacdo no numero de copias em pacientes com obesidade

sindromica.
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Alteracoes levando a ganho e perda de pequenas partes do genoma
podem ser detectadas por SNP array, assim como translocacdées nao
equilibradas e aneuplodias, porem alteracoes que nao resultam em
variacdo no numero de copias, como as translocacdes equilibradas nao
sdo reveladas por essa técnica. No estudo por SNP - array, milhares de
sondas podem ser investigadas simultaneamente, promovendo uma
cobertura parcial ou até total do genoma, enquanto que pelo MLPA o
numero de sondas se limita a menos de 60 por experimento, porém, até
96 amostras podem ser estudadas simultaneamente pelo custo menor do
que apenas um teste de array.

Um estudo realizado por Krick et al, (2007) analisou 58 pacientes
com atraso de DNPM, pelas técnicas de array-CGH (Hibridacao
comparativa de genomas em arrays) e de MLPA. Quatorze alteracoes
foram detectadas pela analise por array nos 38 pacientes, enquanto que o
estudo por MLPA identificou oito alteracoes, sendo que duas delas
diferentes das detectadas por array, pois eram muito pequenas. Portanto,
a analise por MLPA, apesar de cobrir aproximadamente 2% das sondas
estudadas pelo array, detectou 50% das alteracoes encontradas (8/16).

O estudo por MLPA leva pouco tempo e nao € muito trabalhoso,
qualidades que tornam esta técnica mais adequada para um “screening”
inicial de um grande numero de pacientes, alem de ja existirem muitos

kits de MPLA disponiveis para variados tipos de estudos.
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V.3 - Pacientes com sindrome de monossomia 1p36

As caracteristicas clinicas presentes nas pacientes OS15 e OS108,
atraso de DNPM, obesidade, hiperfagia, hipotonia, dificuldade de
alimentacao e disturbios de comportamento, também estdo presentes em
outra paciente com sindrome de monossomia 1p36 estudada em nosso
laboratoério (D°Angelo et al., 2006) e estdo de acordo com o descrito na
literatura.

O estudo dos pontos de quebra em pacientes com sindrome de
monossomia 1p36 realizado em nosso laboratério revelou que os quatro
pacientes com obesidade e hiperfagia e monossomia 1p36 apresentam
delecoes compreendidas entre 2.0-3.0 Mb do telomero de 1p. Portanto,
sugerimos que a regiao distal de 2-3 Mb de 1p seja critica para a
manifestacao de obesidade e hiperfagia (D’Angelo et al., 2010). Indicamos
trés genes mapeados neste intervalo que estdao implicados com o
desenvolvimento e manutencao neural: HES5, PRKCZ, que esta envolvido
também com a via sinalizadora de insulina e o gene PLCH2, que tem

funcao nos processos metabdlicos de lipidios.

V.4 - Paciente 0S63

A analise por array do paciente OS63 revelou que a delecao no

cromossomo 2 (p25.3—pter) € de 3,1Mb.
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Varios genes conhecidos estdo localizados no segmento deletado
(figura 25), entre eles, destacamos o gene da tiredide peroxidase (TPO).
Este gene tem um papel central na glandula tireoidiana, pois a enzima
catalisa duas importantes reacoes envolvidas na sintese do hormonio
tireoidiano. A auséncia de um dos alelos desse gene pode estar
relacionada com a obesidade presente em nossa paciente. O gene da
proopiomelanocortina (POMC), ja conhecido por estar envolvido com o
metabolismo energético e por correlacionar obesidade e hiperfagia em

humanos com o segmento 2p, esta localizado em 2p23.3, portanto nao se

encontra deletado em nosso paciente.
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Ideograma do cromossomo 2 indicando a area deletada, com a ilustragéo dos
genes deletados dessa regido, retirada do Ensemble Genome Browser em 03/2010. O
gene TPO esta circulado.

A monossomia do braco curto do cromossomo 2 € rara e apenas

alguns casos foram relatados anteriormente. Dee et al, (2001)

descreveram um paciente com cromossomo 2 em anel e microdelecao de
2p, que apresentava retardo mental, retardo de crescimento, microcefalia

e dismorfismos leves. Czako et al., (2004), descreveram um paciente com
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delecao terminal de 2p e duplicacado parcial de 17q, derivadas de uma
translocacao reciproca paterna, 46,XY,t(2;17), que apresentava
trigonocefalia, palato fendido, criptoorquidia e hipotonia grave. Delecoes
subtelomericas em 2p foram relatadas em dois casos, uma paciente que
apresentava fenotipo da sindrome de Angelman e o outro, um menino com
atraso de DNPM e dismorfismos faciais (Ravnan, et al.,, 2006). Gruchy et
al., (2007), descreveram uma paciente com duplicacao invertida e delecao
terminal em 2p, que apresentava RM grave, testa proeminente,
hipertelorismo, orelhas de baixa implantacao, escoliose e problemas

cardiacos. Obesidade nao foi citada em nenhum dos casos.

V.5 - Paciente OS80

A analise por array do paciente OS80 revelou que a delecao no
cromossomo 3 (p26.3—pter) € de 1,27Mb.

A regiao terminal do cromossomo 3 possui varios genes (figura 26),
sendo os mais notaveis GHRL, OXTR, GABA e PPARG, relacionados a
obesidade, lipodistrofia, diabetes e problemas de comportamento (Bittel et
al., 20006).

A delecao distal 3p € relativamente rara, menos de 30 casos foram
descritos. Malmgren et al., (2007) descreveram trés casos com delecao
distal 3p, nos quais o tamanho da delecao foi estimado em
aproximadamente 11Mb; as caracteristicas fenotipicas presentes:
microcefalia, micrognatismo, hipotonia, atraso de DNPM e faceis

caracteristico, também estdo presentes em nosso paciente e
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provavelmente estao relacionadas com a delecao encontrada. Essas

caracteristicas também foram descritas para um paciente com delecao

distal 3p de aproximadamente 4,5Mb (Cargile et al., 2002). Entretanto,

Hoo et al

.,(2008) sugeriram que a delecao distal do braco curto do

cromossomo 3 nao estid necessariamente associada a dismorfismos e

atraso de DNPM. Um paciente com delecao terminal 3p e duplicacao 21q,

derivadas

um translocacdo reciproca t(3;21) e aparentemente normal foi

descrito por Gijsbers et al., (2010). Os genes CHL1 e CNTN6, localizados

na regiao

terminal do cromossomo 3, estao deletados no nosso paciente,

sdo expressos no cérebro e podem ser responsaveis pelo retardo mental.
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Ideograma do cromossomo 3 indicando a area deletada (delimitada em roxo),

com a ilustracdo dos genes presentes na regido terminal do cromossomo 3, retirada do
Ensemble Genome Browser em 03/2010.
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A duplicacdo no cromossomo 11 (q22.3—qter) € de 28,42Mb e
compreende mais de 100 genes conhecidos (Figura 27), o que dificulta
determinar os genes que contribuiram para determinar o fenotipo.
Destacamos o gene DRD2, que apresenta pelo menos cinco associacoes
positivas com fenotipos relacionados a obesidade (Walley et al., 2006).
Este gene € associado ao peso corporal e seu alelo Al pode ser um
marcador genético de uma condicdo psicologica em pessoas com alto risco
de desenvolver disturbios alimentares (Nisoli et al., 2007). O gene RAB39,
também deletado em nosso paciente, pertence a familia de genes RAB, que
codificam a proteina guanosina triphosphatase (GTPase), que esta
envolvida em um processo chamado trafego de vesiculas, que transporta
materiais entre células e sdo da mesma familia do gene RAB23, associado
a obesidade na sindrome de Carpenter, que tem como principais
caracteristicas: craniossinostose, polidactilia, obesidade e problemas
cardiacos. A descoberta de mutacoes no RAB23 em pacientes com a
Sindrome de Carpenter foi um achado inesperado e fornece um novo alvo
para estudos da obesidade (Jenkins et al., 2007). O gene FDX1 participa
na sintese de hormonios da tireéide. O gene UBE4A também esta
localizado na regiao deletada e pertence a mesma familia do gene UBE3A,
responsavel pela sindrome de Angelman, que possui retardo mental,
atraso grave de DNPM, deficiéncia da fala, convulsdes e microcefalia entre

suas caracteristicas.
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Chromosome 11: 105,696,688-135,006,516
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Ideograma do cromossomo 11 indicando a area duplicada, com a ilustracao

dos genes duplicados dessa regido, retirada do Ensemble Genome Browser em 03/2010.
Os genes DRD2, RAB39, FDX1 e UBE4A estao circulados.

Duplicacoes do braco longo do cromossomo 11 sao muito raras e
geralmente estdo associadas a delecoes de outros autossomos em
decorréncia de translocacoes reciprocas presentes em um dos genitores
(Zhao et al., 2003). A trissomia parcial 11q tem um fenotipo muito variavel

e as principais caracteristicas descritas para esta trissomia sao: retardo

mental, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, deficiéncia de
crescimento pré e pos- natal, hipotonia, microcefalia, assimetria
craniofacial, dismorfismos faciais, hérnia diafragmatica congénita,

anomalias renais e cardiacas (Klaassens et al., 2006).
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V.6 - Paciente OS18

A analise por array do paciente OS18 levou ao diagnostico de uma
delecao intersticial no cromossomo 6 (q16.1-q21) de 13,2Mb. Na pesquisa
de genes ou segmentos cromossomicos envolvidos com obesidade
sindromica desenvolvida em nosso laboratério, ja tinhamos descrito um
paciente com a delecao 6q16 (Varela et al., 2006).

Aproximadamente 100 casos de delecdo intersticial, de tamanhos
variaveis, no braco longo do cromossomo 6 ja foram descritos, sendo 8
deles com fenotipo sugestivo para a sindrome de Prader-Willi. Varios
genes conhecidos estao situados na regiao deletada (Figura 28), inclusive
o gene SIM1, que também esta deletado nos outros pacientes descritos e
que € expresso em uma regiao discreta do hipotalamo, envolvida com
controle do consumo de alimentos (Whang et al., 2008). Além do SIM]I,
outros genes mapeados neste intervalo incluem o MCHR2 que codifica um
receptor acoplado a proteina G, com papel importante no controle sobre o

comportamento alimentar e o metabolismo energético.
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Ideograma do cromossomo 6 indicando a area deletada, com a ilustracdo dos
genes deletados dessa regido, retirada do Ensemble Genome Browser em 03/2010. Os
genes SIM1 e MCHR2 estao circulados.
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As caracteristicas clinicas presentes no paciente OS18: hipotonia,
atraso de DNPM, dificuldade de aprendizagem, disturbio de
comportamento, problemas de articulacdo da fala, obesidade,
braquicefalia, fronte estreita, orelhas pequenas, maos pequenas, dedos
curtos e afilados nas pontas e implantacdo anormal dos artelhos, também
estao presentes no outro paciente com delecao 6ql6 estudado em nosso
laboratorio e estdo de acordo com o descrito na literatura.

Varias observacoes sugerem que a haploinsuficiéncia de SIMI
contribui na obesidade presente em criancas que apresentaram delecao
intersticial envolvendo 6q16.2. O nosso paciente reforca as evidencias de

que a delecao do gene SIM1 leva a obesidade.

V.7 - Paciente OS57

A analise por array do paciente OSS57 levou ao diagnostico de uma
duplicacao intersticial no cromossomo 14 (q11.2) de 1Mb.

Varios genes descritos estao presentes na regidao duplicada (Figura
29) e o que chama atencao € o gene RAB2B, que também pertence a
familia de genes RAB, mesma familia do gene RAB23, associado a

obesidade na sindrome de Carpenter.
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Ideograma do cromossomo 14 indicando a area duplicada, com a ilustracéo
dos genes duplicados dessa regido, retirada do UCSC Genome Browser for Humans em
03/2010. O gene RAB2B esta circulado.

Monfort et al., (2007), descreveram um paciente portador de uma
duplicacao em 14qll.2 de 5,38Mb que apresentava atraso de DNPM,
dificuldade de aprendizagem e clinodactilia, caracteristicas também

apresentadas por nosso paciente.

V.8 - Paciente 0OS96

A analise por array do paciente OS96 levou ao diagnostico de uma

delecao intersticial no cromossomo X (p22.13-p22.12) de 2,6Mb.
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Varios genes descritos estao presentes na regiao deletada (Figura
30), inclusive o gene CDKL5. Um estudo em 73 pacientes, sendo 57 do
sexo feminino, demonstrou que mutacoes em CDKLS5 causam espasmos
infantis, convulsdoes e retardo mental grave em pacientes do sexo
feminino. Archer et al., (2006) sugeriram que o espectro das crises
convulsivas e mudancas no eletroencefalograma em pacientes com
mutacoes CDKLS5 é mais ampla do que previamente descrito e que
mutacoes em CDKLS5 sao uma causa significativa de espasmos infantis e
inicio das crises convulsivas em pacientes do sexo feminino, caracteristica
também presente em nossa paciente.
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Ideograma do cromossomo X indicando a area deletada, com a ilustracado dos
genes deletados dessa regido, retirada do Ensemble Genome Browser em 03/2010. O
gene CDKLS5 esta circulado.

Muitos pacientes com delecoes diferentes em Xp ja foram descritos,
mas a grande maioria apresenta delecoes terminais e apenas uma
minoria delecoes intersticiais. James et al, (1998), relataram uma

paciente com delecao em Xp22.1 e baixa estatura. Lachlan et al., (2006),
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descreveram uma paciente com delecdo em Xp22.1 que apresentava baixa
estatura e obesidade. Mei et al., (2009) descreveram quatro pacientes com
delecoes em Xp22, que compreendiam o gene CDKLS5, que apresentavam
epilepsia precoce, com espasmos infantis e crises convulsivas. Vazna et
al., (2010), relataram wuma paciente com uma delecao intersticial
X(p22.1p22.3) e mutacao no gene FMRI, responsavel pela sindrome do
cromossomo X-fragil, em seu outro cromossomo X, que apresentava RM e
tremor prematuro (caracteristicas da sindrome do cromossomo X-fragil), e
também autismo atipico, problemas na fala, obesidade, estrabismo, ponte

nasal estreita, orelhas proeminentes, labio superior fino e maos grossas.

V.9 - Pacientes 0S117 e OS118

A analise por array das pacientes OS117 e OS118, irmas gémeas, levou
ao diagnostico de uma delecao intersticial no cromossomol?2 (q15—q21.1)
de 2,6Mb.

Varios genes descritos estao presentes na regiao deletada (Figura
31), inclusive o gene RAB2I1, que também pertence a familia de genes
RAB, reforcando as evidencias que a alteracao no numero de copias de
genes dessa familia devem estar envolvidas no controle do metabolismo de
gordura. O gene TPH2 é expressos no cérebro e pode ser responsavel pelo
retardo mental. Os genes PTPRB e PTPRR pertencentes a familia de genes

PTP, sao conhecidos como moléculas de sinalizacdo que regulam uma
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variedade de processos celulares, incluindo o crescimento e diferenciacao
celular, o ciclo mitético e a transformacao oncogénica, portanto podem

estar relacionados com a leucemia apresentada pela paciente OS117.
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Ideograma do cromossomo 12 ir-1<-:1icando a -érea.a-ediété;:la, com a ilustracao dos
genes deletados dessa regido, retirada do UCSC Genome Browser for Humans em
03/2010. O gene RABZ21 esta circulado.

Delecoes do braco longo do cromossomo 12 sdao muito raras, com
apenas 17 casos descritos na literatura (Meinecke and Meinecke,1987;
Watson et al., 1989; Tonoki et al.,, 1998; Brady et al.,, 1999; Sathya et al.,
1999; Rauen et al, 2000, 2002; Rapley et al., 2001; Petek et al., 2003;
Plotner et al., 2003; Pe'rez-Sa'nchez et al, 2003; Mikaye et al, 2004;
James et al., 2005; Klein et al., 2005; Schluth et al.,, 2008 e Yamanishi et
al., 2008), sendo que trés deles (Meinecke and Meinecke,1987; Watson et
al., 1989 e Schluth et al, 2008), envolvem o segmento 12q15q21.2,
também deletada em nossas pacientes. Os trés pacientes descritos na

literatura apresentaram atraso de DNPM e dismorfismos faciais, como
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labios finos e orelha de baixa implantacdo, assim com nossas pacientes,

mas em nenhum deles foi descrita obesidade.

V.10 - Paciente OS36

A analise por array do paciente OS36 levou ao diagnostico de uma
duplicacao intersticial no cromossomo X(q26,3) de 1,2Mb.

Apenas trés genes estdo descritos na regiao duplicada (Figura 32). O
gene FGF13 € membro da familia FGF e esta envolvido em uma variedade
de processos biolégicos, incluindo o desenvolvimento embrionario,
crescimento celular, morfogénese, reparacao tecidual e crescimento de
tumor. Este gene esta localizado em uma regiao do cromossomo X, que €
associado com a sindrome de Boérjeson-Forssman-Lehmann (BFLS),
tornando-se um gene candidato possivel para os casos familias de BFLS e
para outras formas sindromicas de retardo mental inespecifico ligado ao
X. O gene ZIC3, situado na regiao duplicada, codifica um fator de
transcicao de anel de zinco. Gebbia et al., (1997) identificaram 5 mutacoes
diferentes no gene ZIC3, em portadores de heterotaxia ligada ao X,
membros de S5 familias nao relacionadas. Todos os homens afetados
tinham combinacoes variaveis de malformacoes cardiacas complexas,
alteracoes pulmonares, anomalias no baco e mal funcionamento

gastrointestinal.

108
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Ideograma do cromossomo X indicando a area duplicada, com a ilustracao
dos genes duplicados dessa regido, retirada do UCSC Genome Browser for Humans em
03/2010.

Poucos casos de duplicacao envolvendo a regiao descrita em nosso
paciente foram relatados. Stankiewicz et al., (2005), descreveram uma mae
e uma filha com duplicacdo of Xq26.2-q27.1, que apresentavam baixa
estatura e problemas de fala. Gecz et al., (1999), descreveram um paciente
com uma duplicacao X(q26q28) e caracteristicas de BFLS, entre elas
obesidade e RM, sendo que o ponto de quebra em Xq26 ocorria onde esta
localizado o gene FGF13.

A Tabela 12 (pag 111) apresenta uma descricao sumarizada das
funcoes dos possiveis genes relacionados a obesidade, localizados nos

segmentos cromossomicos alterados encontrados nos nossos pacientes.

V.11 - Aconselhamento genético

Para determinar o risco de recorréncia € necessario estudar os
genitores dos pacientes.

Onze genitores foram analisados por MLPA, SNP-Array e/ou
cariotipo e rearranjos cromossomicos nao foram identificados. Na
presenca dos cromossomos parentais normais o risco de recorréncia €

considerado desprezivel.
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O pai do paciente OS80 nao teve seu cariotipo estudado, o que seria
muito importante pois a alteracdo encontrada nesse paciente geralmente
esta associada a translocacoes equilibradas reciprocas presentes em um
dos genitores. O estudo do pai deste paciente pelas técnicas de MLPA e
SNP-Array apresentou resultados normais, porem estas técnicas nao
detectam translocacoes equilibradas, o que mostra a importancia do
estudo do cariétipo, que detecta este tipo de rearranjo.

O diagnostico de pacientes com obesidade sindréomica € um desafio,
pois ha sobreposicao de fenotipos impossibilitando até agora o diagnostico
diferencial, a nao ser o da sindrome de Prader-Willi clinicamente
reconhecivel, pelo menos, em sua segunda fase. O emprego de técnicas
que detectam variacoes no numero de copias do genoma humano amplia a
possibilidade de reconhecimento de novas sindromes e a descricdao do
espectro da variabilidade fenotipica de sindromes conhecidas. Estas
sindromes sao uma potencial fonte de esclarecimento das causas das

formas comuns de obesidade.
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Gene

DRD2

FDX1

MCHR2

PLCH2

PRKCZ

RAB21
RAB2B

RAB39

SIM 1

TPO

Descricao sumarizada das funcoes dos possiveis genes relacionados a obesidade, localizados nos
segmentos cromossomicos alterados encontrados nos pacientes.

Localizacao

11q23.2

11922.3

6q16.2

1p36.32

1p36.33

12g21.1
14q11.2

11g22.3

6q16.3

2p25.3

Funcao

Este gene codifica o subtipo D2 dos receptores da dopamina. Esta acoplado a proteina G do
receptor, inibe a atividade da adenilato ciclase. Seu alelo A1 pode ser um marcador genético de
uma condicao psicologica em pessoas com alto risco de desenvolver disturbios alimentares

Este gene transfere elétrons da adrenodoxina reductase para a cadeia de colesterol P450 do
citocromo de clivagem e participa da sintese de hormonios da tiredide.

Este gene codifica um receptor acoplado a proteina G, com papel importante no controle sobre
o comportamento alimentar e o metabolismo energético.

Membro da familia de genes PLC, que codificam as enzimas fosfolipases, que tem diversas
funcoes biolégicas, incluindo os papéis na inflamacao, crescimento celular e nos processos
metabolicos de lipidios.

Envolvido com a via sinalizadora de insulina e membro da familia PKC de serina/treonina
quinase que estao envolvidas em varios processos celulares como proliferacao, diferenciacao e
secrecao.

Pertencem a familia de genes RAB, que codificam a proteina guanosina triphosphatase
(GTPase), que esta envolvida em um processo chamado trafego de vesiculas, que transporta
materiais entre células e sao da mesma familia do gene RAB23, associado a obesidade na
Sindrome de Carpenter.

Este gene codifica o fator de transcricao bHLH-PAS e é expresso em uma regido discreta do
hipotalamo, envolvida com controle do consumo de alimentos.

Este gene codifica a enzima tiredide peroxidase, que desempenha um papel importante na
funcao da glandula tiredide, envolvida no controle do metabolismo.



VI - Conclusoes

O estudo das regidoes subteloméricas em 141 pacientes que
apresentavam obesidade e/ou hiperfagia, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor e/ou dificuldades de aprendizado e disturbios de
comportamento, pela técnica de MLPA (“multiplex ligation-dependent
probe amplification”), detectou 4 alteracdes, duas delecoes no braco
curto do cromossomo 1, uma delecao no braco curto do cromossomo 2
e uma delecao no braco curto do cromossomo 3 e duplicacao no braco
longo do cromossomo 11, o que corresponde a 3% da amostra
estudada.

Dezenove pacientes com retardo mental, obesidade e outro pequeno
sinal ao exame fisico que sugerisse alteracao cromossomica, tais como:
orelhas de baixa implantacao, clinodactilia de 5° dedo das maos,
fosseta pré-auricular bilateral, mamilos invertidos, microcefalia e
implantacao anormal dos artelhos foram estudados pela técnica de
SNP-array (“The GeneChip® Mapping 100K Set”, Affymetrix), e 6
apresentaram alteracoes, o que corresponde a 31,5% da amostra
estudada. Foram encontradas uma delecao intersticial no braco longo
do cromossomo 6, duas delecoes intersticiais no braco longo do
cromossomo 12 (gémeas), uma delecao intersticial no braco curto do

cromossomo X, uma duplicacdo intersticial no braco longo do
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cromossomo 14 e uma duplicacdo intersticial no braco longo do

cromossomo X.

O estudo das regioes relacionadas com RM ligado ao X em pacientes
do sexo masculino com obesidade, retardamento mental e disturbio de
comportamento, pela técnica de MLPA, nao foi eficaz, pois nenhuma
alteracao foi detectada.

Apesar de mais trabalhosa e de ter um custo muito elevado, por
enquanto em relacao ao MLPA, a técnica de SNP- array se revelou mais
eficaz na deteccao de variacdo no numero de cépias em pacientes com
obesidade e/ou hiperfagia, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor e/ou dificuldades de aprendizado e disturbios de
comportamento.

Dentre as dez alteracdes encontradas nos pacientes estudados estao
duas sindromes relacionadas com obesidade ja descritas, a
monossomia 1p36 e a monossomia 6ql6, que sao diagnodsticos
diferencias da PWS.

Nos segmentos alterados foram localizados varios genes relacionados a
obesidade: DRD2, MCHR2, PLCH2, PRKCZ, RAB21, RAB2B, RAB39,
TPO e SIM1.

Trés genes da familia RAB (21;2B;39) foram localizados em segmentos
cromossomicos alterados. O gene RAB23 foi associado a obesidade na
sindrome de Carpenter e provavelmente os trés genes da familia

também estdo envolvidos com a obesidade de nossos pacientes.
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e O diagnéstico de pacientes com obesidade sindromica € realmente um
desafio, pois ha sobreposicao de fenétipos dificultando o diagnostico
diferencial.

e Onze genitores foram analisados por MLPA, SNP-Array e/ou cariétipo e
rearranjos cromossomicos nao foram identificados. Na presenca dos
cromossomos parentais normais o risco de recorréncia € considerado

desprezivel.
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VII - Resumo

Obesidade sindromica € definida como a obesidade ocorrendo em
conjunto com varias caracteristicas clinicas distintas, associadas a retardo
mental. A forma sindromica mais freqiiente € a sindrome de Prader-Willi
(PWS) caracterizada por hipotonia, dificuldade de succao no periodo
neonatal, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM), hiperfagia,
obesidade, baixa estatura na adolescéncia, maos e pés pequenos,
hipogonadismo, dificuldade de aprendizado e disturbios de
comportamento. Estudamos 141 pacientes com obesidade e/ou hiperfagia,
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e/ou dificuldades de
aprendizado e distarbios de comportamento, pela técnica de MLPA
(“multiplex ligation-dependent probe amplification”) assim como 19
pacientes que apresentavam além de atraso do DNPM e/ou dificuldade de
aprendizado, disturbios de comportamento, obesidade e/ou hiperfagia,
outro sinal ao exame fisico que sugerisse alteracdo cromossomica, pela
técnica de SNP-array (“The GeneChip® Mapping 100K Set”, Affymetrix),
com o objetivo de identificar genes e/ou segmentos cromossomicos
envolvidos com obesidade sindromica. Essas técnicas detectam delecoes
e/ ou duplicacoes do genoma, seja analisando regides especificas, como a
de MLPA, seja cobrindo praticamente o genoma inteiro (SNP-array). Dez
pacientes apresentaram alteracoes cromossomicas: duas delecoes 1p36,
uma delecao 2p25.3, uma delecao 3p26.3 e duplicacao 11g22.3, uma

delecao 6(ql6.1-q21), duas delecoes 12(q15—q21.1) (irmas gémeas), uma
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delecao X(p22.13-p22.12), uma duplicacdo 14ql1.2 e uma duplicacao
X(q26.3). Dentre as alteracoes encontradas estdo duas sindromes
relacionadas com obesidade ja descritas, a monossomia 1p36 e a
monossomia 6ql6, que sao diagnodsticos diferencias da PWS. Nos
segmentos alterados foram localizados varios genes relacionados a
obesidade: DRD2, MCHR2, PLCH2, PRKCZ, RAB21, RAB2B, RAB39, TPO e
SIM 1.

Onze genitores foram analisados por MLPA, SNP-Array e/ou
cariotipo e rearranjos cromossomicos nao foram identificados. Na
presenca dos cromossomos parentais normais o risco de recorréncia €

considerado desprezivel.

O diagnostico de pacientes com obesidade sindromica € um desafio,
pois ha sobreposicao de fenotipos impossibilitando até agora o diagnéstico
diferencial, a nao ser o da sindrome de Prader-Willi clinicamente
reconhecivel, pelo menos, em sua segunda fase. O emprego de técnicas
que detectam variacoes no numero de copias do genoma humano amplia a
possibilidade de reconhecimento de novas sindromes e a descricao do
espectro da variabilidade fenotipica de sindromes conhecidas. Estas
sindromes sao uma potencial fonte de esclarecimento das causas das

formas comuns de obesidade.
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VIII — Abstract

Syndromic obesity is defined as obesity occurring in association
with several distinct clinical features and mental retardation (MR). Prader-
Willi syndrome (PWS) is the most frequent syndromic form of obesity and
is characterized by hypotonia, poor sucking in the neonatal period,
developmental delay, hyperphagia, obesity, short stature in adolescence,
small hands and feet, hypogonadism, learning disabilities and behavior
disturbances. Herein, we studied 141 patients with obesity and/or
hyperphagia, psychomotor developmental delay and/or learning
disabilities and behavior disturbances with the technique of MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification), and 19 patients by
SNP-array technique ("The GeneChip ® Mapping 100K Set, Affymetrix) to
identify copy number variations. By using both techniques we detected
deletions or duplications of the genome in ten patients: two deletions at
1p36, two deletions at 12q15—q21.1 (twins), a deletion of chromosomes
2p25.3, 6ql16.1-gq21, and Xp22.13-p22.12, a duplication of chromosomes
14q11.2 and Xqg26.3, and an wunbalanced translocation between
chromosomes 3p26.3 and 11g22.3. Monosomy 1p36 and monosomy 6q16
are well-known syndromes and had already been related with obesity.
Both syndromes are considered as differential diagnosis of PWS. Several
genes related to obesity are mapped in the altered chromosome segments:

DRD2, MCHR2, PLCH2, PRKCZ, RAB21, RAB2B, RAB39, TPO and SIM1.

120



Eleven parents were studied by MLPA, SNP array, and / or
karyotype analyses, and chromosomal rearrangements were not identified.
Therefore, we consider these rearrangements to be causative of the

patients” phenotype.

The diagnosis of patients with syndromic obesity is a challenge due
to the overlapping of the phenotypes, except for Prader-Willi syndrome
that is a clinically recognizable syndrome, mainly in its second phase. The
use of techniques that detect copy number variations of the human
genome will increase the recognition of new syndromes and also the
description of the spectrum of phenotypic variability of known
syndromes. These syndromes are a potential source for the understanding

of the etiology of the common forms of obesity.
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IX.1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.

o
4

instituto .
de biociéncias

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

OF.CEP/IB/036/2004

S&o Paulo, 08 de julho de 2004,

Prezada Senhora

De ordem da Sra. Coordenadora, Profa. Dra. Maria Rita
dos Santos e Passos Bueno, dirijo-me a V. Sa. para informar que o Comité de Etica em
Pesquisa deste Instituto, em reunido realizada no dia 06 de julho de 2004, APROVOU o
Projeto de Pesquisa “Sindromes de Prader-Willi e Angelman: estudo dos mecanismos
genéticos, diagnosticos diferenciais e de correlagdes com os fendtipos clinicos e
comportamentais” (Protocolo n® 021/2004), de sua responsabilidade e sob a supervisio
da Profa. Dra. Célia Priszkulnik Koiffmann.

Oportunamente sera encaminhado, a V. Sa., copia do
Parecer deste Comité.

Lembramos que deverdo ser apresentados relatorios anual
e final. TN

Atengioshmente.

CC. Profa. Dra. Célia Priszkulnik Koiffmann

Ilma. Sra.
MONICA CASTRO VARELA
Departamento de Biologia do IBUSP.

Rua do Matéo - Travessa 14 n° 321 - CEP 05508-900 - Cidade Universitaria
Séo Paulo - Brasil - http://www.ib.usp.br
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IX.2 - Termo de consentimento livre e esclarecido.

Universidade de Sao Paulo
Instituto de Biociéncias

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(menores de 18 anos)

ESTUDO: “Sindromes de Prader-Willi e Angelman: estudo dos mecanismos
genéticos, diagnosticos diferenciais e de correlacbes com os fenétipos clinicos e

comportamentais”.

Seu filho estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa acima citado. O
documento abaixo contém todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que estamos
realizando. Se concordar com as informacdes abaixo, por favor, assine 0 documento, pois

SO ent&o daremos inicio a pesquisa.

Bttt et e e ettt e rearen , portador do RG
................................................ , concordo de livre e espontanea vontade que meu(minha) filho(a)
.............................................................................................................. , Seja voluntario do estudo
“Sindromes de Prader-Willi e Angelman: estudo dos mecanismos genéticos, diagndsticos
diferenciais e de correlacGes com os fenétipos clinicos e comportamentais ”, esclareco gque obtive

todas informacg@es necessarias e fui esclarecido(a) de todas as duvidas apresentadas.

I) O estudo se faz necessario para que possam descobrir as possiveis causas da doenca
denominada ( ) sindrome de Prader-Willi / ( ) sindrome de Angelman e de seus
diagnosticos diferenciais;

I1) Seré feita a coleta de 10ml de sangue do(a) meu(minha) filho(a) e 10ml do meu sangue para que
seja realizado o estudo;

I11) O material colhido esta armazenado pelo tempo necessario para a identificacéo e caracterizagdo
do(s) gene(s) ou segmentos cromossdmicos responsaveis pela doenca genética na minha
familia;

IV) A participagdo neste projeto ndo tem a finalidade de chegar a um tratamento para os problemas
clinicos do meu(minha) filho(a);

V) Néo terei que fazer pagamentos pelos testes realizados para a pesquisa dos diagnésticos

diferenciais;
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VI) Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboracdo neste estudo no momento em que
desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo;

VII) A desisténcia de participar do projeto ndo ira interferir na realizagdo de outros exames;

VIII) Os resultados obtidos na pesquisa serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicacgdes cientificas, desde que nem o meu nome, nem o do meu filho
sejam mencionados;

IX) Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa

Séao Paulo,.......... 8 e de 200.......

Assinatura do Responsavel Pesquisador Responsavel pelo Projeto
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IX.3 - Anamnese Genético-Clinica

UNIDADE DE ACONSELHAMENTO GENETICO

FICHA DE ANAMNESE GENETICA

NOME: ... e s UAG nQ:

ENDEREGCO: ... FONE: .............

PROC .. oo MEDICO: .o,

ANTECEDENTES FAMILIAIS

PAL IDADE: ...............

PROFISSAQ: ..o e ESCOLARIDADE: ............
NATURAL DE: ..o

MAE: IDADE: ................

PROFISSAQ: .....oviveiereieieeieiee e ESCOLARIDADE: ...........
NATURAL DE: ..o

CONSANGUINIDADE:
Irm&os do Proposito (nome, idade, est. civil, filhos normais e afetados):
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Outros Problemas na Familia:

HEREDOGRAMA:
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ANTECEDENTES GESTACIONAIS

Duragdo da Gravidez: ...........ccoccevverineriennn, Data de Nascimento:............. [ Lo
Febres () Periodo: ................. Rubéola:........cccoeennenee, Periodo:.......coeviveiieeeece e
Outras INTECCOBS: .....oiviieirieiieee e Periodo:.....ccovveereece e,
Radiografias toraxicas ou abdominais () Periodo:........coeviirriieieire e
Outras eXpoSICOES A FAATAGAD: .......eveieeeieeetit ettt s e sn s e se s sens
Perdas sanguineas () Periodo: ........c.ccocovvivieneninnn. Medicagdes () Motivo:.........ccoeeeeee.
Tipo: ...... Periodo.......... Anowvulatorios () Tipo: ..o Periodo: ....ccooveeir e
Anticonvulsivo () Tipo: ..o Periodo: ...ccoevveieiie Sofre de gota( )

Remedio: ............... Periodo: ................ Mae Fumante ( ) Periodo Gestag&o: .........c....cc......
Quantidade:........ccoovvereiiieniien Pai Fumante () Quantidade:...........ccocovvirinieninieninnnn
Mée Alcodlatra( )  Periodo Gestacéo.................... Quantidade:.........cccoeveviiiivieiieieenns
Pai Alcodlatra () QUANTIHAE: . .......coiieiiieetii et
Consumo de drogas mae () Periodo GESLAGAD: .......ccuevvrreereeieeriesiesteeseesseesee e eiesreeseeaeens
Quantidade: .......cccvevereerrieeee e I 0 O
Pai ( ) Quantidade:........cccocvvveviveresiennnne TIPO: e
OB S . et E e bbb

PARTO

Hospitalar ( ) Domiciliar () Meédico ( ) Parteira( ) Curiosa( ) Normal ()
Apresentacao TiPO: .cccvvveveeienieieiieeinns Forceps ( ) Duragdo: .....ccccccovevveieivesnnnne.
Cesariana () IMOLIVO: .....icie ittt sttt et sr e e e e e e enae s
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CONDICHES DO RECEM-NASCIDO

Peso: .o Comprimento: ......ccoceevvvevnrennnnn PG Choro ()
SUCGAOD: ...vecvviciiiicii Cianose () Perm. na Matern.: .......ccccovrireneninnieeineeeeeens
Ictericia ( ) EPOCA: ...ooeverveeeerecrecerceeceeae Banho de Luz ( ) Transfusdo ()
(O] 1 T TP PSPPI

EVOLUCAO PEDIATRICA

Firmou a cabega: ........ccccoovevnneee Sentou sem apoio: ................ ANdOU: .o
Frases: .....cccovvivenne. Controle (esfincterian0): ........cccceeevnen. Bexiga: ....oooovveiiieine
D( ) N( )Entrounaescola (idade): .......cccoorriiriiiiniieiee s
DOBNGAS PEITINENTES & ..ottt sttt sttt st se e e sb et b ettt eb e
L Escreve: ......coveeieinn Faz Contas: ........ccovvevveeeeiicnen,
OB S . ettt b bbbt R bt e s ettt enee s
EXAME SOMATOSCOPICO

Estatura: ........cccoveveenee PesO: oo, Envergadura: .............. Cabeca: PC .........c.........
Dolicocefalia ( ) Braquicefalia ( ) Assimetria craniana ( ) Cranio dismoérfico ()
N (2] - Uot 0 1= SO PRPPRS
Abaulamento frontal ( ) Frontealta( ) Baixa ( ) Estreita ( ) Larga ()
Implantacdo de cabelos na fronte: Baixa( ) Alta( ) Entradas temporais ( );
Implantacao de cabelos na nuca: Baixa ()

OBS.:
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ORELHAS

Grandes( ) Pequenas( ) Medida: ......cccoooriiniiiinnnnnne Implantacéo baixa ()
Posteriorizada ( )  Apéndices auriculares () Emabano () Grosseiras ()
00 o 11 (o TSRS
(@] 1 S OUS PSSP

REGIAO OCULAR

Sinofre () Ptose palpebralD( ) E( ) Epicanto: D( ) E( )
Telecanto: D( ) E( ) Anoftalmia: D( ) E( ) Microftalmia: D( ) E( )
Exoftalmia:D( ) E( ) Enoftalmia:E( ) E( ) Blefarofimose: D( ) E( )
Nistagmo ( ) Cataratas: D ( ) E( ) Estrabismo:D( )E( ) Coloboma:D( )E( )
Distancia Intercantal INTEINA: .........c.ooiiiiiiiie e et e e e enaenaeas
Distancia Intercantal EXIEING: .........ccoeiviieiiiiiie e sr e
Inclinacdo: Mongolica () Antimongdlica ()

NARIZ

Grande () Pequeno ( ) Em Sela ( ) Narinas Antivertidas ( ) Em bico ( ) Bifido ( )
Hipoplasia alar ()
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REGIAO BUCAL

Microstomia () Macrostomia( ) Micrognatismo ( )  Macrognatismo ()
Prognatismo ( ) Retrognatismo ( ) Bocadecarpa () Labio leporino ()
Labio superior: Grosso ( ) Fino( ) Labio inferior: Grosso( ) Fino ()
Macroglossia () Lingua escrotal ( ) Palato: Alto ( ) Ogival ( ) Pélato fendido ()

Dentes mal implantados ( ) Inclusos ( ) Maloclusdo ( ) Filtro: Medida: ..........cccceevnee.

Curto () Longo ( ) Alargado ( ) Bem desenhado ( ) liso ( ) hiperplasia gengival ( )

T Te3 (ol (=00 [T A Tov: o TP

(0] 1 PSSP
PESCOCO

Curto () Grosso () Alado ()

(0] 21 T OSSPSR
TORAX

Pl Distancia Intermamilar: ...........c..cccooeevviienne

Esterno Curto () Pectus: carinatum () escavatum( ) em barril ()
Afastamento dos mamilos ( ) mamilos extras () escapulas salientes ( ) escoliose ()
lordose ( ) cifose( )

(0] 21 TSP
ABDOMEN

Protuso () Hérnia umbilical ( ) Diastases do reto () Regido glatea:.............ccccovevvvennne

(0] 21 TSSOSO
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GENITAIS

Normais ( )  Hipogenitalismo ( )

(O] 1 T RSO RUPRPRPR
MEMBROS SUPERIORES

MAOS: Pequenas ( ) Grandes ( ) Medida: .......ccccooovrvrrrnnnee. Braquidactilia ()

Aracnodactilia ()  Polidactilia ()  TIPO: cooooeiiiiiiiicieecieee, Clinodactilia ( )

Tipo: .o Camptodactilia( ) Tipo: ........... Sindactilia () TiIpO: .cccovveviene

Baqueteamento () Cubitovalgo () OBS.: ..o
MEMBROS INFERIORES

PES: Pequenos () Grandes( ) Medida: .....cccccooiiiiiiiirieiieese e

Polidactilia ()  TIpo: oo, Sindactilia ()  TIPO: oo

Dist. maior halux 2° dedo () Petorto () TIPO: covieiieie e

PéPlano ( ) Joelhovalgo( )  Joelhovaro( )

(0] T RSP TT TP OTRTRPRSPRRPN

PELE E ANEXOS

Albinismo () Vitiligo () Hemangiomas e teleangectasias ( )  Nevos ( )

Alopécia () Hirsutismo ( ) Deformidade dasunhas ( ) Tipo: ccccovevveviiicniiinene.
Manchas () LI 00 TSP
(0] 21 TSP
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CONDICOES GERAIS

FACIES: ettt Fala: oo,
VLA O, et ettt ettt e e eeeeeeteteteteteteter et e e e araraaaaaaaaaas
MOVIMENTOS INVOIUNTAIIOS: .oeeeee ettt ettt e e e e e et e e e e e e e eeeeaees

Hipotonia ( )  Hipertonia ( )

INFORMANTE (ParenteSC0): .....cuveueiieiieieeie ettt

Reacdes emocionais: Tranquila( ) Ansiosa( )
Condigdes cognitivas:  Congruente () Incongruente ()

EXAMIES INTICAUOS: .. oo oottt ettt ettt e e eeeeaeeeaeaeaneneeeeaeeeaes

Resultados: Cromatina X Cromatina Y
Caridtipo: simples( ) bandeamento ( ) Dermatoglifos
Heredograma (confirmacéo) Fotografia Outros

Exames Clinicos SONCIAUOS: ......ccveiiiiiee et
EXame A€ PrOgENITOIES: .....ooueiieiiiiciie ettt
Caracteristicas prinCipais d0 PACIENTE: .......ccveieerieeie e e

HIPOtESE DIAgNOSTICA: .....vviveeeveeeie ettt enen

NOME DO ENTREVISTADOR: ......cooiiiiiiiiii s

DATA: ............. Lo i,

133



IX.4 - 154 Syndromes with Reported Generalized Obesity -
Winter Baraitser Dysmorphology Database (version 1.0.8, London
Medical Databases, London, UK) (2006)

Achard — Arachnodactyly — migrognathia

Acrocallosal- agenesis corpus callosum, mental retardation, polydactyly
Albright - pseudo- and pseudopseudohypopathyroidism

Alstrém syndrome

Aniridia - Wilms tumor/WAGR syndrome

Aniridia plus

Atkin (1985) - macrocephaly, mental retardation, Coffin-Lowry-like face
Ayazi (1981) - choroideremia, obesity deafness
Bannayan-Riley-Ruvalcaba syndrome

Barder-Biedl (Laurence-Moon-Bardet-Biedl) syndrome
Beckwith-Wiedeman (EMG) syndrome

Beemer (1988) - ptosis, telecanthus

Biemond II - obesity, polydactyly, iris coloboma

Blount disease

Borjeson-Forssmann-Lehmann syndrome - microcephaly, obesity, mental
retardation

Borjeson-Forssmann-like syndrome

Cabezas (2000) - X-linked mental retardation

Camera syndrome (1993) - obesity

Carbohydrate - deficient glycoprotein syndrome type la
Carboxypeptidase E deficiency

Carpenter syndrome - acrocephalopolysyndactyly type II

Chromosome 13q34 - submicroscopic deletion

Chromosome 14 - maternal disomy

Chromosome 1p36 - submicroscopic deletion

Chromosome 22qter - submicroscopic subtelomeric deletion
Chromosome 2q37 - submicroscopic deletions, Albright-like features
Chromosome 3p25-26 - duplication

Chromosome 8p23 - submicroscopic deletion

Chromosome 9g22.3 - microdeletion

Chromosome 9q34 - submicroscopic deletion

134



Chudley (1988) - mental retardation, short stature, obesity, hypogonadism
Cohen syndrome

Cole-Hughes (1991) - macrocephaly

Coloboma - obesity, hypogonadism, mental retardation

Congenital muscular dystrophy with cataracts and minor brain anormaly
Costelo syndrome

Cystinuria - hypotonia

Deafness - metaphyseal dysplasia

DeVitto (2005) - overgrowth, cranial hyperostosis, mental retardation
Devriendt (1996) - alopecia, mental retardation, hypogonadism
Donnai-Barrow - diaphragmatic hernia, exomphalos, absent corpus collosum
Duba (1997) - chromosome instability disorder

Edwards (1976) - pigmentary retinopathy, hypogogonadism, glucose
intolerance

Elejalde (1977) - acrocephalopolydactylous dysplasia

Emphysema - genital anomalies, deafness, mental retardation

Ferlini (1995) - hydrocefalus, Sprengel shoulder, skeletal anomalies

Frias (1975) - growth deficiency, facial abnormalities, brachydactyly

Fryns (1988) - mental retardation, macrocephaly, short stature, craniofacial
abnormalities

Fryns-Aftimos - webbed neck, seizures, pachygyria of frontal lobes
Frynz-Delooz - nasal hypoplasia, sparse hair, obesity, labial hypoplasia,
mental retardation

Furlong(1987) - marfanoid syndrome with craniosynostosis

Gabrielli (2000) - obesity, cleftlip/palate, growth hormone deficiency, mental
retardation

Glycogen storage disease type 1

Goldstein(1988) - Sotos-like syndrome

Growth hormone - releasing receptor mutations

Gu(1996) - nonspecific X-Linked mental retardation

Hall syndrome - craniostenosis and Turner phenotype

Hernandez(1982) - mental retardation, bulbous nose, epilepsy

Hockey(1986) - X-linked mental retardation, precocious puberty
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Hughes(1985) - dominant “acromegaloid” appearance

Hypertrichosis, osteodysplasia, cardiomyopathy

Hypochondroplasia (autosomal recessive)

Hypothalamic syndrome

Ichthyosis, hypogonadism, mental retardation (X-linked)

Insulin resistance, acanthosis nigricans, hypothyroidism, obesity
Ischiospinal dysostosis

Jones(1973) - microcephaly, mental retardation, cubitus valgus
Kabuki makeup syndrome

Kajantie(2000) - facial asymmetry, obesity, dolicocephaly

Kallmann syndrome

Killian/Pallister mosaic syndrome

Laurence-Moon (see also Bardet-Biedl) syndrome

Leptin deficiency

Leptin receptor mutation

Livedo reticularis, stroke-like episode, cystic kidneys

Lorenz(1990) - acrocephalosyndactyly, parieto-occipital “encephalocele”
Maclean(2002) - microcephaly, growth hormone deficiency, retinopathy
Macrocephaly, cutis marmorata telengiectatica congenital
Macrocephaly, familial

Macrocephaly, spastic paraplegia

Macular degeneration - Sotos-like features

Marshal-Smith syndrome

Maternal diabetes syndrome

MC4R mutations and obesity

McPherson-Clemens - cleft lip and palate, congenital heart defect
Meégarbané-Cormier-Daire - mental retardation, short stature, joint laxity
Mental retardation, distal arthrogryposis

Mental retardation, epileptic seizures, hypogonadism, microcephaly, obesity
Mental retardation, obesity (X-linked)

Microcephaly, cutis verticis gyrata, edema

MMMM syndrome - megalocornea, macrocephaly, mental and motor

retardation
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MOMES syndrome - mental retardation, obesity, prognathism

MOMO syndrome - macrosomia, obesity, macrocephaly, ocular abnormalities
Moreno(1974) - gigantism, advanced bone age, hoarse cry
Morgagni-Stewart-Moret syndrome

MORM syndrome - mental retardation, truncal obesity, retinal dystrophy,
micropenis

MRX29 - ARX-related

Multiple circumferential skinfolds

Myhre(1981) - growth deficiency, clefting, mental retardation

Nesidioblastosis

Neuhauser(1975) - megalocornea, mental retardation

Nevo(1974) - overgrowth, hypotonia

Nguyen(2003)syndrome - mild Smith-Lemli-Opitz following familial
hypocholesterolemia

Obesity, adrenal insufficiency, red hair

Obesity and SIM1 mutation

Obesity, tall stature, psychosis, seizures

Overgroth syndrome, type Nishimura

Pashayan(1973) - mental retardation, truncal obesity, webbed neck,
blepharophimosis

Pavone(1996) - hypertrichosis, obesity, brachydactyly, mental retardation
Perlman syndrome - gigantism with trnal dysplasia/tumors

Pfeiffer-Kapferer - sensorineural deafness, hypospadias, synostoses
Piussa(1983) - brachydactyly, thumb ankylosis, mental retardation
Prader-Willi syndrome

Primrose(1982) - muscle wasting, mental retardation, cataracts, calcified
pinnae

Prolidase deficiency

Ramsden(2000) - hypertrophied skinfolds

Rozendaal(2003) - midface hypoplasia, obesity, mental retardation
Russel-Eggitt - Leber’s amaurosis, cardiomyiopathy

Russmann(1985) - macrocephaly, tremor

Schinzel(1974) - fractures, delayed dentition, rhizomelia (arms)
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Schinzel-Bernarsconi - short stature, brachydactyly, small ears

Scholte(1991) - early balding, patella laxity, acromicria, hypogonadism,
mental retardation

Scleroteosis

Scott(1969) - short stature, acanthosis nigricans

Seemanova(1992) - insulin resistance syndrome

Sengers(1985) - hydrocephaly, obesity, hypogenitalism (X-linked recessive)
Shashi(2000 - X-linked mental retardation

Sierpinski-Bart(1981) - mental retardation, tapetoretinal degeneration,
arachnodactyly

Simpson-Golabi-Behmel syndrome

Simpson-Golabi-Behmel syndrome, severe infantile form

Single central incisor, short stature

Sinnerbrink and Ades(2004) - mental retardation, deafness, ocular
abnormalities, short stature

Smith-Magenis syndrome

Sotos syndrome (cerebral gigantism)

Stevenson(1982) - marfanoid syndrome

Summit(1969) - acrocephalosyndactyly

Tarhan(2004) - mental retardation, polysyndactyly, deafness, facial
dysmorphism

Teebi(1986) - hypogonadotropic hypogonadism, mental retardation, obesity
Teebi(1989) - macrosomia, micropthtalmia, cleft palate

Teebi(1989) - overgrowth syndrome

Moreno(1974) - gigantism, advanced bone age, hoarse cry

Temtamy(1974) - metaphyseal dysplasia, anetoderma, optic atrophy
Tetraploid /diploid mosaicism

Trichomegaly, chorioretinopathy

Triploid /disploid mosaicism

Ulnar-mammary (Palister) syndrome

Urban(1979) - obesity, mental retardation, contractures, genital anomalies
Vasquez(1979) - X-linked hypogonadism, gynecomastia, obesity, mental

retardation
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Verloes(1990) - male pseudohermaphroditism, mullerian structures, mental
retardation

Verloes-Lesenfants - obesity, camtodactily, agenesis of corpus callosum
Weaver syndrome

Weiss(1932) - nerve deafness, mental retardation, obesity, hypogenitalism
Wilson(1991) - X-linked mental retardation, gynecomastia, obesity

X-linked mental retardation, obesity, microcephaly

Yim(1982) - amelia, hydrocephalus, iris coloboma, cleft lip/palate
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X.1 - Referéncias Eletronicas

Ensembl Genome Browser:
http://www.ensembl.org

GenBank:
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

GeneCards:
http:/ /www.genecards.org/index.shtml

Obesity Genemap Database:
http:/ /www.obesitygene.pbrc.edu

Online Mendelian Inheritance in Man:
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

UCSC Genome Browser:
http://genome.ucsc.edu/index.html
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