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Introducao



| — Introducao

A obesidade se tornou uma das maiores preocupacdes de saude
publica, aumentando a taxa de mortalidade e o risco de morbidade entre os
casos de hipertensdo, dislipidemia, diabetes mellitus e doencas
cardiovasculares (Calton et al., 2009). De acordo com a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), em 2005, a estimativa de adultos com sobrepeso (IMC >
25kg/m?) era de 1,6 bilhdes de individuos e de adultos obesos (IMC > 30kg/m?)
400 milhdes de individuos. Ja a estimativa para as criangas menores que 5
anos era de 20 milhdes com sobrepeso. Além disso, a OMS calcula que em
2015 havera aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos com sobrepeso e mais
de 700 milhdes de obesos.

O indice de massa corporal (IMC) é uma das principais medidas
antropométricas utilizadas em estudos sobre obesidade, e é calculado pela
divisdo do peso do individuo em quilogramas pelo quadrado da altura em

metros (Bell et al., 2005).

Tabela 1 - A Classificagao Internacional do IMC para individuos adultos

Classificagdo J IMC (kg/m?)

Muito abaixo do peso Abaixo de 17
Abaixo do peso Entre 17 e 18,49
Peso normal Entre 18,5 € 24,99
Sobrepeso Entre 25 e 29,99
Obesidade | Entre 30 e 34,99
Obesidade Il (severa) Entre 35 e 39,99
Obesidade Il (mérbida) Acima de 40

Adaptado de OMS (http://apps.who.int/bmi/index.jsp?introPage=intro_3.html)



Diversos autores, como Bell et al. (2005), Mutch et al. (2006), Barness et
al. (2007) e Calton et al. (2009), definem a obesidade como resultado da
ingestdo de calorias em excesso e um baixo gasto energético. Este ultimo
devido, inclusive, ao estilo de vida sedentario adotado pelas populacoes
ocidentais. Apesar disso, Barness et al. (2007) referem que a atividade fisica
representa apenas cerca de 10% da utilizagdo da energia total em um adulto
médio e, embora a diminuigdo da capacidade de exercicio possa acompanhar
a obesidade, falta de exercicio fisico ndo necessariamente resulta em
obesidade.

Existem os fatores genéticos que também estdo envolvidos no ganho de
peso, de forma que os individuos que geneticamente tem uma susceptibilidade
ao ganho de peso, em um ambiente obesogénico acabam se tornando
excessivamente obesos. (Bell et al., 2005).

Estudos realizados no final dos anos 80 e inicio dos anos 90 com
gémeos e criangas adotadas indicaram que 80% da variagdo do IMC é
atribuida a fatores genéticos (Bouchard et al., 1990,1994). Outros estudos
baseados na composi¢céo corporal de gémeos criados separados e estudos
comparando a composicdo corporal de criangas adotadas com seus pais
bioldgicos e com seus pais adotivos também sugerem forte influéncia genética
sobre a composig¢ao corporal e distribuicdo da gordura (Barness et al., 2007).

A obesidade é um disturbio neuroenddécrino no qual fatores ambientais e
a predisposi¢cao genética agem em conjunto (Hebebrand, 2007; Hebebrand et
al, 2003, Hebebrand & Hinney, 2009). A ultima atualizacdo do Human obesity
gene Map, publicada em 2006, apresentou 127 genes candidatos, resultado de

426 associacdes positivas com o fenétipo obesidade.



A obesidade €, portanto, considerada uma doenca multifatorial que
envolve uma complexa interagao entre componentes genéticos e influéncias
ambientais, levando ao excesso de armazenamento de energia na forma de
gordura corporal. A modulagdo da quantidade de energia que ingerimos
envolve os mecanismos neurofisiologicos que conectam o cérebro com o
intestino e possivelmente a outros sistemas que regulam a homeostase
energeética e o comportamento alimentar (Kousta et al., 2009).

Diferentes estratégias tém sido utilizadas para abordar os determinantes
genéticos da obesidade, incluindo estudos de associagdo, analises de
varredura gendmica (genome-wide scan), o estudo das formas monogénicas
de obesidade e o estudo de sindromes genéticas com anomalias do
desenvolvimento associadas a obesidade (Kousta et al., 2009).

Centenas de estudos dos ultimos 15 anos tém sugerido uma associagao
positiva das variantes comuns de um grande numero de genes candidatos com
fendtipos de obesidade ou relacionados a ela, porém os efeitos dessas
variantes explicam apenas uma pequena porcentagem da variagdo no peso e
IMC. Isso indica que a susceptibilidade a obesidade em humanos pode ser
resultado dos efeitos aditivos das variantes genéticas comuns, de diferentes
mutacdes raras em um grande conjunto de genes, ou da combinacdo de

ambos, além dos efeitos do ambiente (Calton et al., 2009; Hinney et al., 2010).

Obesidade nao sindrémica
Obesidade monogénica
Mutagcbes em genes que codificam proteinas com provavel fungdo na

regulacédo de apetite sdo responsaveis por doengas mendelianas em que a



obesidade é o fendtipo mais evidente (Bell et al., 2005). Estudos sobre formas
monogénicas de obesidade revelaram diversos genes e mutagdes envolvidos
no equilibrio de energia, fornecendo entendimento sobre alguns dos
mecanismos relacionados a regulagado do peso corporal (Kousta et al., 2009).
Mutagbes nos genes da leptina (LEP), receptor da leptina (LEPR), pro-
opiomelanocortina (POMC), pré-hormbnio convertase e receptor-4 de
melanocortina (MC4R), afetam a regulacdo do apetite resultando em um
fendtipo de obesidade grave devido a hiperfagia, indicando que estas vias sao
criticamente importantes na regulacdo do peso e adiposidade em seres

humanos (Barness et al., 2007) (Figura1).

Deficiéncia da leptina ou do receptor de leptina

O horménio anorexigénico leptina parece ser o principal indicador da
adiposidade e do sinal do estado de nutricao, pois seus niveis no plasma sao
altamente correlacionados ao numero de adipécitos e ao teor de gordura. Esse
papel pode ser observado pela reposicao de leptina em uma crianca de 9 anos
extremamente obesa com deficiéncia congénita de leptina. A injecéo
subcuténea diaria de leptina recombinante humana por um ano levou a uma
reversao completa da obesidade, com perda de massa gorda (Bell et al., 2005).

O gene da leptina esta localizado em 7q31.3, enquanto que o gene do
receptor de leptina esta em 1p31 (Beales et al, 2009). A deficiéncia em
qualquer um dos genes resulta no aumento do peso, sendo que os pacientes
apresentam peso normal ao nascimento, porém nos primeiros meses de vida
ocorre rapido ganho de peso, levando a obesidade grave. Quando a leptina

nao é detectada no soro ha uma grande possibilidade de se diagnosticar a



deficiéncia congénita de leptina, decorrente da homozigose do gene mutado
que leva a perda de fungédo do gene. A mutagcado no gene do receptor de leptina
resulta em um processamento (splicing) anormal do RNAm, gerando um
receptor sem os dominios transmembranico e intracelular. Assim, o receptor
mutante circula em alta concentragdo, vinculado a leptina, levando a uma

elevada concentracao de leptina no soro.

Deficiéncia de pro-opiomelanocortina

O gene da pro-opiomelanocortina (POMC), localizado na regido
cromossdmica 2p23.3, é transcrito em varios tecidos, incluindo as células
corticotréficas da hipdéfise anterior, os neurbnios do nucleo arqueado do
hipotdlamo e as células na derme e do sistema linfatico. Em todos estes tipos
de células POMC sofre um processamento poés-traducional que resulta em uma
série de peptideos menores (Coll et al., 2004).

Krude et al. (2009) citam que em dois estudos de ligagao cobrindo todo o
genoma o locus do gene POMC estava ligado com a ocorréncia de fendétipos
obesos. A triagem das mutagdes na regido codificante do gene falhou em
detectar alteragdes associadas ao fendtipo obeso, de maneira que os autores
concluiram que mudangas na regido nao codificante devem existir e interferem
na expressao apropriada do gene POMC. Devido as suas diversas fungoes,
defeitos no gene resultam em uma doenga complexa, com deficiéncia de

corticotropina, obesidade severa de inicio precoce e hipopigmentacéo.
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Figura 1 - Regulagao fisiolégica do balango energético.

Os neurdnios produtores de neuropeptideo Y (NPY) / proteina relacionada a agouti (AGRP) e
os neurdnios produtores de pro-opiomelanocortina (POMC) / transcrito relacionado a cocaina e
anfetamina (CART) no nucleo arqueado do hipotalamo tém uma fungao chave na regulagdo do
balango energético. A ativagado dos neurénios NPY/AGRP tem efeito orexigénico, promovendo
a ingestdo de alimento, enquanto que a ativagdo dos neurbnios POMC/CART tem o efeito
oposto anorexigénico. A POMC é ativada através de modificagao pds-traducional dando origem
ao horménio melandcito-estimulante alfa (a-MSH, ndo mostrado). Essas duas classes de
neurdnios recebem sinais de varios horménios. A leptina é secretada pelo tecido adiposo,
circulando em niveis que sdo proporcionais as reservas de gordura corporal e exerce seu efeito
através de seu receptor (LEPR), inibindo os neurénios NPY/AGRP e estimulando os neurdnios
POMC/CART. O pancreas secreta a insulina, que tem influéncia anorexigénica sobre o nucleo
arqueado. A grelina é produzida pelo estdbmago e duodeno, e estimula os neurbnios
NPY/AGRP através de seus receptores secretagogos de horménio de crescimento (GHSRs). O
peptideo YY3-36 (PYY3-36) é secretado pelo trato gastrointestinal distal e sinaliza através dos
receptores Y2 (Y2Rs) a produgédo de um efeito inibitério sobre os neurdnios NPY/AGRP. Os
neurdbnios NPY/AGRP também tém um efeito inibitério sobre os neurbnios POMC/CART
através da liberacdo do acido y-aminobutirico (GABA), que pode ser estimulado pela ligagcao da
grelina aos GHSRs. Os sinais orexigénicos e anorexigénicos produzidos pelos neurdnios
NPY/AGRP e POMC/CART séo entdo enviados até neurdnios efetores de segunda ordem, que
também recebem sinais modificadores da dopamina, serotonina e endocanabindides. Esses
neurdnios efetores expressam receptores que incluem o receptor Y1 (Y1R) e o receptor-4 de
melanocortina (MC4R). Esses diversos sinais atuam juntos para proporcionar o total equilibrio
entre a aquisi¢cao de alimento e o gasto energético. (Modificado de Bell et al., 2005).



Deficiéncia do receptor-4 de melanocortina

A forma de obesidade de herangca autossébmica dominante mais
frequente é causada por mutagdes no gene que codifica o receptor-4 de
melanocortina (MC4R), localizado na regidao 18922 (Bell et al., 2005; Mutch et
al., 2006). Esta presente em 1-6% dos individuos obesos de diferentes grupos
étnicos, com maior prevaléncia em casos de maior gravidade e idade de inicio
precoce.

Os pacientes apresentam um acelerado crescimento linear e
hiperinsulinemia precoce, além de pressao arterial baixa. Também apresentam
hiperfagia, mas nédo tdo grave como a observada na deficiéncia de leptina
(Farooqi et al., 2009).

Camundongos com deficiéncia em MC4R nao sao hiperfagicos ao serem
alimentados com uma dieta pobre em gordura, porém a hiperfagia € observada
apos a introdugcdo de um maior teor de gordura, indicando interagées gene-

ambiente.

Gene FTO

Recentemente, pesquisadores britdnicos descobriram um gene (FTO)
presente no cromossomo 16g12.2, que esta fortemente associado com o
controle de indice de massa corporal. Os 16% dos adultos que séao
homozigotos para o alelo de risco pesavam cerca de 3 kg a mais e tiveram um
risco 1,67 vezes maior de obesidade, quando comparados com aqueles que
nao herdaram o alelo de risco (Barness et al., 2007). Outros pesquisadores
testaram 48 SNPs em diferentes regides intergénicas para estimar a

distribuicdo de SNPs neutros em sua amostra de caso-controle para



obesidade. Eles observaram associagao entre SNPs no primeiro intron de FTO

e um aumento no risco de obesidade (Beales et al., 2009).

Obesidade sindréomica

Ha entre 20 e 30 doencas herdadas de forma Mendeliana nas quais os
pacientes sao clinicamente obesos e também apresentam deficiéncia
intelectual, caracteristicas dismérficas e anomalias do desenvolvimento de
orgaos especificos (Mutch et al., 2006). Somente algumas dessas sindromes,
tais como Prader-Willi, Bardet-Bied|, Alstrdom, Cohen, WAGR (tumor de Wilms,
aniridia, anomalias genitourinarias e deficiéncia intelectual) estdo associadas a
obesidade de inicio precoce (Choquet et al., 2010).

A obesidade nestas sindromes parece envolver defeitos estruturais e/ou
funcionais do hipotalamo que estdo relacionados ao comportamento alimentar
e a liberagdo de insulina, porém os mecanismos fisiopatolégicos exatos néo

sdo totalmente conhecidos. (Barness et al., 2007).

Sindrome de Prader-Willi

A sindrome de Prader-Willi (PWS) é a mais frequente das sindromes
que possui a obesidade como uma de suas caracteristicas, com incidéncia de
1:25.000 nascimentos. E caracterizada por hipotonia neonatal com dificuldade
de sucgao, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM), hiperfagia,
obesidade, baixa estatura em adolescentes, maos e pés pequenos,
hipogonadismo, disturbios do sono, caracteristicas faciais dismorficas,
deficiéncia intelectual leve a moderada e comportamento obsessivo-compulsivo

(Varela et al., 2005; Kousta et al., 2009).



O segmento 15q11-g13 esta relacionado ao imprinting genémico, sendo
que varios genes nesta regido sao ativos apenas no cromossomo herdado do
pai, enquanto outro(s) gene(s) é ativo apenas no cromossomo herdado da
mae. A PWS é uma das doengas humanas que esta relacionada ao imprinting
e resulta da auséncia de expressao de genes ativos no cromossomo paterno. A
perda dos genes ativos herdados paternamente contribui para o fendtipo
completo da sindrome de Prader-Willi, no entanto, a auséncia de um pequeno
RNA organizador nucleolar (snoRNA), SNORD116 (HBII-85), parece produzir
muitas das caracteristicas clinicas, como hipotonia neonatal, obesidade
morbida de inicio precoce e hipogonadismo (Cassidy et al., 2012).

Existem trés mecanismos genéticos que resultam na sindrome de
Prader-Willi. O principal deles é a dele¢ao paterna dentro do segmento 15q11-
g13, que ocorre em aproximadamente 70% dos casos. A dissomia uniparental
materna (UPD) do cromossomo 15 ocorre em aproximadamente 25% dos
casos e em torno de 2% dos pacientes tém um defeito no centro de imprinting.
No caso da delec¢ao, existem 5 tipos dependendo dos pontos de quebra, sendo
que os dois mais encontrados sdo o tipo I, com pontos de quebra em BP1 e

BP3, e o tipo Il, com pontos de quebra em BP2 e BP3 (Varela et al., 2005).

Sindromes associadas a obesidade e/ou hiperfagia

Delegao terminal em 1p36

Rearranjos subteloméricos ocorrem em aproximadamente 5% dos
pacientes com deficiéncia intelectual idiopatica, sendo que a delecado terminal
de 1p € a mais comum, tendo uma incidéncia estimada de 1:5.000 (D’Angelo et

al., 2006).
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A sindrome da delecdo de 1p36 tem como caracteristicas atraso no
DNPM e/ou deficiéncia intelectual, hipotonia, perda auditiva, epilepsia,
microcefalia, braquicefalia, olhos fundos, ponte nasal baixa, cardiomiopatias,
dificuldades de alimentagao na infancia e alguns pacientes possuem obesidade
e/ou hiperfagia (Beales et al., 2009).

D’Angelo et al. (2010) sugerem que o segmento 1p36.33-36.32, na sua
parte distal de 2-3 Mb , seria a regiao critica para a manifestacdo da obesidade

e hiperfagia.

Delegao terminal em 2q37

A sindrome de delecéo de 2q37, também conhecida como osteodistrofia
hereditaria de Albright-like ou sindrome de braquidactilia e deficiéncia
intelectual (BDMR), é outra sindrome de delegao terminal com mais de 100
pacientes ja descritos (Leroy et al., 2013). Possui uma variabilidade fenotipica
significativa, sendo suas principais caracteristicas o atraso no desenvolvimento,
problemas de comportamento, transtorno do espectro do autismo, defeitos
cardiacos, obesidade e braquidactilia do tipo E (braquimetafalangia), além de
baixa estatura, deficiéncia intelectual, hipotonia e facies caracteristica (Falk &
Casas, 2007; Morris et al., 2012).

Delegbes ou mutagdes em heterozigose que envolvem o gene HDAC4
sdo descritas como a causa para o fendtipo da sindrome. HDAC4 regula
fatores que sdo necessarios para o desenvolvimento e regulagcdo muscular,
cardiaco e neuroldgico, sendo critico para esqueletogénese e condrogénese
adequadas, bem como a sobrevivéncia neuronal (Williams et al., 2010; Morris

etal., 2012).
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Delecdao em 6g16.2 e haploinsuficiéncia do gene SIM1

A perda do gene SIM1, localizado em 6q16.2, tem sido associada com
hiperfagia na obesidade sindrdbmica. Em humanos, a delecdo ou quebra da
regidao SIM71 resulta em um fendtipo Prader-Willi-like ou uma forma de
obesidade de inicio precoce associada com excesso de ingestao de alimentos,
similar a hiperfagia vista em camundongos (Bell et al., 2005). O gene SIM1
desempenha um papel fundamental na diferenciacdo neuronal dentro do
nucleo paraventricular do hipotalamo, regido critica na regulagdo da ingestao
de alimentos (Bonnefond et al., 2013). Estes autores estudaram o envolvimento
do gene SIM1 com o desenvolvimento da obesidade em 44 criangas com
caracteristicas de sindrome de Prader-Willi-like, 198 criangas com obesidade
grave de inicio precoce, 568 adultos com obesidade morbida e 383 controles,
encontrando trés mutacbes que mostraram fortes efeitos de perda de funcao
(p.T46R, p.H323Y e p.T714A) e foram associadas com alto risco para a
obesidade severa.

Holder et al. (2000) estudaram uma menina com obesidade de inicio
precoce que possuia uma translocacdo cromossOmica de novo entre os
cromossomos 1p22.1 e 6q16.2, na qual o gene SIM1 foi rompido. Além disso,
citam dois outros estudos de pacientes com fendétipo complexo, incluindo a
obesidade de inicio precoce e pequenas delegdes intersticiais que se
sobrepbdem a regido de sua paciente.

Em um estudo com individuos apresentando fendtipo Prader-Willi-like,
Varela et al. (2006) encontraram uma delegao de origem paterna do segmento
6915-921 em uma paciente, o que sugere que a obesidade de inicio precoce e

a hiperfagia sao determinadas pela haploinsuficiéncia do gene SIM1, enquanto
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a hipotonia, o atraso no desenvolvimento, dismorfismos faciais e extremidades
pequenas sdo causados pela delecdo de outros genes localizados no
segmento cromossémico 6q15-g21. Vignoli et al. (2013) realizaram uma
revisdo da literatura com 25 pacientes apresentando delecdo entre os
segmentos 6q15 e 6g23. Identificaram entre as caracteristicas comuns da
sindrome a ocorréncia de deficiéncia intelectual — variando de grave (16% dos
casos), moderada (24%) a leve (20%) e em 40% o grau de deficiéncia
intelectual nao foi especificado; problemas de comportamento (36%),
principalmente transtorno do espectro do autismo e déficit de atengcédo com
hiperatividade e agressividade; 44% com fendtipo PWS-like (que inclui
obesidade, hipotonia e maos e pés pequenos). Uma grande variabilidade foi
observada entre os dismorfismos descritos, sendo o0s mais recorrentes:
hipertelorismo (36%), olhos amendoados (16%), fissuras palpebrais obliquas
(28%), ponte nasal larga (24%), nariz bulboso (20%), orelhas dismorficas
(80%), palato ogival (28%), microrretrognatia (32%) e maos curtas ou

dismoérficas/dedos afilados nas pontas (48%).

Delegao terminal em 9¢q34.3

Beales et al. (2009) apresentaram um estudo no qual duas criangas com
obesidade e hiperfagia, deficiéncia intelectual, atraso no desenvolvimento,
hipotonia, além de outras caracteristicas dismorficas, tinham uma delegao
terminal na regidao cromossdémica 9q34.3. Esta regido contém cerca de 20
genes. Em outro estudo com 13 pacientes possuindo essa mesma delegéo,
apenas dois apresentavam obesidade, apesar de que trés morreram recém-

nascidos devido a problemas cardiacos congénitos (Goldstone et al, 2008).
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Atualmente esta sindrome é denominada sindrome de Kleefstra, em que
ja foram descritos mais de 100 pacientes com delegdes submicroscépicas na
regidao 9934.3 ou com mutagbes intragénicas em EHMT1, causando a
haploinsuficiéncia deste gene e consequentemente seu fendtipo. E
caracterizada por atraso no desenvolvimento e deficiéncia intelectual de
moderados a severos, hipotonia e caracteristicas faciais distintas,
compreendendo braquicefalia, microcefalia, sinofre, formato incomum das
sobrancelhas, hipoplasia da face média, labio inferior evertido, lingua protrusa
e prognatismo. As caracteristicas clinicas adicionais incluem defeitos cardiacos
€ urogenitais congénitos, epilepsia, disturbios comportamentais e psiquiatricos

e sobrepeso (Willemsen et al., 2012).

Sindrome de WAGR

A sindrome de WAGR (tumor de Wilms, aniridia, anomalias genito-
urinarias, deficiéncia intelectual) é causada por delegdes intersticiais da regiao
11p13 devido a haploinsuficiéncia de genes nesta regido, incluindo WTT1 e
PAX6. O gene WT1 é responsavel pelo desenvolvimento do tumor de Wilms e
nefropatias enquanto que PAX6 pela aniridia. Desta maneira, é reconhecida
como uma sindrome de genes contiguos (Yamamoto et al., 2014).

Delegbes maiores, com pontos de quebra centroméricos e teloméricos
atipicos que abrangem a regido 11p14, tém sido descritas em pacientes com
fendtipo WAGR em associagdo com deficiéncia intelectual e obesidade
(Shinawi et al., 2011). Este subgrupo que inclui obesidade & denominado
WAGRO e tem sido associado com haploinsuficiéncia para o gene BDNF. O

gene BDNF, presente na regiao 11p14.1, tem um papel fundamental na
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diferenciacdo de células, sobrevivéncia neuronal, migracdo, arborizacao
dendritica, sinaptogénese e desenvolvimento da medula espinhal (Shinawi et
al., 2011). Rodriguez-Lopez et al. (2013) afirmam que a regido critica para a
obesidade infantil na sindrome de WAGR esta localizada dentro de uma regiéo
de 80 kb do exon 1 de BDNF. Han et al. (2008) descreveram pacientes com
haploinsuficiéncia de BDNF que apresentaram o IMC significativamente mais
elevado durante a infdncia em comparacdo com controles, com uma

prevaléncia de 100% de obesidade infantil.

Sindrome de Smith-Magenis

A sindrome de Smith-Magenis tem uma prevaléncia estimada de
1;15.000 — 25.000 nascimentos. Suas principais caracteristicas sdo deficiéncia
intelectual, disturbios do sono (atribuido a um ritmo circadiano invertido),
comportamento auto-agressivo, anomalias craniofaciais, neuroldgicas, baixa
estatura e obesidade. Muitas das caracteristicas pleiotrépicas da sindrome
resultam da haploinsuficiéncia do gene RAI/1 presente na regido cromossémica
17p11.2. Trata-se de uma regido rica em low copy repeats (LCRs) em que mais
de 75% dos pacientes apresentam delegdes de cerca de 3,7Mb,
aproximadamente 16% apresentam delegcbes atipicas de ~5Mb e
aproximadamente 10% tém mutagdes pontuais em RAI1 (Elsea & Williams,
2011). A duplicagao reciproca desta regido resulta na sindrome de Potocki—
Lupski, com apresentacédo clinica variavel que inclui deficiéncia intelectual,
atraso de desenvolvimento, problemas de comportamento, caracteristicas
autistas, hipotonia, ma alimentagao e altera¢des cardiovasculares (Magoulas et

al., 2014).
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Burns et al. (2010) estudaram o papel de RA/1 na obesidade, através da
haploinsuficiéncia de Rai1 em camundongos. Os animais Rai1*" apresentaram
fenétipo obeso e hiperfagico. Também verificaram que RAI1 regula diretamente
a expressao do BDNF, onde Bdnf é downregulated no hipotdlamo dos
camundongos Rai1™". Além disso, observaram que em pacientes com a
sindrome de Smith-Magenis a obesidade de inicio precoce esta presente em
mais de 50% dos individuos a partir de 9 anos de idade (percentil igual ou

superior a 85) e a obesidade truncal € mais comumente constatada.

Sindrome de Bardet-Bield

A sindrome de Bardet-Bield (BBS) tem uma frequéncia estimada em
1:100.000 nascimentos e suas principais caracteristicas sao: distrofia retiniana,
polidactilia, dificuldades de aprendizado, hipogonadismo, problemas renais e
obesidade (Bell et al., 2005). O fendtipo dessa sindrome é heterogéneo,
provavelmente devido a mutagdes em diversos loci genéticos, sendo os ja
mapeados: BBS1 em 11913, BBS2 em 16qg21, BBS3 em 3p13, BBS4 em
15q22.3, BBS5 em 2q31, BBS6 em 20p12, BBS7 em 4q27, BBS8 em
14932.11, BBS9 em 7p14, BBS10 em 12921.2, BBS11 em 9q33.1, BBS12 em
4927, BBS13 em 17923, BBS14 em 12921.3, BBS15 em 2p15, BBS16 em
1943, BBS17 em 3p21.31 e BBS18 em 10925.2 (Forsythe & Beales, 2013;
Scheidecker et al., 2014).

A heranca desta sindrome é considerada como autossémica recessiva,
entretanto, a ocorréncia de herancga trialélica vem sendo sugerida em algumas
familias. Mutch et al., (2006) exemplificam que certas formas da BBS estédo

relacionadas com mutagdes recessivas em um dos /oci associadas com outra
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mutacdo em um segundo /ocus, levantando também a hipdtese de modelo de
transmiss3ao trialélica.

Além da BBS, outras sindromes, como a sindrome de Alstrom e a
sindrome de Carpenter, tém a patogénese da obesidade ligada a disfung¢des
dos cilios, organelas presentes em quase todas as células eucariontes. A
fisiopatologia na BBS ndo esta totalmente clara, mas ha evidéncias que
sugerem que defeitos dos cilios no transporte de vesiculas podem levar ao
fendtipo da doenca, incluindo a hiperfagia e a obesidade (Kousta et al., 2009).

Mutagbes homodlogas a BBS7 e BBS8 em Caenorhabditis elegans
produzem defeitos na fungao ciliar, e mutagdes no BBS5 em Chlamydomonas
levam a uma perda de flagelos. Todos os genes bbs conhecidos em C. elegans
sdo expressos exclusivamente em células com cilios e em camundongos
mutantes Bbs ha perturbagao ciliar grave com defeitos no olfato, defeitos do

tubo neural e interrupgao de feixes ciliares da céclea (Barness et al., 2007).

Outras sindromes relacionadas ao fendtipo de obesidade estao

brevemente descritas na Tabela 2.

Hibridagdo Genémica Comparativa baseada em arrays

A técnica de Hibridacdo Gendmica Comparativa baseada em arrays
(aCGH) é o método mais poderoso utilizado para detectar e localizar perdas e
ganhos de material genético atualmente. (Mantripragada et al., 2004). Ele
permite mapear todo o genoma de uma s6 vez com uma alta resolugéo e

revelar alteragdes submicroscépicas do numero de copias do DNA que nao sao
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possiveis de avaliar por outras técnicas como o estudo do cariétipo tradicional
(Vissers et al., 2003).

Inicialmente, seu uso principal foi na pesquisa de cancer, mas a
aplicagdo no estudo de doengas genéticas congénitas tornou-se importante.
Mantripragada et al. (2004) citam estudos que identificaram delecbes em
pacientes com sindrome de DiGeorge, além da detecgao de delegdes terminais
e intersticiais, cromossomos derivados e rearranjos complexos em pacientes
com deficiéncia intelectual.

A técnica de aCGH é baseada na hibridagdo de DNA teste e DNA
referéncia em uma placa contendo sondas relacionadas as regides do genoma.
A resolugado do método € determinada pela distancia genémica entre as sondas
e o tamanho dos fragmentos de DNA clonados. O DNA teste (DNA gendémico
que se pretende estudar) e o DNA referéncia (amostra controle) sdo marcados
com fluorocromos verde e vermelho, respectivamente, e hibridados no array na
presenca de DNA Cot1, que bloqueia as sequéncias repetitivas. Depois da
hibridacdo os sinais fluorescentes sdo capturados e sua intensidade
quantificada. Regides com intensidades fluorescentes iguais de DNA teste e
referéncia resultam na cor amarela. As regides deletadas sao detectadas em
vermelho e as regides duplicadas aparecem em verde.

Slater et al. (2005) abordaram em seu estudo as vantagens do array em
relacdo a analise citogenética, como a utilizagdo de uma pequena quantidade
de DNA, além de n&o ser necessaria a produgao de cultura celular que é
demorada e algumas vezes problematica. A resolugdo € superior, permitindo
uma analise mais refinada, determinando os pontos de quebra de forma mais

precisa, além de identificar pequenas duplicagcdes e delecbes, inclusive em
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translocagdes aparentemente equilibradas. O array GeneChip Mapping 100K
que utilizaram no trabalho, além de gerar dados do numero de cdpias como em
outros aCGH, também ofereceu dados de genotipagem, possibilitando a
deteccao de alteracbes cromossébmicas de coépias neutras, onde nao ha
mudanga no numero de copias, tais como dissomia uniparental (UPD). Gijsbers
et al. (2009) também relatam que os arrays que pesquisam polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP) s&o utilizados na genotipagem e identificam variagdes
do numero de cépias (CNV) submicroscépicas, assim como baixos niveis de
mosaicismos cromossdmicos e UPDs. Em aproximadamente 25% dos
pacientes com deficiéncia intelectual/anomalias congénitas multiplas, CNVs
sao detectados por aCGH e SNP array. Para Mantripragada et al. (2004), tanto
pequenas duplicagdes e delegbes quanto determinados SNPs podem ser
importantes na deteccao de fatores de predisposicdo a doencas.

Da mesma forma, De Vries et al. (2005) demonstram que a resolugao do
array e a cobertura de todo o genoma permitem uma maior detecgdo de
alteracbes do numero de cépias comparado aos resultados da analise
cromossOmica e da analise quantitativa das regides subteloméricas com o uso
de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), pois as alteragdes
encontradas em seu estudo eram intersticiais e 7 de 10 anormalidades eram
menores que 4 Mb.

Porém, Slater et al. (2005) e Gijsbers et al. (2009) descreveram uma
desvantagem no uso do array em relagdo ao cariétipo tradicional que é a
incapacidade de detectar rearranjos equilibrados, tais como translocagbes
reciprocas e inversdes. Cerca de 6% dos casos diagnosticados no pré-natal

que apresentaram esses rearranjos estdo associados a fendtipos anormais.
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Provavelmente, os pontos de quebra dos rearranjos interromperam um gene ou
pequenas delecbes ou duplicacbes além da resolugdo utilizada estéo
presentes. Dependendo da resolu¢cdo do SNP array, sua anadlise pode detectar
essas pequenas anomalias, mas o rompimento dos genes permanecera
desconhecido. A impossibilidade de detectar os rearranjos cromossdmicos
equilibrados é resultado do método de preparagéo, que inclui a fragmentacéo
do genoma antes da hibridagdo aos BAC, PAC ou oligonucleotideos do array,
de forma que a informacéo linear nao é preservada.

A populagdo humana mostra extenso polimorfismo no nimero de cépias
dos segmentos cromossémicos, algo conhecido como variagdo do numero de
copias (CNV). Uma alta proporcdo do genoma, estimada em até 12% esta
sujeita a essa variagdo. Porém, a maior parte das variagdes € desvantajosa, e
a mudancga no numero de cépias em algum gene especifico pode levar a um
grupo de condi¢gdes patolégicas conhecidas como doengas gendmicas
(Hastings et al., 2009).

Kearney et al. (2011) publicaram diretrizes para a interpretacao e relato
de variacbes do numero de copias. Os fatores que podem ser utilizados para
auxiliar a interpretagcdo das CNVs sdo: o tamanho do segmento, a posicao
(intersticial, centromérica, regides de repeticdo), o numero de cébpias, o
conteudo génico da CNV, a origem da CNV (de novo ou herdada) e a
frequéncia na populagédo em geral. Uma vez que o tamanho de uma CNV esta
associado com o numero de genes afetados, a probabilidade de
patogenicidade aumenta com o tamanho da CNV (Hehir-Kwa et al., 2013;

Vulto-van Silfhout et al., 2013).
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Mudancas na quantidade de copias de um ou mais genes sdo causas
comuns de deficiéncia intelectual (Gijsbers et al., 2009), sendo que as regides
subteloméricas sdo conhecidas por serem afetadas por rearranjos
submicroscoépicos em aproximadamente 5% dos pacientes com malformacdes
e deficiéncia intelectual (de Vries et al., 2005).

De Vries et al. (2005) relatam o caso de um paciente com a delegédo do
segmento envolvido com a sindrome de DiGeorge e VCFS (sindrome
velocardiofacial) que apresentava deficiéncia intelectual leve, baixa estatura e
algumas caracteristicas faciais sugestivas, mas sem as caracteristicas de
diagnéstico da VCFS, como anomalias cardiacas, fenda palatina, dedos longos
e finos, hipocalcemia ou hipoplasia timica, o que demonstra que o array CGH
também auxilia no diagndstico de fendtipos atipicos de sindromes comuns de
microdelecoes.

Muitas sindromes tém sido descritas como resultado de alteragdes do
numero de copias que ocorrem no genoma, sendo identificadas apds o avango
de tecnologias que detectam CNVs, como o array-CGH. A seguir, algumas
dessas sindromes, em que a obesidade esta presente como uma de suas

caracteristicas, sdo descritas.
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Delegcdo em 1p21.3

A sindrome de microdelecdo em 1p21.3 € uma anomalia extremamente
rara, com menos de 10 casos relatados até o momento, de ocorréncia
principalmente de novo que envolve o gene DPYD e o miRNA MIR137. E
caracterizada por um atraso de linguagem grave, deficiéncia intelectual leve a
moderada, transtorno do espectro do autismo, obesidade e caracteristicas
faciais dismérficas menores, como orelhas grandes, olhos profundos, ponte

nasal larga e labio inferior espesso (Willemsen et al., 2011; Carter et al., 2011).

Delecao em 2p25.3

A delecgao da regido de terminal do brago curto do cromossomo 2 ja foi
descrita na literatura em cerca de 13 pacientes, muitas vezes associada com
um fenodtipo de Prader-Willi-like (Doco-Fenzy et al., 2014). Estes autores
descreveram 5 pacientes com delecdo em 2p25 apresentando obesidade de
inicio precoce, hiperfagia, deficiéncia intelectual e alteragdes comportamentais.
A andlise dos genes contidos na regido deletada levou-os a especular que os
genes ACP1, TMEM18, e/lou MYT1L podem estar envolvidos na obesidade de
inicio precoce. Além disso, a deficiéncia intelectual e problemas de
comportamento podem ser explicados pela perda de heterozigose dos genes
SNTG2 e MYTIL.

Com o uso de microarrays, Stevens et al. (2011) identificaram delegdes
em 2p25.3, com tamanhos variando de 0.37 a 3.13Mb, em trés irmaos adultos
e trés pacientes nao relacionados, todos apresentando deficiéncia intelectual,
obesidade ou excesso de peso, sem caracteristicas faciais dismérficas

evidentes. Ao combinarem os dados encontrados com outros trés pacientes da
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literatura definiram a regido minima de sobreposi¢cdo que continha o gene
MYT1L. Porém, ndo encontraram evidéncias na literatura de uma associacio
direta entre haploinsuficiéncia de MYT1L e excesso de peso. Ja o gene
TMEM18, previamente associado a obesidade, estava deletado em quatro dos
pacientes.

Rio et al. (2013) relataram duas irmas gémeas monozigbétigas com
genadtipos discordantes, resultado de uma alteragdo cromossémica na regiao
2p25.3, provavelmente devido a uma recombinagcdo mitética ndo-alélica que
ocorreu durante as divisdes do blastdmero de um zigoto normal, levando a um
fendétipo também discordante. Uma gémea apresentava atraso no
desenvolvimento global, excesso de peso e hiperatividade devido a delecédo em
2p25.3 enquanto que a outra gémea apresentava o transtorno do espectro
autista devido ao mosaicismo, onde um terco das células mostrou uma deleg¢ao
em 2p25.3, um tergo das células uma duplicagdo em 2p25.3 e um tergo das
células eram normais. A gémea com apenas a delegdo exibiu um fendtipo
compativel com o descrito na literatura para outros portadores desta deleg¢ao
em que sua CNV, abrangendo os genes MYT1L, SNTG2 e TMEM18, sugere

ser uma ligagao causal entre a alteragdo genémica e o fenétipo observado.

Translocagdao nao equilibrada entre os cromossomos 8 e 12 -
der(8)t(8;12)(p23.1;p13.31)

Goldlust et al. (2013) descreveram 7 pacientes compartilhando o mesmo
rearranjo genémico, uma translocagao nao equilibrada entre os cromossomos 8
e 12, resultando numa perda de 7,0Mb no brago curto do cromossomo 8 e um

ganho de 8,5Mb no brago curto do cromossomo 12 e fendtipo de deficiéncia
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intelectual, macrocefalia, eczema, convulsdes e obesidade. Ha 23 genes dentro
da delecdo em 8p e 107 genes dentro da duplicacdo em 12p, com destaque
para o gene GNB3 no cromossomo 12, previamente associado com obesidade.

O gene GNB3 codifica a subunidade GB3 (proteina G B3) que é
expressa em todos os tecidos, representando um componente chave na
transducdo de sinal intracelular. Localiza-se no cromossomo 12p13 e
compreende 11 éxons e 10 introns. O polimorfismo C825T no éxon 10 n&o
afeta a sequéncia de aminoacidos, mas esta associado com a ocorréncia de
uma proteina diferente, denominada G3s, devido a um splicing variante, que
resulta em um ganho dominante de fungdo, ou seja, um aumento na
transducao de sinal em células e tecidos humanos. O polimorfismo C825T do
gene GNB3 tem sido associado com varios fendtipos, incluindo a hipertenséo,
arteriosclerose, obesidade, resisténcia a insulina, depressdo e respostas
imunes (Kenkle et al., 2011).

Ou et al. (2011) forneceram evidéncia molecular que apoia que NAHR
entre LCR intercromossGmicas seja um potencial mecanismo para
translocagdes reciprocas recorrentes. Analises do banco de dados de seus
pacientes estudados por array  retornou dois casos com
der(8)t(8;12)(p23.1;p13.31). Analise bioinformatica dos pontos de quebra nas
regides da 1(8;12) revelou um cluster de LCR de ~579kb (posicdo gendmica
7,52 - 8,10Mb) no cromossomo 8p23.1 e um cluster de LCR de ~287kb no
cromossomo 12p13.31 (posi¢gao gendmica 8,31 - 8,60Mb), que compartilham

285 kb de homologia significativa (sequéncia de identidade do DNA > 94%).
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Locus 16p11.2

O brago curto do cromossomo 16 € rico em duplicacbes segmentares
(segmental duplications) (trechos maiores que 1 kb com uma alta identidade
com outras sequéncias). Os mais conhecidos disturbios gendmicos recorrentes
resultam da recombinacdo homodloga nédo-alélica (NAHR) ou crossing-over
desigual entre esses segmentos grandes e altamente idénticos (> 10 kb)
(Girirajan et al., 2010). Varios desequilibrios gendmicos (microdele¢des ou
microduplicagdes) ja foram caracterizados tendo pontos de quebra mapeados
dentro de duplicacbes segmentares do cromossomo 16, associados ao
autismo, esquizofrenia, deficiéncia intelectual, anomalias congénitas e
obesidade (ltsara et al., 2009; Girirajan et al., 2010; Bachmann-Gagescu et al.,
2010; Sahoo et al., 2011).

Bochukova et al. (2010) estudaram 300 pacientes com obesidade severa
de inicio precoce, sendo que 143 tinham também atraso no desenvolvimento.
Foram identificados trés pacientes com a delecdo no cromossomo 16p11.2,
sendo que em dois destes pacientes (que possuiam atraso leve de
desenvolvimento) a delegdo estendia-se por uma regido de 593kb
anteriormente associada a autismo e deficiéncia intelectual. Em outra amostra
de 1.062 pacientes com apenas obesidade grave detectaram a delegdao de
16p11.2 em mais dois pacientes. Assim, os autores relataram 5 pacientes
portando a delegdao em 16p11.2 com uma regido minima de sobreposi¢cdo de
220kb (28.73-28.95 Mb, hg 18) que inclui o gene SH2B1, conhecido por estar
envolvido na sinalizagao da insulina e leptina.

Walters et al. (2010) relataram uma forma altamente penetrante da

obesidade, inicialmente observada em 31 individuos que eram heterozigotos
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para dele¢cdes de aproximadamente 600kb em 16p11.2 (29.5-30.1 Mb) e
também apresentavam déficits cognitivos. Os autores fizeram um levantamento
a partir de GWAS realizados em 16.053 individuos de oito coortes europeias
identificando dezenove delecdes semelhantes ao seu achado. Essas delecdes
estavam ausentes dos controles ndo obesos e representavam 0,7% dos casos
de obesidade morbida.

A duplicagéo reciproca desta regido de 600kb foi associada a um
fendtipo espelho ao IMC extremo. Jacquemont et al. (2011) detectou 138
portadores da duplicagcdo que mostram uma redugao significativa no peso e
IMC pés-natal (IMC < 18,5kg/m?), tanto em individuos com atraso no
desenvolvimento e deficiéncia intelectual como em individuos sem essas
caracteristicas. Também detectou uma associacédo entre a delecdo e a
duplicagdo com aumento e redugéo do perimetro cefalico (26,7% apresentando
microcefalia), respectivamente.

Al-Kateb et al., (2014) estudaram 10 pacientes com rearranjos em
16p11.2, sugerindo que casos com rearranjos nesta regido tém uma maior
incidéncia de escoliose e anomalias vertebrais. Dois destes pacientes portavam
uma delecdo na regido e tinham a obesidade como uma de suas

caracteristicas.

Delegcao em 17g24.2

Vergult et al. (2012) descreveram 4 pacientes com delegées em 17q24.2
e fendtipo de atraso no desenvolvimento, atraso na fala, problemas de
alimentacdo na infancia, obesidade truncal e facies semelhante. Eles

apresentavam a menor regido de sobreposicdo das delegbes de 713 kb de
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tamanho que contém um microRNA e cinco genes: PRKCA, HELZ e um
conjunto de trés genes CACNG que codificam a subunidade gama de um canal
de caélcio dependente de voltagem.

Ja Lestner et al. (2012) e Bartnik et al. (2014) descrevem pacientes com
delecdes que se sobrepdem parcialmente as descritas acima, apresentando
algumas caracteristicas clinicas comuns como atraso no desenvolvimento,
deficiéncia intelectual, problemas de alimentagdo e caracteristicas faciais
dismorficas, como fronte alta e larga, hipertelorismo e epicanto, porém sem o
fendtipo de obesidade.

PRKCA codifica uma proteina quinase C alfa, que tem um papel
importante em muitos processos celulares diferentes. Uma analise de ligagao
do genoma ao IMC apontou PRKCA como um Jlocus pleiotropico a ser
associado com o IMC e asma (Murphy et al., 2009). A delecdo de PRKCA pode

contribuir para a obesidade truncal observada (Vergult et al., 2012).
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Tabela 2 - Algumas sindromes genéticas que apresentam obesidade como caracteristica

clinica

Sindrome

Localizagao

cromossomica

Gene

Principais caracteristicas

Osteodistrofia Hereditaria
de Albright (AHO) e
Pseudohipoparatireoidis-
mo tipo la (PHP1A)

20q13

GNAS1

AHO (pseudo-pseudohipoparatireoidismo):
baixa estatura, braquidactilia, obesidade,
deformidades cranio-faciais, membros
curtos ou ossos metacarpianos curtos,
calcinose subcutanea; em alguns casos
anomalias mentais e do desenvolvimento.
PHP1A: fenttipo de AHO com a presenca
também de resisténcia multihormonal.
Relacionadas ao imprinting do gene, sendo
que o alelo materno mutado leva a PHP1A,
enquanto que o alelo paterno mutado leva
a AHO

S. Alstrom

2p13

ALMS1

Deficiéncia neurossensorial, obesidade na
infancia, resisténcia a insulina,
hiperisulinemia levando a diabetes tipo 2,

hipogonadismo em homens, baixa estatura

S. Carpenter

6p11

RAB23

Oxicefalia, craniossinostose, braquidactilia
e sindactilia nas méos, polidactilia pré-axial
nos pés, anomalias dentais. Obesidade

presente em pacientes mais velhos

S. Cohen

8q22.2

COH1

Deficiéncia intelectual, microcefalia, facies
tipica, obesidade, baixa estatura, hipotonia,
distrofia retiniana progressiva

S. Borjeson-Forssman-
Lehmann

Xq26.3

PHF6

Deficiéncia intelectual, obesidade,
ginecomastia, hipogonadismo, orelhas

grandes

S. Wilson-Turner

Xq21.2-g22

WTS

Deficiéncia intelectual, obesidade,
ginecomastia, dificuldades na fala,
instabilidade emocional, dedos afilados,

pés pequenos

S. Ahmad

Xp11.3-923

Deficiéncia intelectual, obesidade,

hipogonadismo, dedos afilados

MEHMO

Xp21.1-p22.13

Deficiéncia intelectual, epilepsia,

hipogonadismo, microcefalia, obesidade

Baseado em Beales et al, 2009 e Kousta et al, 2009
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Il - Objetivos

O presente trabalho tem como principal objetivo investigar pacientes
com obesidade e/ou hiperfagia associada a atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor, dificuldades de aprendizagem, disturbios de comportamento
e outras caracteristicas clinicas visando a identificagdo de alteragdes no

genoma relacionadas a obesidade e hiperfagia.

Objetivos especificos

Estudar com plataformas de SNP array (“The GeneChip® Mapping 500K
Set’, da Affymetrix) e/ou de array CGH (CytoSure ISCA, da Oxford Gene
Technology - OGT) pacientes com obesidade sindrbmica que foram
anteriormente estudados por meio de testes de MLPA que investigam as
regides subteloméricas de todos os cromossomos e varias regides gendmicas
nas quais as delecodes e duplicacdes estdo associadas a sindromes conhecidas
e apresentaram resultados normais.

Investigar in silico as fungdes de genes presentes nas regides alteradas
a fim de correlaciona-los a obesidade e hiperfagia.

Correlacionar as diferentes alteragdes cromossémicas as caracteristicas
fenotipicas e comportamentais dos pacientes.

Proporcionar o diagnodstico e progndstico dos pacientes e

Aconselhamento Genético aos pais e familiares.
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Ill - Casuistica e Metodologia

Casuistica

Os pacientes com suspeita de diagnostico clinico de PWS séo
encaminhados ao nosso Servigo por médicos do Hospital das Clinicas da FM-
USP, por médicos da UNIFESP-EPM e de outras instituicdbes para testes
genéticos.

A amostra foi composta por 31 pacientes com atraso do DNPM e/ou
dificuldade de aprendizado, disturbios de comportamento, obesidade e/ou
hiperfagia que apresentaram resultado negativo para o teste de metilagao para
PWS/AS (Dra. Ménica Castro Varela). Alguns pacientes também tiveram seu
DNA analisado por testes de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification), que estudam as regides subteloméricas dos cromossomos (Kits
P036 e P070) e regides relacionadas a deficiéncia intelectual (kit PO64) (MSc.
Claudia Irene Emilio de Castro), além de um kit sintético elaborado em nosso
laboratorio pela Pds-Doutoranda Carla S. D’Angelo contendo regides ja
descritas na literatura envolvidas com obesidade.

Para cada paciente foi preenchida uma ficha de anamnese genética
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(s)
responsavel(is) legal(is) pelo paciente assinou(aram) um termo de
consentimento livre e esclarecido autorizando a realizagdo dos exames
moleculares e o armazenamento do DNA. O sangue dos genitores, quando
possivel, também foi colhido para extracdo de DNA e, se necessario, para a

realizagédo do cariotipo. O projeto de Pesquisa ao qual se insere este trabalho
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foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Biociéncias da

Universidade de Sao Paulo, sob o Protocolo de numero 021/2004.

Metodologia

Nove pacientes selecionados tiveram seu DNA gendmico extraido de
linfécitos do sangue periférico para o estudo do genoma pela técnica de SNP-
array, com o uso do Kit “The GeneChip Mapping 500K Set” (Affymetrix),
segundo protocolo fornecido pelo fabricante, para verificar a ocorréncia de
variagbes no numero de copias (CNVs) no material genético. A analise dos
dados foi realizada através do The Affymetrix® Genotyping Console™ software
(GTC) verséao 4.0.

Para se determinar quais CNVs encontradas sao relevantes para o
estudo, os seguintes parametros foram delimitados: CNVs com tamanho
minimo de 300kb, segmentos que possuem no minimo 5 marcadores (numero
de SNPs usados para avaliar perda de heterozigosidade) e porcentagem
menor que 50% de marcadores no segmento que se sobrepdem aos limites de
conhecidas CNVs, presentes no banco de dados DGV Toronto.

Oito dos pacientes analisados com o SNP-array da Affymetrix foram
analisados também pelo array-CGH CytoSure da OGT ISCA 8x60k
(colaboragdo da Dra Carla Rosenberg) para a confirmacdo dos resultados
obtidos anteriormente.

Em seguida foram selecionados mais 22 pacientes para serem
analisados pelo array-CGH CytoSure da OGT ISCA 4x180k. Este array é
composto de aproximadamente 180.000 oligonucleotideos de 60-mer a uma

distancia de cerca de 25kb entre oligonucleotideos, cobrindo todo o genoma.
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O protocolo utilizado foi o fornecido pelo fabricante e a analise feita no
programa Agilent Genomic Workbench Lite Edition 6.5.0.18, considerando
alteragdes maiores que 300kb, presentes em regides com genes e/ou que
rompessem algum gene.

Os pacientes que apresentaram alteragbes no genoma tiveram os
genitores também estudados.

Nos pacientes nos quais foi observada alguma alteragcdo gendmica
realizamos o cultivo do sangue em meio apropriado para estudo citogenético
com a finalidade de investigar por bandamento GTG a ocorréncia de alteragdes
numéricas e estruturais, além da técnica de FISH (fluorescence in situ
hybridization) ou da técnica de qPCR (quantitative polymerase chain reaction)
para a validagao do diagndstico obtido através do array.

A investigagdo in silico de genes relacionados a obesidade e/ou
hiperfagia e atraso do DNPM, dificuldade de aprendizado e/ou disturbios de
comportamento foi realizada através dos bancos de dados do Ensembl
Genome Browser e University of California Santa Cruz Genome Bioinformatics
(UCSC). A anadlise dos dados foi feita através de pesquisas a banco de dados
de diversos sites como GeneCards, DECIPHER, ISCA, OMIM, entre outros, e

artigos depositados no PubMed.

Cultura de linfécitos de sangue periférico

Os pacientes e seus genitores tiveram cerca de 5mL de sangue coletado

em tubo heparinizado.
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Ao meio de cultura RPMI Medium 1640 (Gibco) foi acrescentado 20% de
soro fetal bovino (Cultilab), 1,5% de fitohemaglutinina (Gibco) e 0,3% de L-
glutamina (Sigma).

Em 10mL de meio de cultura foram semeadas 10 gotas de sangue total
e incubados em estufa a 37°C por 72 horas. Pouco antes do término das 72
horas foi acrescentado 10uL de brometo de etidio ao meio, permanecendo por
3 horas e 15 minutos na estufa. Apds esse periodo, foi adicionado 200uL de
colchicina, ficando mais 45 minutos na estufa.

Ao término do periodo, as amostras foram transferidas para tubos falcon
e centrifugadas por 5 minutos a 1500rpm em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi desprezado e, em seguida, acrescentou-se solugao
hipotonica de cloreto de potassio (KCI) até completar 8mL. O material foi bem
homogeneizado e permaneceu em temperatura ambiente por 30 minutos,
sendo ressuspendido algumas vezes.

Apo6s os 30 minutos acrescentou-se 2mL de fixador, preparado com 3
partes de metanol para 1 parte de acido acético, novamente ressuspendido e
centrifugado por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e agora
acrescentado mais 5mL de fixador, ressuspendido e centrifugado por 5 minutos
a 1500rpm. Este ultimo processo foi repetido mais duas vezes, totalizando trés
etapas de lavagem.

Apds a Uultima etapa de lavagem, adicionou-se 5mL de Cytoclear
(ProCell Reagents) por 5 minutos a temperatura ambiente, seguido de mais um
ciclo de centrifugagao e acréscimo de fixador de acordo com a quantidade de
pellet formada. O Cytoclear é utilizado para remover o citoplasma que

permaneceu apos o processo de lavagem com fixador.
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Laminas limpas mantidas em geladeira foram posicionadas sobre o

banho-maria onde se pingou 3 gotas do material fixado para a analise.

Analise cromossdmica por bandamento GTG

As laminas foram envelhecidas por uma semana e também por 5
minutos em microondas. Entdo foram incubadas em 2XSSC (cloreto de sédio
0,3M e citrato trissodico 0,03M) por 5 minutos a 65°C seguida de lavagem em
agua destilada e secas a temperatura ambiente. Em seguida, foram incubadas
em solugao de tripsina 0,025% em tampao fosfato Sorensen (Na,HPO,4 0,03M
e NaH,PO4 0,03M) pH 6,8 a 37°C por tempo variavel de 45 a 60 segundos,
lavadas em agua destilada e alcool 80° e coradas com solugado Giemsa a 4%
em tampéo fosfato Sorensen por 10 minutos.

As laminas foram analisadas em microscépio Axiophot Motorizado
(Zeiss) e pelo menos 10 metafases foram capturadas por camera de video e

cariotipadas no programa lkaros (Metasystems).

Analise citogenética molecular por FISH (fluorescence in situ

hybridization)

Em quatro pacientes foi realizado o estudo por fluorescence in situ
hybridization (FISH), para confirmagao do resultado obtido no array. As sondas
especificas para as regioes alteradas foram pesquisadas no banco de dados
do Ensembl Genome Browser, com a finalidade de se encontrar sondas
presentes em BACs da biblioteca de 1Mb, mantida no laboratério da Profa. Dra.

Angela M. V. Morgante e gentilmente cedidos para este trabalho.
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Os BACs de interesse foram inoculados em 2mL de meio TB acrescido
de 2uL de antibidtico cloranfenicol e deixados para crescer overnight em um
shaker a 225-300rpm a 37°C. O isolamento do DNA dos clones de BAC foi feito
segundo protocolo fornecido por CHORI, com a substituigdo do ultimo passo
pela incubagao em banho-maria a 60°C por 15 minutos.

As sondas foram marcadas pela reagao de nick translation com biotina
ou digoxigenina utilizando os kits Biotin-Nick Translation Mix e Dig-Nick
Translation Mix (Roche), respectivamente, onde 2,5uL do DNA foi diluido em
1uL do Mix e 6,5uL de agua Milli-Q e incubado por 4 horas a 15°C.

Logo apds foi realizada a etapa de precipitacdo onde foi acrescentado a
mistura acima 7uL de COT-1 (Invitrogen), 1,7uL de acetato de sédio e 42,5uL
de etanol 100% a -20°C e deixado overnight no freezer a -20°C. O material foi
centrifugado a 13.000rpm por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e
o pellet lavado em 50uL de etanol 70% (-20°C), seguido de mais um ciclo de
centrifugagéo por 10 minutos a mesma temperatura e rotagéo e o descarte do
sobrenadante. As sondas foram ressuspendidas em 15uL de meio de
hibridacéo e desnaturadas por 10 minutos a 100°C.

As laminas foram desnaturadas em solugdo de formamida (70% de
formamida, 10% de 20XSSC e 20% de agua Milli-Q) por 2 minutos a 73°C. A
sonda foi aplicada na lamina e esta incubada em cadmara umida em estufa a
37°C overnight.

Apés a incubacao, as Iaminas foram lavadas em 2 solugdes de lavagem
iguais (50% de formamida, 10% de 20XSSC e 40% de agua Milli-Q) por 3
minutos cada seguido de banho por 5 minutos em solugdo de 2XSSC, a 37°C,

e um banho de PBT por 5 minutos a temperatura ambiente.
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O anticorpo utilizado foi avidina conjugada a FITC para a sonda marcada
com biotina e para a sonda marcada com digoxigenina utilizou-se o anticorpo
anti-digoxigenina conjugada com rodamina, ambos diluidos em 1:50 em PBT.
Aplicou-se 20uL do anticorpo na lamina, incubando-a em camara umida a 37°C
por 45 minutos. A seguir, 3 banhos de PBT de 2 minutos a temperatura
ambiente foram dados e as laminas coradas com 15uL de DAPI (Sigma) mais
Vectashield Mouting Médium (Vector Laboratories).

As laminas foram analisadas em microscopio Axiophot Motorizado
(Zeiss) e pelo menos 10 metafases foram capturadas por camera de video com
os filtros especificos para a deteccao da fluorescéncia e analisadas no

programa lIsis (Metasystems).

Quantitative polymerase chain reaction (QPCR)

Para as alteracbes menores em que nao seria possivel utilizar as sondas
da técnica de FISH, realizou-se o estudo com a técnica de quantitative
polymerase chain reaction (QPCR), também conhecida por real-time PCR.
Foram estudados 3 pacientes e seus genitores, sendo que de cada alteragao
gendmica selecionou-se um gene de interesse para o desenho dos primers.

As amostras de DNA dos pacientes, genitores e controles (feminino e
masculino) foram diluidas para uma concentragédo de 5 ng/uL. Preparou-se o
mix com 10 uL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,6 uL
do Primer Foward a 10mM, 0,6 yL do Primer Reverse a 10mM e 4,8 uL de
agua Milli-Q. Esse mix foi adicionado a 4 yL de DNA das amostras. Os genes
para controle endégeno utilizados foram GAPDH (no cromossomo 12) e HPRT

(no cromossomo X) e os experimentos realizados em quadruplicata.
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A reacdo de PCR ocorreu no equipamento ABI 7500 Fast e foi
constituida por 40 ciclos compostos por desnaturagao a 95°C por 15 segundos
e uma etapa de anelamento/extensdo com 60 segundos a 60°C.

O método utilizado para quantificacdo relativa € o da comparacao do
limiar da fase exponencial (Cycle Threshold - Ct), que consiste na comparagao
dos valores Ct da amostra com os valores Ct do controle. Os valores de Ct de
ambos sao normalizados aos de genes enddégenos. Tal método é também
conhecido por método 27227 | onde AACT=ACramostra-ACTeonroe . Nesta
equacgao, ACt amostra € o valor de Cy da amostra normalizada ao gene
endogeno e ACy controle € o valor de Ct para o controle normalizado ao gene

endogeno (Schmittgen & Livak, 2008; Ma et al., 2006).
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IV — Resultados e Discussao

Dos nove pacientes estudados com “The GeneChip Mapping 500K Set”
(Affymetrix), apenas um apresentou uma alteracdo de ganho de coépia do
material genético. E, ao serem analisados pelo array ISCA 8x60k da OGT, este
paciente dentre os nove teve o resultado da duplicagao intersticial no braco
longo do cromossomo 17q11.2 de 540kb confirmado.

Em seguida, 22 pacientes foram estudados com o array-CGH CytoSure
ISCA 4x180k da OGT. Sete pacientes apresentaram alteragdes de numero de
copias do genoma, sendo 6 alteragbes patogénicas ou possivelmente

patogénicas e uma provavelmente benigna.

Os capitulos a seguir referem-se aos pacientes nos quais alteragdes
foram encontradas. Descrevemos os dados obtidos na anamnese, os
resultados encontrados e a discussao dos achados. No Anexo 1 incluimos a

descricdo dos pacientes nos quais nao foram observadas alteracdes.
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Paciente 9

G. F. O., sexo feminino, 6 anos e 7 meses. Pai com 38 e mae com 35
anos, ndo-consanguineos, n&o ha historico de aborto. Irmaos de 18 e 13 anos,
saudaveis. Relato de casos na familia: sobrinho da mae tem hiperatividade. A
paciente foi encaminhada ao nosso servico com suspeita de obesidade
sindrémica. A gestacdo durou 33 semanas, necessitou de medicagdes no 4° e
5° més para manter a gestagao. Parto cesareo devido a auséncia de dilatagao,
peso ao nascimento 1820 g, comprimento 44 cm e perimetro cefalico 31 cm,
boa succdo; apgar 9-10. Ictericia. Hipotonia neonatal. Ganhou peso
rapidamente. Hiperfagia e obsessédo por comida desde os 5 meses. Firmou a
cabega com 7 meses, sentou sem apoio apdés 1 ano e comegou a andar com
quase 2 anos e formular frases com mais de 6 anos. Tem atraso psicoldgico de
3 anos em relagdo a idade cronoldgica. Problemas de articulagdo da fala.
Atraso no desenvolvimento global. Atraso DNPM.

Na ocasido da consulta apresentava estatura de 1,16 m (p25-p50), peso
33,5 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 50,5 cm (p50-p75). Braquicefalia, fronte
alta e proeminente, implantacdo baixa de cabelos na fronte. Orelhas rotadas,
I6bulo solto, hélices auriculares espessas. Sinofre, epicanto, olhos
amendoados, estrabismo, olhos fundos. Nariz em sela. Labio superior fino e
inferior levemente fino, filtro curto. Queixo pontudo. Clinodactilia do 5° dedo das
maos, pregas palmares normais. Cardiopatia congénita. Auto-abragco. Nunca
teve transtorno de sono noturno. Habito de cutucar feridas. Teimosia, acessos
de violéncia, variagdes rapidas de humor, comportamento

obsessivo/compulsivo. Medicado com ritalina devido a hiperatividade.
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No retorno para coleta de material para estudo citogenético (15/08/2011)
a paciente apresentava estatura 1,22 m (p50-p75) e peso 37 kg (p>97,5).
Realiza atividades sozinha como escovar os dentes e trocar de roupa.
Frequenta escola especial.

Estudo do padrao de metilagdo da regidao PWS/AS e teste de MLPA com
os kits P036-E1, P070-B1 e P064-B2 normais.

O emprego do GeneChip Mapping 500K (Affymetrix) mostrou uma
duplicagéo intersticial no brago longo do cromossomo 17q11.2 de 362kb entre
os SNPs SNP_A-4256690 localizado em 29,147,164pb e SNP_A-1878539
localizado em 29,508,775pb, conforme o Ensembl Genome Browser (versao
NCBI37/hg19).

Com a finalidade de validar a duplicagdo encontrada no array, realizou-
se o FISH utilizando a sonda RP11-229K15 para o cromossomo 17q11.2,
observando-se marcagoes nos dois cromossomos 17, sendo que em um dos
cromossomos a marcagao era mais intensa (Figura 3). O cariétipo apresentou
resultado 46,XX.

O emprego do array CytoSure ISCA 8x60k (OGT) também detectou uma
duplicagao intersticial no brago longo do cromossomo 17g11.2 de 540kb entre
29,033,663pb e 29,598,392pb (hg19).

Os genitores foram estudados pelo array CytoSure ISCA 4x180k (OGT)
verificando-se que a duplicagéo foi herdada do pai cuja coordenada gendémica
€ 28,973,693-29,598,251pb. A diferenga entre os pontos de quebra presentes
na microduplicagdo da paciente e do pai é provavelmente devido a resolucao
dos diferentes formatos de array utilizados (8x60k para a paciente e 4x180k

para o pai) cuja distancia gendmica entre as sondas, menor no array 4x180Kk,
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pode resultar em valores de inicio e término da alteracdo divergentes, mas
como pode ser visto na Figura 2, envolvem 0s mesmos genes.

A analise do genoma do paciente por array revelou uma duplicagéo de 9
genes no cromossomo 17. Esta regido contém parcialmente o gene NF1 que,
quando mutado, causa a neurofibromatose tipo 1 (NF1), de heranga
autossdbmica dominante. Aproximadamente 5% dos individuos com NF1
apresentam microdelegbes envolvendo o gene NF1 e outros genes desta
regido, causando a sindrome de microdelecdo do NF1, onde o fenétipo é mais
grave do que nos quadros com mutagdes intragénicas (Moles et al., 2012).

Dentre os genes duplicados destacamos ADAPZ2, também conhecido
como CENTA2, com wuma ampla distribuicdo nos tecidos, sendo
particularmente abundante no coragao, tecido adiposo e musculo esquelético
(Whitley et al., 2002). Os genes CENTAZ2 e JJAZ1 (este ultimo fora da regiao
duplicada da paciente) sao significativamente expressos no coragédo e
candidatos a serem responsaveis por anomalias cardiovasculares (Venturin et
al., 2004); DPRXP4, um pseudogene membro da familia de genes homeobox
que se acredita estar envolvido com o inicio do desenvolvimento embrionario; e
RNF135. Douglas et al. (2007) sugerem que o gene RNF135, presente na
duplicagao de nossa paciente, quando em haploinsuficiéncia contribui para um
crescimento excessivo e dismorfismos faciais, além de dificuldades no
aprendizado e outras anomalias congénitas. Os autores também identificaram
mutacdes heterozigotas neste gene em 4 de 245 individuos com uma sindrome
de crescimento excessivo caracterizada por aumento no peso e estatura pos-
natal, macrocefalia, deficiéncias de aprendizado e caracteristicas faciais

dismorficas.
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Figura 2 — Visdao geral do cromossomo (A) e detalhe da duplicagao (B) encontrada no array

CytoSure ISCA 8x60k (OGT) da paciente 9. C - Detalhe da duplicagdao encontrada no array CytoSure

ISCA 4x180k (OGT) do pai da paciente 9.

Figura 3 — FISH em metafases do paciente 9 utilizando a sonda RP11-229K15 para o cromossomo

17q11.2, apresentando duas marcagoes, sendo uma de maior intensidade.
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A andlise do genoma do paciente por array revelou uma duplicacédo de 9
genes no cromossomo 17. Esta regido contém parcialmente o gene NF1 que,
quando mutado, causa a neurofibromatose tipo 1 (NF1), de heranga
autossdbmica dominante. Aproximadamente 5% dos individuos com NF1
apresentam microdelegbes envolvendo o gene NF1 e outros genes desta
regido, causando a sindrome de microdelecdo do NF1, onde o fenétipo é mais
grave do que nos quadros com mutagdes intragénicas (Moles et al., 2012).

Dentre os genes duplicados destacamos ADAPZ2, também conhecido
como CENTA2, com wuma ampla distribuicdo nos tecidos, sendo
particularmente abundante no coracdo, tecido adiposo e musculo esquelético
(Whitley et al., 2002). Os genes CENTA2 e JJAZ1 (este ultimo fora da regido
duplicada da paciente) sao significativamente expressos no coragcdo e
candidatos a serem responsaveis por anomalias cardiovasculares (Venturin et
al., 2004); DPRXP4, um pseudogene membro da familia de genes homeobox
que se acredita estar envolvido com o inicio do desenvolvimento embrionario; e
RNF135. Douglas et al. (2007) sugerem que o gene RNF135, presente na
duplicacao de nossa paciente, quando em haploinsuficiéncia contribui para um
crescimento excessivo e dismorfismos faciais, além de dificuldades no
aprendizado e outras anomalias congénitas. Os autores também identificaram
mutacgdes heterozigotas neste gene em 4 de 245 individuos com uma sindrome
de crescimento excessivo caracterizada por aumento no peso e estatura pés-
natal, macrocefalia, deficiéncias de aprendizado e caracteristicas faciais
dismorficas.

Moles et al. (2012) sugerem uma hipotese interessante na qual se uma

diminuicdo da funcdo de RNF135 leva a um crescimento excessivo, um
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aumento de funcao devido a uma duplicagao da regido poderia ocasionar baixa
estatura e microcefalia, como ocorre em sua coorte. Os autores realizaram
estudos subsequentes dos pais que revelaram uma microduplicagao
aparentemente de novo, uma herdada do pai clinicamente normal e uma
herdada da m&e com caracteristicas dismorficas semelhantes as do filho. Os
outros pacientes nao tiveram os genitores analisados. A ocorréncia de
portadores saudaveis da microduplicagdo de 17 sugere uma possivel
penetrancia reduzida ou uma expressividade variavel que pode ser modificada
por fatores genéticos e nao genéticos.

Grisart et al. (2008) relataram 7 membros de uma familia com uma
microduplicagdo reciproca a microdelecdo de NF1 em que 5 destes
apresentaram um fendtipo caracterizado por atraso no desenvolvimento,
deficiéncia intelectual leve, dismorfismos faciais leves, hipoplasia do esmalte
dentario e calvicie de inicio precoce. Esta microduplicacdo também foi descrita
por Lu et al, (2007) em uma paciente com atraso no desenvolvimento,
deficiéncia intelectual, déficit pondero-estatural e microcefalia.

Buscas no DECIPHER retornaram como resultado 15 pacientes
apresentando sobreposicdo com a regido duplicada de nossa paciente, sendo
que 9 pacientes possuiam uma delecédo e 6 uma duplicagdo. Dentre esses
casos, em 4 pacientes a alteragcao era de novo, em 2 era herdada de um dos
genitores normais e em 3 era herdada de um dos pais com fenétipo similar ao
da crianga. Em 6 casos os pais nao foram avaliados. Um paciente do sexo
feminino descrito no DECIPHER portador de uma duplicagdo de novo no 17q
(29061725-30367156pb) na qual a duplicagdo de nossa paciente esta

totalmente inserida, apresenta fendtipo com obesidade generalizada,
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deficiéncia cognitiva e anomalias nas glandulas tiredide e paratiredide (Figura

4).
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Figura 4 — Pacientes com alteragées gendémicas que se sobrepéem a da paciente 9. A area
demarcada pelo retangulo preto é a area da alteragao da paciente. Imagem retirada do DECIPHER
em 03/2012.

Buscas no ISCA revelaram 14 pacientes apresentando sobreposi¢cao
com a regiao duplicada de nossa paciente, onde 10 possuiam uma delegéo,
sendo 2 de novo, e 4 uma duplicagéo (Figura 5).

Trata-se de uma regido rica em duplicagbes segmentares (segmental
duplications), o que ajuda a explicar o numero de pacientes com CNVs nesta

regido do genoma.
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Figura 5 - Pacientes com alteragcbes genomicas que se sobrepoem a da paciente 9. A area
demarcada pelo retangulo preto é a area da alteragdo da paciente. Imagem retirada do UCSC

Genome Browser em 05/2012.

As microdele¢cbes de NF1 sdo causadas por recombinacido homéloga
nao-alélica (NAHR) entre repeticdbes de baixo numero de copias (low copy
repeats - LCRs) que flanqueiam esta regiao (Moles et al., 2012).
Recombinagao entre as repeticdes diretas de LCRs proximas ao gene NF1
(NF1IREP-P e -M) poderiam dar origem a microdelecdes em NF1 por
recombinagdo  desigual entre cromatides-irmds ou recombinagao
intracromossdmica via um "looping do DNA" e excisdo. Dessa forma, como as
recombinagdes meidticas desiguais entre cromatides irmas sdo a base para a
microdelecao de NF1, poderia ser prevista a formacdo de uma duplicacao
reciproca (Dorschner et al., 2000).

Evidéncias crescentes demonstram que NAHR entre repeticoes
altamente homologas que flanqueiam genes sensiveis a dosagem desempenha
um papel central nas doengas genbmicas, resultando em duplicagbes ou

delegbes (Grisart et al., 2008).
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Paciente 11

T.C.C.P., sexo feminino, 19 anos. A paciente foi encaminhada ao nosso
servigco com suspeita de obesidade sindrémica. A duragao da gestagao foi de 9
meses, com sangramentos no 5° e 6° més. Parto cesareo, peso ao nascimento
2250g e comprimento 47 cm. Sugou bem ao seio materno até os 10 meses.
Sentou sem apoio com 8 meses, andou com 1 ano e 4 meses, comegou a falar
aos 9 meses.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,49 m (p<2,5), peso 107
kg (>p97) e perimetro cefalico 59 cm (>p98). Macrocrania. Epicanto bilateral.
Hirsutismo. Mao com 15,5cm (<p3). Obesidade iniciou-se a partir dos 2 anos,
tendo um grande ganho de peso de cerca de 30 kg em 2007. Ocorréncia de
psicose e alucinagbes. Tem atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e
dificuldade escolar. Crises convulsivas na vigéncia de febre.

Caribtipo 46,XX, teste de MLPA com os kits P036-E1 e P070-B1
normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) mostrou uma
duplicagao intersticial do brago curto do cromossomo 16 (p13.11p12.3) de
569kb localizada em 16292245pb e 16861714pb, conforme o Ensembl
Genome Browser (versao NCBI37/hg19).

O cromossomo 16 é rico em low copy repeats, sendo que na regiao
duplicada sao descritas duplicagdes segmentares (segmental duplications) por
toda sua extensao (Figura 6).

Hannes et al. (2009) identificaram 5 pacientes com deficiéncia intelectual
e/ou anomalias multiplas congénitas portando uma delegdo em 16p13.11 de

1.5Mb, além de 5 controles normais (de um total de 1682 controles testados)
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portando a duplicagcdo reciproca, ambas ocorrendo devido a recombinag¢ao

homologa nao-alélica (NAHR)

de low copy repeats do cromossomo 16. Dessa

forma, a duplicacdo do nosso paciente parece ser uma variante comum na

populacao, uma variagao prov
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avelmente benigna.
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Paciente 12

P.C.B., sexo feminino, 11 anos. Pai com 46 e mide com 48 anos. Sem
irmaos. A paciente foi encaminhada ao nosso servico com suspeita de
sindrome de Prader-Willi. A duragdo da gestagcdo foi de 37 semanas, parto
normal, peso ao nascimento 3000g e comprimento 49 cm. Apresentou
movimentos fetais normais e tinha boa succédo. Mae fez mastectomia devido a
um cancer e submeteu-se a exames radiolégicos para acompanhamento antes
e apos a gravidez. Firmou a cabeca com 3 meses, sentou sem apoio com 8
meses, andou com 1 ano e 4 meses, elaboracédo de frases mais completas e
entendiveis por volta dos 7 anos e 6 meses, mas ainda apresenta problemas
de articulagao da fala. Dificuldades na leitura, escrita e calculos.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,45 m (p2,5-p10), peso
54,1 kg (p90-p95) e perimetro cefalico 49,5 cm (p10). Teve rapido ganho de
peso entre 1 e 6 anos de idade com obesidade central devido a hiperfagia.
Problemas de comportamento como teimosia, acessos de violéncia, variacdes
rapidas de humor, comportamento obsessivo/compulsivo, mentiras e roubos.
Hipogenitalismo com hipoplasia de pequenos labios. Disturbios do sono,
fazendo tratamento com Psiquiatra. Maos e pés pequenos e dedos afilados nas
pontas. Alto limiar para a dor. Apresenta dificuldade na capacidade de vomitar.

Exames neuro-musculares normais.

Estudo do padrao de metilagéo da regiao PWS/AS e teste de MLPA com
o kit P064-B2 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) mostrou uma

duplicagdo intersticial do brago longo do cromossomo 7 (q36.2) de 398kb
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localizada em 154607289pb e 155005535pb, conforme o Ensembl Genome
Browser (versao NCBI37/hg19) (Figura 7).

O gene DPP6, parcialmente duplicado em nosso paciente, desempenha
um papel importante na regulacao da proliferacdo e migracdo de neurénios na
neurogénese, provavelmente através da participacdo na excitabilidade
neuronal elétrica, integracao sinaptica e plasticidade (Liao et al., 2013). Estes
autores descreveram dois pacientes que portavam uma delegédo (de 336kb e
362kb) no cromossomo 7q36 que abrangia o gene DPP6. Ambos
apresentavam baixa estatura, baixo peso, microcefalia e deficiéncia intelectual
moderada. Também identificaram em 4 individuos de uma mesma familia uma
mutacdo missense neste gene sendo que os portadores da mutacdo
apresentavam microcefalia e deficiéncia intelectual em graus variados. DPP6
também tem sido identificado como um potencial candidato para o autismo
(Marshall et al.,2008).

Van Es et al. (2008) demonstraram a associagdo de uma variante no
gene DPP6 como uma possivel causa da esclerose lateral amiotrofica. Ja
Alders et al. (2009) identificaram uma mutagéo upstream ao gene DPP6 em 3
individuos de uma familia e em outros 7 pacientes independentes que
apresentavam fibrilagdo ventricular idiopatica. Os autores propuseram que o
mecanismo patogénico para esta doenga seja a superexpressao de DPP6.

O gene HTR5A é um receptor de serotonina sendo que as variantes
deste gene estdo fortemente associadas com altos niveis plasmaticos de
triglicérides em uma populagéo do norte da Europa, sugerindo regulagao dos

niveis plasmaticos de triglicérides pelo cérebro (Zhang et al., 2010).
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Buscas no DECIPHER e ISCA retornaram em torno de 70 pacientes com
CNVs nessa regiao, sendo que a maioria apresentava delecées que cobriam a
regido estudada. Diversos pacientes apresentavam deficiéncia intelectual e,
entre os seis que portavam a duplicagdo na regido 7q36.2 descritos no
DECIPHER, um apresentava microcefalia e outro baixa estatura, além de

outras caracteristicas.
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Figura 7 - llustragao dos genes duplicados da regido 7q36.2 da paciente 12. O retangulo vermelho

destaca a regiao duplicada. Retirado do UCSC Genome Browser em 01/2014.

Estudos complementares para validagdo desse resultado serdo

realizados posteriormente.
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Paciente 16

B.H.M.S., sexo masculino, 10 anos. Pais com 32 anos de idade, néo-
consanguineos. Pai nasceu com pé torto congénito. Pai e paciente apresentam
trago falcémico. Irma com 3 anos (nascida aos 7 meses; teve problemas
pulmonares, ficou em coma por 22 dias, teve 3 paradas cardiacas; no retorno
da consulta do paciente foi observado que a irma de 5 anos apresentava
problemas de articulacdo da fala). O paciente foi encaminhado ao nosso
servico com suspeita de sindrome de Prader-Willi. A gestagdo durou 6 meses,
ocorrendo perdas sanguineas ao 3° més. Parto cesareo devido a hipertensao e
diabetes da mée, peso ao nascimento 2200 g e comprimento 39 cm. Chorou,
sem sucgdo, mae alimentava-o com seringa. Sugou apenas com 4 meses.
Hipotonia neonatal. Firmou a cabeca com 1 ano e 6 meses, sentou sem apoio
com 2 anos e 3 meses, elaboracado de frases com aproximadamente 9 anos;
sem controle esfincteriano. Nasceu com pé torto congénito, operando aos 2
anos e 7 meses; apos a cirurgia comegou a andar. Esta na escola desde o
bercario, porém ndo |é, ndo escreve e nao faz contas. Problemas de
articulagdo da fala. Teve pneumonia aos 6 anos e foi diagnosticado que o
coragao é aumentado em relagdo ao tamanho normal. Episédios de convulséo
com 15 dias, 20 dias, 1 ano, 4 anos e 7 anos.

Na ocasido da consulta (23/05/2011) apresentava a estatura 1,23 m
(p2,5-p10), peso 46 kg (p95-p97) e perimetro cefalico 54 cm (p75-p90).
Braquicefalia, abaulamento frontal, fronte baixa e estreita. Implantagao baixa de
cabelos na fronte e nuca. Hemangiomas na fronte e na nuca. Orelhas grandes
com Iébulo preso. Sinofre e epicanto bilateral. Miopia e hipermetropia. Nariz

grande com hipoplasia alar. Labio superior e inferior grossos, palato alto e
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estreito, filtro longo. Inicio da denticdo aproximadamente aos 7 meses.
Pescocgo curto. Hipogenitalismo. Fez cirurgia para corregcdo da criptorquidia
bilateral. Maos pequenas com clinodactilia no 5° dedo.

Problemas de alimentacao na infancia tendo posteriormente um rapido e
excessivo ganho de peso entre 1 e 6 anos devido a hiperfagia. Disturbios de
comportamento como teimosia, acessos de violéncia, variacbes rapidas de
humor, comportamento obsessivo/compulsivo.

Disturbios do sono, sendo que quase ndo dorme. Alto limiar para a dor e
instabilidade de temperatura corporea. Habilidade em montar quebra-cabecas.

No retorno para coleta de material para estudo citogenético (05/08/2013)
0 paciente apresentava estatura 1,40 m (p10-p25) e peso 61,8 kg (p95-p97).
Houve um aumento da miopia para 5 graus, aumento da agressividade e
permanece com disturbios do sono, tendo apenas cochilos de 5-6 minutos
durante o dia. Além disso, ocorreu um episodio de convulsdo em julho.

Estudo do padréo de metilagdo da regiao PWS/AS e teste de MLPA com
o kit P064-B2 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) mostrou uma
delecao intersticial do brago longo do cromossomo 3 (q25.33926.1) de 1.3Mb
localizada em 159252702pb e 160555217pb (Figuras 8 e 9). Também foi
detectada uma delegao intersticial do brago longo do cromossomo 13
(931.2g32.1) de 5.59Mb localizada em 89476229pb e 95065310pb (Figuras 10

e 11), conforme o Ensembl Genome Browser (versdo NCBI37/hg19).
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Figura 8 — Visado geral do cromossomo 3 e detalhe da dele¢dao encontrada no array CytoSure ISCA
4x180k (OGT) do paciente 16.
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Figura 9 - llustragdao dos genes deletados da regido 3q25.33-q26.1 do paciente 16. O retangulo

vermelho destaca a regiao deletada. Retirado do UCSC Genome Browser em 10/2012.
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Figura 10 - Visdao geral do cromossomo 13 e detalhe da delegdo encontrada no array CytoSure
ISCA 4x180k (OGT) do paciente 16.
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Figura 11 - llustragao dos genes deletados da regido 13q31.2-q32.1 do paciente 16. O retangulo

vermelho destaca a regiao deletada. Retirado do UCSC Genome Browser em 10/2012.

Para a confirmagdo dos dados encontrados no array procedeu-se a
hibridacao in situ fluorescente com a sonda RP11-67F24 para o cromossomo
3g26.1, onde se observou uma marcacido vermelha, e a sonda RP11-632L2
para o cromossomo 13g31.3, onde se observou uma marcagéo verde (Figura
12). O caridtipo apresentou resultado 46,XY. Os genitores também foram
estudados com essas sondas, ambos com duas marcacdes para O

cromossomo 3 e duas marcagdes para o cromossomo 13 (Figuras 13 e 14).
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Figura 12 - FISH em metafases do paciente 16 utilizando a sonda RP11-67F24 para o cromossomo
3g26.1, onde se observou uma marcagao vermelha, e a sonda RP11-632L2 para o cromossomo

13931.3, onde se observou uma marcagao verde.

Figura 13 - FISH em metafases da mae do paciente 16 utilizando a sonda RP11-67F24 para o
cromossomo 3¢26.1, onde se observou duas marcagoes vermelhas, e a sonda RP11-632L2 para o

cromossomo 13q31.3, onde se observou duas marcagoes verdes.
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Figura 14 - FISH em metafases do pai do paciente 16 utilizando a sonda RP11-67F24 para o
cromossomo 3¢26.1, onde se observou duas marcagoées vermelhas, e a sonda RP11-632L2 para o

cromossomo 139g31.3, onde se observou duas marcagoes verdes.

A regiao terminal do brago longo do cromossomo 3 (3q26-qgter) ja foi
descrita como portando diversos genes candidatos, como GLUT2, PIK3CA,
APOD, APM1, para doenga coronaria, risco cardiovascular, resisténcia a
insulina, diabetes mellitus e obesidade (Chiodini & Lewis, 2003), entretanto,
esta regido nao se sobrepde a regido deletada do paciente estudado.

Dentre os genes deletados estdo o gene SMC4 que faz parte da familia
SMC, onde atua como membro da manutencéo estrutural dos cromossomos, e
tem o papel de reparo de DNA em mamiferos; ARL14 participa da regulagéo do
trafico de proteinas intracelulares e membranas e da remodelacdo do

citoesqueleto e esta expresso em células do sistema imunolégico; e IL12, que
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codifica uma subunidade de uma citocina que atua sobre células T e natural
killer, além de uma ampla gama de atividades bioldgicas.

Chen et al. (2008) compararam o peso, massa de gordura, niveis de
insulina e glicose, pressao arterial e outras medidas bioquimicas no sangue de
camundongos Ppm1/”" e selvagens. Os camundongos knockout eram 19,3%
mais pesados, com um aumento de 46,7% de massa gorda com 20 semanas
de idade, niveis de insulina e pressdo arterial aumentados e diminuigao
significativa de acidos graxos livres comparados aos controles do tipo
selvagem. Ppm1/ foi identificado e validado como um gene capaz de modular
varios tragcos de obesidade, diabetes e hipertensdo. Nosso paciente apresenta
apenas uma copia inteira deste gene, pois a outra estda rompida devido a
delecéo.

Buscas no DECIPHER retornaram 3 pacientes com perdas
cromossOmicas na regido do cromossomo 3 que se sobrepdem ao do nosso
paciente. Um dos pacientes (278461) apresentava atraso no desenvolvimento
da fala e linguagem, dificuldades de aprendizado, nevo pigmentado, manchas
“Cafe-au-lait’ e crescimento excessivo. Outro paciente (257440) apresentava
macrocefalia e deficiéncia intelectual.

Dois trabalhos de 2009 fazem a correlagéo de delegbes no brago longo
do cromossomo 13 com o fendtipo. Quélin et al. (2009) citou 12 pacientes (9
eram fetos que ndo terminaram o desenvolvimento e 3 eram criangas) com
delecbes de diversos tamanhos do cromossomo 13, sendo as principais
caracteristicas clinicas deficiéncia intelectual, atraso no crescimento,
dismorfismo craniofacial e diversos defeitos congénitos. Seis pacientes

apresentaram defeitos dos membros superiores, especialmente envolvendo
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malformacdes digitais. Os autores sugeriram GPC5 como um gene candidato
dentro da banda 13q31.3 para as malformacgdes dos dedos, pois esta envolvido
na regulacdo do crescimento celular e morfogénese e foi demonstrado em
camundongos a expressdo de GPC5 no sistema nervoso central, rins e
membros.

Outro estudo determinou os pontos de quebra em 14 pacientes com
delegbes parciais desta regidao (Kirchhoff et al.,, 2009). Todos os pacientes
apresentaram hipotonia, além de alguns terem hiperatividade, comportamento
agressivo e episddios de epilepsia. Todos os pacientes deste estudo
apresentaram deficiéncia intelectual em um nivel variando de moderado a
grave, sem que pudesse ser feita alguma correlagdo entre a delegao e o grau
da deficiéncia intelectual. Os autores também refinaram a menor regiao ligada
a baixa estatura, na banda 13qg31.3 (89.5-91.6 Mb) entre diversas outras
caracteristicas.

O paciente com a delecdo que mais se assemelha a de nosso paciente,
na regiao 13931.3-933.1 (89,550,674-102,678,145pb), tinha 28 anos de idade e
algumas caracteristicas como hipotonia, baixa estatura, braquicefalia,
abaulamento frontal, epicanto, palato alto, hiperatividade, comportamento
agressivo e deficiéncia intelectual moderada que convergem com as

caracteristicas fenotipicas de nosso paciente.
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Paciente 19

M.S.C., sexo feminino, 15 anos. Pai com 40 e mée com 37 anos. Uma
irma de 19 anos, saudavel. Sem abortos. A paciente foi encaminhada ao nosso
servico com suspeita de sindrome de Prader-Willi. A gestagdo durou 9 meses.
Parto cesareo por falta de dilatagdo, peso ao nascimento 3650 g. Nao chorou,
succao normal. Sentou sem apoio com mais de 1 ano, andou com 2 anos,
elaboragao de frases em torno dos 2 anos, controle esfincteriano aos 3 anos e
6 meses. Em escola especial a partir dos 5 anos, tendo problemas de
aprendizado (n&o |€, nao escreve e nao faz contas).

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,62 m (p50-p75), peso
97,3 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 59 cm (p>97,5). Hipotonia. Braquicefalia,
fronte alta, fontanela anterior persistente. Pescog¢o grosso. Hélices auriculares
espessas. Nistagmo quando crianga, miopia com 14 graus no olho direito e
12,5 graus no olho esquerdo. Filtro bem desenhado. Inicio da denticdo aos 5
meses e segunda dentigdo aos 7 anos. Genitais normais; menarca aos 10
anos. Maos com 17cm, clinodactilia e encurtamento do 5° dedo em ambas as
maos. Marcha normal. Fala bastante. Rapido ganho de peso a partir dos 10
anos, com hiperfagia, obsessao por comida. Problemas de comportamento,
principalmente auto-agressdo. Ndo tem disturbios do sono. Possui alto limiar
para a dor. Nunca vomitou. Teve convulsdo uma vez, passando a tomar
fluoxetina (sic).

Caridtipo 46,XX. Estudo do padrdo de metilagdo da regido PWS/AS e
teste de MLPA com os kits P036-E1, P0O70-B1 e P064-B2 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) mostrou uma

delecgéo intersticial do brago curto do cromossomo 1 (p22.1p21.2) de 5.93Mb
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localizada em 93919217pb e 99846176pb, conforme o Ensembl Genome

Browser (versao NCBI37/hg19) (Figura 15).
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Figura 15 - Visao geral do cromossomo 1 e detalhe da delegdao encontrada no array CytoSure ISCA
4x180k (OGT) do paciente 19.

Para a confirmagdo dos dados encontrados no array procedeu-se a
hibridacao in situ fluorescente com a sonda RP11-146P11 para o cromossomo
1p21.3, onde se observou uma marcagao vermelha (Figura 16). Os genitores
também foram estudados com essa sonda, sendo que o pai apresentou duas
marcacgdes para o cromossomo 1, porém néao foi possivel verificar a alteracao
no genoma materno pois houve falha nas tentativas de hibridagéo.

A delecgéo inclui o gene PTBP2 cujo loci foi associado com IMC em um
estudo envolvendo 249.796 individuos (Speliotes et al., 2010). Este gene
controla algumas proteinas envolvidas com a regulagdo de splicing e é

principalmente expresso no cérebro.
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Willemsen et al. (2011) identificou em 3 irmaos e 2 pacientes nao
relacionados com deficiéncia intelectual leve uma delegcdo no cromossomo 1
cuja menor regido de sobreposigao inclui o gene DPYD e o microRNA MIR137,
sendo que um paciente também apresentava delegdo do gene PTBP2. Todos
apresentavam dismorfismos faciais leves, e 4 dos pacientes eram obesos ou
com tendéncia a obesidade. Carter et al. (2011) descreveram 4 pacientes com
delec¢des totais ou parciais do gene DPYD que possuiam diagnostico de
transtorno do espectro autista (TEA). Dois pacientes apresentavam deficiéncia
intelectual e um desses pacientes também apresentava comportamento
agressivo. Os autores especularam que a deficiéncia da enzima
dihidropirimidina desidrogenase resultante da traducdo desse gene, que é
crucial no neurodesenvolvimento, pode causar uma série de fendtipos
neurologicos e comportamentais, incluindo TEA, epilepsia, anormalidades no
tbnus muscular e deficiéncia intelectual, principalmente quando ocorre em
homozigoze. A deficiéncia da enzima dihidropirimidina desidrogenase é uma
rara doenga autossémica recessiva da via de degradacéo da pirimidina e pode
levar a deficiéncias intelectual e motora e convulsdes (van Kuilenburg et al.,

2009).
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Figura 16 - FISH utilizando a sonda RP11-146P11 para o cromossomo 1p21.3, apresentando uma

marcagao no paciente 19 (A) e duas marcagdes no pai do paciente 19 (B).
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MicroRNAs sdo RNAs nao-codificantes de aproximadamente 20 a 24
nucleotideos que estdo envolvidos na regulacdo pos-transcricional de genes
em organismos multicelulares, levando a repressao traducional ou degradacéo
do mRNA. Eles estdo criticamente envolvidos com a patogénese do céancer,
atuando como oncogenes ou supressores de tumor, como é o caso do MIR-
137, envolvido com o desenvolvimento de melanoma e carcinoma, entre outros
(Deng et al. 2011). Este microRNA tem fung&o no controle do ciclo celular.
MIR-137 pode também desempenhar um papel importante na etiologia
genética da esquizofrenia por regular a expressao de genes associados a
doencga, que estdo envolvidos no desenvolvimento neural e fungao cerebral.
Dessa maneira, Wright et al. (2013) propuseram que a expressao anormal
deste microRNA pode levar a formagdo anormal de sinapses que poderia
desempenhar um papel nos déficits cognitivos, sintomas psicoéticos, e

anormalidades estruturais do cérebro encontrados nestes pacientes.
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Figura 17 - llustragao dos genes deletados em 1p22.1p21.2 do paciente 19. Em destaque nos
retangulos vermelhos os genes e micro RNA associados com obesidade e deficiéncia intelectual.
Retirado do UCSC Genome Browser em 08/2012.
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Paciente 20

J.P.P.M., sexo masculino, 6 anos. Pai com 41 e m&e com 30 anos. Sem
irmaos. Mae teve 11 abortos espontaneos, todos malformados. Nega
consanguinidade. Uma prima com sindrome de Down e um primo com
sindrome de Tourette, ambos parentes da mae. O paciente foi encaminhado ao
nosso servigco com suspeita de sindrome de Prader-Willi. A gestagdo durou 8
meses, com febre e perda sanguinea devido a placenta prévia no 4° més e
infeccao urinaria por todo o periodo. Parto normal com duragédo de 9 horas,
peso ao nascimento 4030g, comprimento 48cm, perimetro cefalico 36cm. Sem
choro e sucgao. Hipotonia. Infecgéo por Candida albicans gerando desconforto
respiratorio logo apés o nascimento, havendo necessidade de ser entubado.
Hipoglicemia. Firmou a cabe¢a com 1 ano e 4 meses. Sentou sem apoio aos 2
anos € 6 meses. Comegou a andar com mais de 4 anos, com o auxilio de
andador, que nao utiliza mais. A partir dos 5 anos comecou a formar frases.
Entrou na escola aos 5 anos. Dificuldades de aprendizado (ndo I, ndo escreve
e ndo faz contas). Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor. Nao tem
controle esfincteriano. Trombose no brago desde nascimento, ocasionalmente
apresentando inchago e veias aparentes.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,31 m (p>97,5), peso
57,4 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 55 cm (p>97,5). Pescogo curto e grosso.
Orelhas grandes (7,5cm) com lobulo preso. Nariz pequeno, em bico. Labio
superior fino, palato alto. Inicio da denticdo aos 9 meses e 22 dentigdo com 4
anos. Hipogonadismo, hipoplasia genital, micropénis, criptorquidia bilateral.
Clinodactilia do 5° dedo das maos. Pé chato, dedos tortos. Cal¢ca sapatos

numero 38. Manchas hipopigmentares segmentadas em ondas pelo corpo,
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semelhantes as presentes na hipomelanose de Ito. Trago falciforme. Devido a
epilepsia toma Neuleptil desde que nasceu.

Problemas de alimentagdo na infancia (com necessidade de técnicas
especiais para a alimentagao). Rapido e excessivo ganho de peso entre 1 e 6
anos de idade, com obesidade central. Hiperfagia, obsessdo por comida.
Disturbios do sono. Saliva viscosa. Alto limiar para a dor. Habilidade em montar
quebra-cabecgas. Nao tem capacidade de vomitar diminuida.

No retorno para coleta de material para estudo citogenético (25/02/2013)
o paciente estava com 13 anos e apresentava a estatura de 1,70 m (p95-p97) e
peso 85,15 kg (p>97,5). Desenvolveu a puberdade.

Diagnosticado com apneia obstrutiva grau grave; fez a cirurgia e
atualmente dorme toda a noite, com auxilio de medicamento. Desenvolveu o
controle esfincteriano, utilizando fralda somente no periodo noturno.

Possui facilidade para decorar textos, conhece alfabeto e numeros, mas
nao consegue juntar as letras para formar palavras e pouca habilidade motora
para escrever. Fala com erros de diccdo. Periodo da manha com
acompanhamento escolar especial e periodo da tarde em escola normal, mas
com auxilio de um profissional o tempo todo. Nao houve novas ocorréncias de
convulsdes.

Estudo do padréo de metilagao para a regido PWS/AS e teste de MLPA
com o kit P064-B2 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) mostrou uma
delegéo terminal do brago curto do cromossomo 8 (p23.3 - p23.1) de 7.7Mb
localizada em 176464pb e 7881234pb. Também foi detectada uma duplicacéo

terminal do brago curto do cromossomo 12 (p13.33 - p13.31) de 8.16Mb
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localizada em 148375pb e 8309473pb, conforme o Ensembl Genome Browser
(versdo NCBI37/hg19).

O teste de MLPA com os kits P036-E1 e P070-B1 confirmou os achados
no array Cytosure da delegédo no brago curto do cromossomo 8 e duplicagdo no
brago curto do cromossomo 12. Os genitores também foram testados com
esses kits apresentando resultado normal para ambos (Figura 18).

Também se executou a hibridagao in situ fluorescente com a sonda
RP11-45M12 para a regido deletada do cromossomo 8 (p23.2) marcada com
digoxigenina (vermelho), a sonda RP11-433L7 para a regido ndo deletada do
cromossomo 8 (p22) marcada com biotina (verde), a sonda RP11-320N7 para
a regiao duplicada do cromossomo 12 (p13.32) marcada com digoxigenina
(vermelho), a sonda RP11-434C1 para a regido nao duplicada do cromossomo
12 (p13.2) marcada com biotina (verde). Como mostrado na Figura 19,
confirmam-se as alteragdes detectadas no array, onde se pode observar que a
regido duplicada do cromossomo 12 encontra-se posicionada no brago curto do
cromossomo 8, na regido que esta deletada.

Como o MLPA ja havia descartado alguma alteragdo de numero de
copias para as regides subteloméricas dos bragos curtos dos cromossomos 8 e
12 dos genitores, o FISH foi efetuado para investigar a presenca de
translocagdes equilibradas. Utilizando as mesmas sondas, afastou-se a
ocorréncia de translocagdes, exibindo duas marcagdes para o cromossomo 8 e
duas marcagdes para o cromossomo 12 em cromossomos separados (Figuras

20 e 21).
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Figura 18 - Resultado do MLPA com o kit P036 do paciente 20 e genitores. A - histograma de
dosagem, onde os picos em vermelho correspondem ao grupo controle, enquanto os picos em
azul sao relativos ao paciente. B - Quociente de dosagem das sondas especificas (em azul) no
paciente em relagdo a um grupo controle. O intervalo é delimitado por 0.65 e 1.35. Sondas
posicionadas abaixo do limite de 0.65 indicam delegdo; sondas posicionadas acima do limite de
1.35 indicam duplicagcdo. A1 e B1 - Resultado do paciente indicando delegcdao da regiao
subtelomérica do cromossomo 8 e duplicagdao da regidao subtelomérica do cromossomo 12. A2 e

B2 — Resultado da mae do paciente: normal. A3 e B3 — Resultado do pai do paciente: normal.
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Figura 19 — FISH em metafases do paciente 20. A - Utilizando a sonda RP11-45M12 para a regiao
deletada do cromossomo 8 (p23.2) em vermelho e a sonda RP11-433L7 para a regido nao deletada
do cromossomo 8 (p22) em verde. B - Utilizando a sonda RP11-433L7 para a regidao nao deletada
do cromossomo 8 (p22) em verde e a sonda RP11-320N7 para a regido duplicada do cromossomo

12 (p13.32) em vermelho.
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Figura 20 — FISH em metafases da mae (A) e pai (B) do paciente 20. Utilizando a sonda RP11-433L7
para a regiao nao deletada no paciente do cromossomo 8 (p22) em verde e a sonda RP11-320N7

para a regiao duplicada no paciente do cromossomo 12 (p13.32) em vermelho.
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Figura 21 - FISH em metafases da mae (A) e pai (B) do paciente 20. Utilizando a sonda RP11-45M12
para a regidao deletada no paciente do cromossomo 8 (p23.2) em vermelho e a sonda RP11-434C1

para a regiao nao duplicada no paciente do cromossomo 12 (p13.2) em verde.
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Margari et al. (2012) descreveram uma paciente com o fendtipo de
anomalias do desenvolvimento neurolégico, cognitivo e alteragbes
comportamentais associadas com dismorfismo facial, anomalias do sistema
nervoso central e epilepsia, portadora de uma delegdo em 8p23.2p23.3 de
6.8Mb e uma duplicacido em 12p13.31p13.33 de 8.4Mb de novo. A deleg¢ao do
8p tinha o ponto de quebra proximal dentro da regido REPD, um dos dois
clusters de genes receptores olfatérios de 8p23.1, que tornam a regiao

susceptivel a varios rearranjos genémicos.
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Figura 22 - llustragdao dos genes deletados da regidao 8p23.3 - p23.1 do paciente 20. O retangulo

vermelho destaca a regido deletada. Retirado do UCSC Genome Browser em 12/2012.

Goldlust et al. (2013) descreveram uma translocagédo recorrente nao
equilibrada causadora de uma nova sindrome associada com deficiéncia
intelectual, macrocefalia, eczema, convulsées e obesidade. A translocagcao é
mediada por NAHR entre ~280kb de duplicagbes segmentares dos
cromossomos 8p23.1 e 12p13.31, dado também reforgado pelo estudo de Ou
et al. (2011). Esta translocagao leva a uma duplicagdo de mais de 100 genes
do cromossomo 12, incluindo o gene G-protein beta 3 (GNB3), que ja foi

identificado em estudos de associagdo como um candidato a gene de
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obesidade. Para confirmar esses dados geraram camundongos transgénicos
portadores de uma copia extra do haplétipo de risco do GNB3 humano, tendo
como resultado machos e fémeas 4.1-7.5% e 6.0-14.3% mais pesados,
respectivamente, quando comparados a camundongos selvagens. Com qPCR
detectaram uma expressdo maior de GNB3 humano em todo o cérebro dos
animais transgénicos. Os autores concluiram que a dosagem génica e
superexpressao de GNB3 elevou o IMC, fornecendo evidéncias para uma nova

sindrome genética causada por uma CNV recorrente.
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Figura 23 - llustragdo dos genes duplicados da regido 12p13.33-p13.31 do paciente 20. O retangulo
vermelho destaca a regido duplicada. Em destaque no retangulo verde o gene GNB3. Retirado do
UCSC Genome Browser em 12/2012.

76



Paciente 23

P.P.R., sexo masculino, 14 anos. Mae biologica tinha deficiéncia
intelectual, praticamente néo falava. Engravidou aos 17 anos, sendo que o pai
do paciente é possivelmente seu avd materno. Mae adotiva ndo tem contato
com a méae biolégica. O paciente foi encaminhado ao nosso servigo com
suspeita de sindrome de Prader-Willi. Parto cesareo, peso ao nascimento
2800g, comprimento 46cm. Sucgao fraca. Aos 5 dias passou por cirurgia
devido a estenose anal congénita e aos 3 meses outra cirurgia devido a
comunicagao interventricular (persisténcia de canal arterial).
Broncopneumonias de repeticdo. Sentou sem apoio aos 8 meses. Comecgou a
andar com 2 anos. A partir dos 3 anos comegou a formar frases, com auxilio de
fonoaudidlogo. Sabe ler, escrever, porém nao faz contas. Controle esfincteriano
aos 5 anos. Faz fisioterapia. Retardo no desenvolvimento neuropsicomotor e
agitacao psicomotora. Episodios de taquicardia, tremores, dores pelo corpo e
palidez. Uso prolongado de corticoides devido a episédios repetitivos de
bronquites e bronquiolites.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,60 m (p25-p50) e peso
103,5 kg (p>97,5). Dismorfismos craniofaciais, com abaulamento frontal, fronte
estreita. Implantagdo baixa de cabelos na fronte. Pescogo curto e grosso.
Orelhas grandes. Sinofre, inclinagdo mongdlica, epicanto e estrabismo
convergente de ambos os olhos. Nariz pequeno com narinas antivertidas.
Macrognatismo e prognatismo. Palato alto. Leve braquidactilia do 5° dedo das
maos. Pés grandes (calga 41), com sobreposi¢cao dos dedos. Manchas na pele

claras e escuras. Tecido celular subcutaneo escasso e musculatura normal.
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Problemas de alimentagdo na infancia com pouco ganho de peso,
apresentando um rapido e excessivo ganho de peso com 6 anos. Excessiva
ingesta alimentar. Obesidade morbida. Problemas de comportamento como
acessos de violéncia, comportamento obsessivo/compulsivo e mentiras. Alto
limiar para a dor. Nao tem diminuicao da capacidade de vomitar.

Exame de eletroencefalograma (EEG) normal. Ressonancia magnética
do cranio normal. BERA compativel com comprometimento condutivo e/ou
neurossensorial.

Cariétipo normal 46,XY (realizado em outro laboratério). Estudo do
padrao de metilagao para a regiao PWS/AS normal.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) mostrou uma
duplicagao intersticial do brago longo do cromossomo 21 (q22.13) de 515kb
localizada em 38510849pb e 39025873pb, conforme o Ensembl Genome
Browser (versao NCBI37/hg19).

Para comprovar a alteragdo detectada no array, realizou-se a analise
com gPCR, utilizando-se o gene DSCR3 para o desenho dos primers foward
(CAGCTCCACGCTTCTGATG) e reverse (TCCTTCGAGGACATCTCAACTC),
demonstrando a duplicagdo previamente observada.

A duplicacéo deste paciente esta inserida na regido critica da sindrome
de Down (DSCR), localizada em 21g22, com aproximadamente 5,4Mb de
tamanho (Ronan et al., 2009). Duplicagdes parciais do cromossomo 21 que
abrangem esta regidao levam ao desenvolvimento do fenétipo desta sindrome.
Diversas caracteristicas fenotipicas presentes em pacientes com sindrome de
Down também aparecem em nosso paciente, como inclinagdo mongélica dos

olhos, epicanto e estrabismo, comunicacdo interventricular, perda auditiva,
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deficiéncia intelectual e tendéncia a obesidade. Nao se tem o exato
conhecimento de qual(is) gene(s) sdo essenciais para o desenvolvimento do
fenétipo, mas Arron et al. (2006) concluiram que o aumento da dosagem de
DSCR1 e DYRK1A levam a muitas das caracteristicas da sindrome de Down.

Kosaki et al. (2005) sugeriram que duplicagbes dos genes DSCAM e
COL6A1 no cromossomo 21 podem contribuir para o defeito cardiaco em geral,
porém nao se encontram em cépia extra no paciente estudado. Ja Ronan et al.
(2009) descrevem em seu trabalho uma mae, seu feto e sua filha de 8 anos
portadores de caracteristicas fenotipicas da sindrome de Down, porém sem
defeitos cardiacos. Apresentavam uma duplicagéo parcial do cromossomo 21
que incluia o gene DYRK1, mas ndo DSCR1 e DSCAM e relataram trabalhos
anteriores que ligavam os genes DSCR1 e DSCAM a defeitos cardiacos na
sindrome de Down (Arron et al., 2006).

Um produto génico da DSCR, a proteina Dyrk1A, provavelmente
contribui para a neuropatologia da doenga de Alzheimer-like, compromete a
neurogénese e também estd envolvida com apoptose, mas sua
superexpressao nao poderia explicar todos os sintomas da sindrome de Down
(Park et al., 2010). Tem sido proposto que o gene DYRK1A esta associado
com microcefalia e retardo mental, dada a sua localizagdo na regido de
sobreposicdo minima observada em pacientes com monossomia parcial do
cromossomo 21. A superexpressao do DYRK1A em camundongos leva ao
aumento do peso do cérebro, defeitos na memoria e aprendizado, atraso do
neurodesenvolvimento, hiperatividade e anomalias motoras. Ja em pacientes
com a sindrome de Down, a proteina Dyrk1A é superexpressa no cérebro, que

é caracterizado por microcefalia, reduzidos neurdnios corticais e sinapses
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anormais (Mgller et al., 2008). O gene DSCR3 é expresso no cérebro, coragéo,
pulmao, figado, pancreas e placenta. A proteina codificada pelo gene KCNJ6 é
uma proteina integral de membrana que permite um maior fluxo de potassio

para dentro da célula e pode estar envolvida na regulacdo da secregdo de

chral (g22.13) ST 21ipii.2
scale =08 Kb} | hats
chral: 58,550, aoe| =5,600,008]  35,658.e00]  33,7e0,ee8|  55,75e,e08] 35,560,000 35,850,008 35,000,000 35,950,008 39,800, 000|
Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
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Refieq Genes
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Figura 24 - llustracdo dos genes duplicados da regido 21q22.13 do paciente 23. O retangulo

vermelho destaca a regidao duplicada. Retirado do UCSC Genome Browser em 11/2012.

A tabela 3 apresenta resumidamente genes e/ou regides previamente
descritas na literatura associadas a fendtipos encontrados nos pacientes com
trissomias ou monossomias do cromossomo 21, demonstrando a importancia
de genes sensiveis a dosagem no desenvolvimento das caracteristicas

clinicas.
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Tabela 3 — Associagao de genes e/ou regioes a fenétipos presentes nos pacientes com

trissomias ou monossomias do cromossomo 21 descritos na literatura.

Fenétipo

Gene(s)/Regiao

Referéncias

Deficiéncia intelectual/

Atraso no desenvolvimento

Defeitos cardiacos

Dismorfismos faciais e
anormalidades do cranio e

cérebro

Doencga de Hirschsprung

Doenca de Alzheimer

Leucemia megacariocitica

agudaldeficiéncia

mieloproliferativa transiente

Estenose duodenal/ Anus

imperfurado

KCNJ6, DSCR4,
KCNJ15
DYRK1A, DSCAM

ITSN1

DSCAM

DSCR1
KCNE1, RCAN1,CLICS,
RUNX1

COL6A1, SLC19A1

SIM2

DSCAM

APP

RUNX1, ERG, ETS

21921.11-g22.3

Lyle et al. (2009)

Lana-Elola et al. (2011)
Roberson et al. (2011)
Kosaki et al. (2005); Korbel
et al. (2009)

Arron et al. (2006)

Roberson et al. (2011)

Lana-Elola et al. (2011)

Chen et al. (2001)

Korbel et al. (2009); Jannot

et al. (2013)

Deutsch et al. (2005);

Korbel et al. (2009)

Korbel et al. (2009)

Korbel et al. (2009)
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Paciente 31

B. S. F., sexo feminino, 7 anos e 7 meses. Pai com 47 e mae com 48
anos. Nega consanguinidade. Sem historico de abortos. Um irm&o de 13 anos
saudavel. Na familia da avdé materna, todos sdo obesos e hipertensos. A
paciente foi encaminhada ao nosso servico com suspeita de sindrome de
Prader-Willi. A gestagcdo durou 9 meses. A mé&e vomitou muito durante a
gravidez, movimentos fetais aumentados em relagdo ao irméo. Parto cesareo,
peso ao nascimento 2790g, comprimento 45cm. Chorou, sucgdo normal.
Hipotonia neonatal. Firmou a cabegca com 4 meses. Sentou sem apoio aos 7
meses. Comegou a andar com 1 ano. Comecgou a formar frases a partir de 2
anos. Entrou na escola com 1 ano e 6 meses. Dificuldades de aprendizagem:
escreve letras e silabas, sabe fazer contas (soma e subtragao). Problemas de
articulagédo da fala. Em 2010 iniciou tratamento com fonoaudidlogo, com bons
resultados.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,24 m (p25-p50), peso
50 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 57 cm (p>97,5). Leve abaulamento frontal,
fronte estreita. Implantagao alta de cabelos na fronte. Pescogo curto. Orelhas
grandes com Iébulo solto. Avaliagcdo audiolégica em 2011: presenga de
acometimento condutivo leve na orelha direita e condutivo com uma frequéncia
mista leve/moderada na orelha esquerda. Astigmatismo no olho esquerdo (3
graus) e direito (1,25 graus). Nariz em sela, narinas pouco antivertidas.
Macrognatismo, leve macrostomia. Labio inferior grosso. Filtro bem desenhado.

Dedos levemente grossos, afilados nas pontas. Genitais normais.
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Obesidade central antes de completar um ano de idade. Compulsao
alimentar. Problemas de comportamento como teimosia e acessos de violéncia.
Nao tem diminuicdo da capacidade de vomitar.

Estudo do padrédo de metilacdo para a regido PWS/AS, teste de MLPA
com os kits P064-B2, P036-E1, P070-B1 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) mostrou uma
delecéo intersticial do brago curto do cromossomo 20 (p12.1) de 628,7kb
localizada em 15345658pb e 15974369pb, conforme o Ensembl Genome
Browser (versdo NCBI37/hg19), de maneira que parte do gene MACROD2
(C200rf133) apresentava apenas uma cépia no paciente.

Para comprovar a alteragao detectada no array, realizou-se a analise
com gPCR, utilizando-se o gene MACRODZ2 para o desenho dos primers
foward (TTTTGCCTCTAGGTGGATCG) e reverse
(CGGCTCCACTTCTTCCATC), demonstrando a delecdo previamente
observada. Os genitores também foram analisados, e ficou evidenciado que a
delecao foi herdada do pai.

O gene MACROD?2 apresenta 2,06Mb de tamanho, contém 17 exons e &
altamente conservado evolutivamente. E expresso no cérebro fetal e adulto,
timo, musculo esquelético, figado, pancreas, prostata, pulmao e rim. Dentro de
seu intron 3 possui a sequéncia do gene FRLT3. MACROD2 tem fungéao
enzimatica e esta envolvido no reparo de DNA (Jankevicius et al., 2013). Maas
et al. (2007) descreveram uma paciente com delegcao de 250kb no exon 5 do
gene MACROD2 (Figura 25) e fendtipo da sindrome de Kabuki.

Posteriormente, um estudo com 43 pacientes portadores da sindrome de
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Kabuki ndo conseguiu dar suporte a hipétese de Maas et al. (Kuniba et al.,
2008).
FLRT3 exon 1

FLRTS exon 2

FLRT3 excn 3

2
I i i j

0 500 1000 1500 2000 kb

i

2
1415 18,17

3

-
-

Figura 25 - Esquema dos exons e introns dos genes MACROD2 e FLRT3. A linha vermelha indica a
delegdo de 250kb descrita por Maas et al. (2007). A linha verde indica a delegdo de 628,7kb

encontrada em nosso paciente (figura modificada de Maas et al., 2007).

Buscas no DECIPHER retornaram como resultado dois pacientes com
delegcao no gene MACROD2, mas sem sobreposi¢gao com a delegao de nosso
paciente, que apresentam obesidade. Além da obesidade, um paciente
(249098) apresenta deficiéncia intelectual, microcefalia e ataxia do tronco; o
segundo paciente (258431) apresenta hipopituitarismo anterior, autismo e
deficiéncia intelectual. Um outro paciente (250879), também sem sobreposi¢cao
a delecdo, apresenta hipertelorismo, anormalidades na face, deficiéncia
auditiva condutiva, atraso no desenvolvimento da fala e linguagem e deficiéncia
intelectual, sendo que as quatro ultimas caracteristicas estdo presentes em
nosso paciente, e sua delegdo foi herdada de um genitor fenotipicamente
normal Diversos outros pacientes com delegdes neste gene apresentam

deficiéncia intelectual. (Figura 26).
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Figura 26 - Pacientes com alteragées genomicas que ocorrem no gene MACROD2. As setas pretas
indicam os pacientes relatados no DECIPHER com fenétipo de obesidade. A area demarcada pelo
retdngulo preto é a area da alteragao da paciente 31. Imagem retirada do UCSC Genome Browser
em 12/2013.

Na tabela 4 é apresentado um resumo das variagbes de numero de
copias encontradas nos pacientes.

Na tabela 5, um resumo dos dados antropométricos.
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Tabela 5 — Dados antropométricos dos pacientes estudados

Altura Peso IMC Perimetro Cefalico
Paciente Sexo Idade

(m) percentil (Kg) percentil (kg/m?) (cm) percentil
1 F 9a 1,38 p75-p90 52,5 p>97,5 27,57 - -
2 M 6a 1,21 p90-p97,5 31,4 >p97,5 21,45 53,5 p90-p97,5
3 M 11m 0,76 p50-p75 11,4 p75-p90 19,74 44 p10-p25
4 M 8a 1,42 p>97,5 42 p>97,5 20,83 57 >p97,5
5 F 13a 1,6 p75-p90 85,5 p>97,5 33,40 58 >p97,5
6 M 10a 1,47 p90-p97,5 58,4 p>97,5 27,03 55 p90-p97,5
7 M 12a 1,47 p50-p75 69 p>97,5 31,93 52 p25-p50
8 F 171?n 1,15 p2,5-p10 38 p>97,5 28,73 47,5 <p10
9 F ?ri 1,16 p25-p50 33,5 p>97,5 24,90 50,5 p50-p75
10 M 13a 1,62 p75-p90 92 p>97,5 35,06 55 p75-p90
1 F 19a 1,49 p<2,5 107 >p97 48,20 59 >p98
12 F 11a 1,45 p2,5-p10 54,1 p90-p95 25,73 49,5 p10
13 M 542 1 p10 25,5 >p97,5 25,50 55,5 >p97,5
14 M 28a 1,82 p50-p75 160 >p95 48,30 61 >p97
15 F 12a 1,57 p75-p90 75,9 >p97,5 30,79 57,5 >p97,5
16 M 10a 1,23 p2,5-p10 46 p95-p97 30,41 54 p75-p90
17 F 19a 1,65 p50-p75 137 p>97,5 50,32 57 p90-p97,5
18 M ﬁfn 0,9 p2,5-p10 254 p>97,5 31,36 50 p50-p75
19 F 15a 1,62 p50-p75 97,3 p>97,5 37,08 59 >p97,5
20 M 6a 1,31 >p97,5 57,4 p>97,5 33,45 55 >p97,5
21 F 12a 1,67 >p97,5 95,4 p>97,5 34,21 56 >p97,5
22 F 13a 1,435 p2,5-p10 65,8 p90-p95 31,95 55 >p90
23 M 14a 1,6 p25-p50 103,5 p>97,5 40,43 - -
24 M 11a 1,36 p10-p25 58,4 p>97,5 31,57 56 >p97,5
25 M 14a 1,59 p25-p50 83 p>97,5 32,83 57 >p95
26 M 7a 1,36 >p97,5 58,6 p>97,5 31,68 59 >p97,5
27 M 13a 1,52 p25-p50 77,5 p>97,5 33,54 55 p75-p90
28 M 95; 1,1 p10-p25 48,6 p>97,5 40,17 54 >p97,5
29 M 10a 1,5 p95-p97 68 p>97,5 30,22 53 p75
30 F 23a 1,48 p2,5-p10 89 p85-p90 40,63 51,5 p<2,5
31 FooJ2 124 p2spso 50  p>97,5 32,52 57 >p97,5
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Figura 27: Fotos dos pacientes estudados que apresentaram alteragées no genoma

Paciente 11

Paciente 16 Paciente 19

Paciente 20 Paciente 23

Paciente 31
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Discussao

O nosso laboratério é centro de referéncia no diagnodstico da sindrome
de Prader-Willi (PWS), a forma sindrémica mais comum de obesidade. Gragas
a condicdo de ser um grupo de referéncia em todo o Brasil, recebemos um
grande numero de pacientes, muitos dos quais permanecem sem diagnodstico
apos a suspeita diagndstica de sindrome de Prader-Willi ter sido afastada pelo
teste genético especifico. Este fato tornou viavel a elaboragcédo de projetos de
pesquisa em pacientes que apresentam atraso do DNPM e/ou dificuldade de
aprendizado, disturbios de comportamento, obesidade e/ou hiperfagia como
caracteristicas principais, visando a localizagdo de genes envolvidos com
obesidade, e para o estabelecimento de diagndsticos de pacientes. Dentre
esses pacientes selecionamos para o estudo com array-CGH aqueles que
apresentavam também algum tipo de malformagdo como macrocefalia,
braquicefalia, fronte estreita, sinofre, epicanto, palato alto, extremidades curtas,
clinodactilia de 5° dedo das méos e criptorquidia.

A associagao entre disturbios de comportamento com obesidade e/ou
hiperfagia foi inicialmente relatada para a sindrome de Prader-Willi.
Anteriormente, ja haviamos descrito a dele¢ao 6q16.2, incluindo o gene SIM1,
em um paciente com agressividade (Varela et al. 2006), um paciente com
sindrome da delecdo 22q11.2 associada com agressividade (D’Angelo et al.
2007), e trés pacientes com sindrome de Smith-Magenis na qual ocorre um
padrdao especifico de comportamento auto-agressivo. Além disso,
comportamentos de (auto) agressdo sao frequentes em pacientes com a
monossomia 1p36 e estdo em alguns casos associados com obesidade e
hiperfagia.
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Mais de vinte e cinco formas sindrémicas de obesidade ja foram
identificadas e o estudo genémico por microarray tem sido eficaz na detecgao
de alteragbes genéticas em pacientes com deficiéncia intelectual e
malformagbes congénitas. Varios casos de “novas sindromes” foram
encontrados, sugerindo que elas sdo mais comuns do que se pensava e
coletivamente sao susceptiveis de ser uma das principais causas de deficiéncia
intelectual. O emprego desta técnica revelou o potencial para fazer
diagnosticos genéticos que ndo eram evidentes na apresentacéo clinica dos
pacientes detectando as sindromes conhecidas que apresentam variagdo no
nuamero de copias, assim como novas sindromes (Cooper et al., 2011).

As alteracdes levando a ganho e perda de pequenas partes do genoma
podem ser detectadas por array, assim como translocacdes n&o equilibradas e
aneuplodias, porém alteracbes que ndo resultam em variagcdo no numero de
copias, como as translocacdes equilibradas ndo s&o reveladas por essa
técnica.

Em pesquisas anteriores ja haviamos relatado varias alteragbes
patogénicas no numero de cépias do DNA em uma proporgdo de pacientes
com caracteristicas clinicas e comportamentais associadas a obesidade sem
diagnéstico de PWS. As regides gendmicas identificadas foram: 1p, 2p, 3p,
6q16, 7922.1-22.3, 11q, 12915-921.1, 14q11.2, 17p11.2, 22q11.2, Xp22.13-
p22.12 e Xq (D’Angelo et al., 2006; Krepischi-Santos et al., 2006; Varela et al.,
2006; D’Angelo et al., 2007; D’Angelo et al., 2010; Kohl,| Tese de
Doutorado,2010).

Na presente amostra de 31 pacientes com obesidade e/ou hiperfagia

associada a atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, dificuldades de
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aprendizagem, disturbios de comportamento e outras caracteristicas clinicas
identificamos alteragées de CNVs em 8 pacientes, o que corresponde a 25,8%
da amostra estudada. Dentre essas alteragdes, a duplicagado 16p13.11p12.3 foi
descrita como provavelmente benigna.

As alteragdes encontradas foram: delegcdo 1p22.1p21.2; delecao
3925.33926.1 e delecao 13931.2932.1; duplicacao 7936.2; delecéao
8p23.3p23.1 e duplicagao 12p13.33p13.31; duplicacdo 16p13.11p12.3;
duplicagdo 17q11.2; delecdo 20p12.1; duplicacdo 21q22.13.

Algumas dessas alteracdes estdo localizadas em regides de sindromes
descritas tendo a obesidade como uma de suas principais caracteristicas,
como relatado para a microdelecédo de 1p21.3, as duplicagbes do cromossomo
21 e a duplicagcdo do gene GNB3 (cromossomo 12p13.31) que mostram
pacientes com tendéncia a desenvolver a obesidade ou ja obesos, embora
poucos casos foram encontrados na literatura. Tanto a delecdo de 1p21.3
quanto a duplicacdo de 12p13.31, relacionada ao rearranjo genémico da
translocagado (8;12), possuem em torno de 10 pacientes anteriormente
descritos para cada sindrome.

Nosso estudo permitiu a detecgao de formas sindrémicas ja descritas na
literatura. Da mesma maneira, também possibilitou detectar novas CNVs que
podem vir a se tornar sindromes apds a discussdo na literatura de outros
casos. As alteragdes restantes nao fazem parte de sindromes relatadas.

A duplicagdo em 17q11.2 ndo esta relacionada a sindromes conhecidas,
apesar de sobrepor-se ao gene NF1 que quando mutado ou deletado causa a
Neurofibromatose tipo 1, e ser uma regido rica em duplicagcbes segmentares,

predispondo a ocorréncia de varios pacientes com CNVs nesta regido. Da
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mesma forma, a duplicacdo em 16p13.11p12.3 também ¢é devido a presenca
de duplicagdes segmentares por toda sua extensao. O cromossomo 16 é rico
em low copy repeats o que explica os varios pacientes com desequilibrios
gendmicos mapeados neste cromossomo, principalmente na banda 16p11.2.

A regiao da duplicagdo de 7936.2 ndo apresenta nenhuma sindrome
descrita, apesar de aproximadamente 70 pacientes descritos no DECIPHER e
ISCA possuirem delec¢des ou duplicagdes nessa regido. Por outro lado, o gene
DPP6 presente nessa regido esta associado a diversas doengas, como
esclerose lateral amiotrofica e autismo.

A delecdo do cromossomo 3q25.33926.1 tem sobreposicdo com
delecbes de apenas 3 pacientes descritos no DECIPHER, sendo que
apresentam poucas caracteristicas fenotipicas similares. Dois trabalhos,
citando um total de 26 pacientes, fizeram a correlagcao entre diversas delecbes
parciais do cromossomo 13 e o fendtipo, refinando a menor regido ligada a
baixa estatura, porém sem descrever nenhuma sindrome justaposta a regiao
q31.2932.1 do cromossomo 13.

A delegdo em 20p12.1 que abrange o gene MACROD?2 inicialmente foi
associada com a sindrome de Kabuki, mas estudos subsequentes com 43
pacientes portadores desta sindrome ndo deram suporte a essa hipotese.

Nas CNVs identificadas foram encontrados genes ja descritos como
associados a obesidade (PTBP2, DPYD, MIR137, GNB3 e PPM1L) ou
possivelmente envolvidos com este fendtipo (HTR5A e KCNJ6).

Os genes RNF135, NF1, DPP6, GPC5, DYRK1A e MACROD2 s&o os
provaveis causadores da deficiéncia intelectual, atraso do desenvolvimento

neuropsicomotor, dificuldades de aprendizagem, disturbios de comportamento
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e outras caracteristicas clinicas encontrados nos pacientes (Douglas et al.,
2007; Grisart et al., 2008; Liao et al., 2013; Quélin et al., 2009; Mgller et al.,
2008; Maas et al., 2007).

No restante dos pacientes (23 — 74,2%) nos quais ndo detectamos CNVs
aparentemente patogénicas, o sequenciamento de nova geragado (NGS - next-
generation sequencing) pode provavelmente revelar mutagdes em genes
especificos associados a obesidade e deficiéncia intelectual.

Varios dos provaveis genes causadores da obesidade sdo altamente
expressos ou conhecidos em atuar no sistema nervoso central, sugerindo a
funcdo das vias do sistema nervoso central na predisposi¢céo para obesidade
em geral, como ocorre nas raras formas de obesidade monogénica (Choquet et
al., 2010; Herrera et al. 2011). Alguns genes, incluindo FTO, BDNF, SH2B1 e
NEGR1, demonstraram influenciar aspectos da fungdo neuronal,
particularmente no hipotalamo, reforcando a ideia de que a obesidade é, em
parte, um disturbio relacionado ao cérebro. Também para apoiar essa ligagao
significativa entre o cérebro e a obesidade, tem-se o aumento do risco de
atrofia cerebral, disfungdo cognitiva e deméncia em idades mais avangadas de
individuos obesos (Curran et al., 2013).

Um achado interessante foi a presenga de pacientes macrocefalicos
(p>97,5) na amostra estudada (44% - 13 dos 29 pacientes em que esta
informacéo estava disponivel). Toriello et al. (2007) encontraram uma relagao
entre a obesidade e a macrocefalia, sugerindo que sejam caracteristicas
dependentes. Os 421 pacientes estudados eram criancas entre 4 e 12 anos de
clinicas pediatricas onde 25% das criangas eram obesas (IMC =p95) e 39%

estavam em risco de desenvolver obesidade (IMC =p85). 13,7% do grupo total

94



de pacientes tinha macrocefalia (perimetro cefélico 2p98). Entre aqueles com
obesidade, 34% tinham macrocefalia e entre aqueles em risco de desenvolver
obesidade, 30% tinham macrocefalia. Os autores também constataram, através
da analise de regressdo multipla, que o peso era mais importante do que a
altura para determinar variagbes no perimetro cefalico. Desta maneira,
esperavam que a macrocefalia ocorresse durante o desenvolvimento da
crianca. Para verificar esta afirmacao, analisaram as medidas de perimetro
cefalico disponiveis, feitas até 2 anos de idade, das criangas com obesidade e
macrocefalia. ldentificaram que apenas 2/22 (9%) tiveram macrocefalia por
volta dos 2 anos de idade, concluindo que quase toda a macrocefalia
claramente nao era congénita, de forma a apoiar a hipdtese de que a
obesidade conduz de algum modo ao crescimento da cabega.

Bi et al. (2013) demonstraram que a grande maioria dos ganhos (<1 MB)
e perdas (<0,5 Mb) de material genético de significado clinico incerto nos
autossomos e no cromossomo X sdo herdadas. A maioria dessas CNVs é em
regides ndo associadas a doengas e, provavelmente, representam CNVs
benignas, de maneira que, para CNVs de significado clinico incerto, os autores
sugerem que se deve primeiro considerar o tamanho da CNV e o conteudo
genético antes de solicitar estudos dos genitores. Quando uma CNV rara é
encontrada em um paciente, mas herdada de um progenitor saudavel, é mais
provavel ser classificada como variante de significado desconhecido (VOUS)
ou provavelmente benigna. Entretanto, um portador aparentemente saudavel
poderia ser um portador ndo-penetrante de uma CNV (Hehir-Kwa et al., 2013;

Kearney et al., 2011).
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E importante ressaltar que uma CNV presente em uma regido sem
genes pode afetar um promotor ou enhancer de um gene e, indiretamente,
romper este gene. Rearranjos gendmicos podem levar a expresséo anormal do
gene por afetar elementos regulatérios enquanto que o gene permanece
intacto. O conhecimento atual sobre os possiveis efeitos de uma CNV numa
regido de nado codificacdo ainda € muito pobre fazendo a interpretacao clinica
de tais regides e aconselhamento subsequente ao paciente dificil.

A grande maioria de efeitos de posicdo em humanos que tém sido
descritas sdo devidas a translocacgdes aparentemente equilibradas com pontos
de quebra a até mesmo 1Mb de distancia do gene intacto causador do fenétipo
(Stankiewicz et al., 2010). Isto demonstra a importancia do estudo citogenético
para a verificagdo de possiveis alteragdes estruturais, dado que arrays nao
determinam nem a posicédo ou a orientagao da informacéo, somente o numero
relativo de cdpias de segmentos relacionados a controles. Caso o segmento
duplicado esteja translocado no genoma, é interpretado como provavelmente
patogénico, como € o caso do paciente 20, com o segmento duplicado do
cromossomo 12 translocado ao braco curto do cromossomo 8.

Evidéncias sugerem que alelos patogénicos relacionados a doencgas
recessivas que também apresentam CNVs ocorrem frequentemente, de
maneira que uma perda heterozigdtica em ambos os pais pode resultar em
uma perda homozigética clinicamente relevante na crianga. Da mesma forma,
quando um dos pais é portador de uma delegdo que contém um gene recessivo
e o outro progenitor € portador de uma mutagcdo no mesmo gene, a
heterozigosidade composta pode levar a uma prole afetada (Hehir-Kwa et al.,

2013).
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Os pacientes 16 (delecées em 3q e 13q) e 20 (delecdo em 8p e
duplicagcdo em 12p) poderiam também ser explicados pelo modelo “Two-hit”,
onde a combinagdo de duas ou mais CNVs podem explicar um fendtipo.
Girirajan et al. (2010) estudaram pacientes com atraso do desenvolvimento
com recorrentes microdelecdes 16p12.1 e observaram um enriquecimento de
grandes CNVs adicionais (maiores que 500 kb) , em comparagdo aos
controles. Concluiram que pacientes com CNVs adicionais mostram um
fendtipo clinico mais grave do que aqueles sem CNVs adicionais. Também ha
um aumento significativo da carga de CNVs em individuos com deficiéncia
intelectual e anomalias multiplas congénitas, em comparagcdo com o0s
individuos com deficiéncia intelectual isolada. Isso sugere que a carga total de
CNVs correlaciona-se positivamente com a gravidade da deficiéncia na infancia
(Girirajan et al., 2011).

Microduplicacbes sao mais frequentemente herdadas que
microdelecoes, talvez por resultar em um fendtipo mais leve que nao afeta
negativamente a capacidade reprodutiva. Por isso, uma cuidadosa avaliagcao
clinica dos pais é recomendada quando a microduplicacédo € herdada, pois eles
podem ter um fendtipo mais leve que o paciente. Isso € significante para
aquelas microduplicagbes que sao provavelmente patogénicas devido ao
associado alto risco de recorréncia (Stankiewicz et al., 2010).

Em apenas dois dos nossos pacientes a alteragdo encontrada foi
herdada, onde em ambos os casos o pai era portador da CNV. Estas variagbes
apresentam um significado clinico incerto. Em outros quatro casos nao foi
possivel determinar a origem do rearranjo devido ao paciente ser adotado,

ocorrer falha na técnica ou nao termos disponivel material para o estudo. Em
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dois casos a CNV era de novo. O fato dos genitores apresentarem
cromossomos normais faz com que o risco de recorréncia seja considerado
desprezivel.

A identificagdo de CNVs presentes no genoma que contribuem para a
obesidade extrema associada a deficiéncia intelectual permite o diagnédstico de
novas sindromes que apresentam fendtipos semelhantes aos de sindromes ja
conhecidas, ampliando o espectro de variabilidade fenotipica das sindromes
associadas com obesidade.

O estudo de pacientes com sindromes raras cuja obesidade é uma de
suas caracteristicas torna possivel a localizagcdo de genes e mecanismos
moleculares que também podem estar relacionados a obesidade comum

presente na populagdo em geral, permitindo futuramente o desenvolvimento de

tratamentos e medidas preventivas para as formas comuns de obesidade.
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V — Conclusodes

1.

2.

3.

4.

O estudo genético de 31 pacientes com obesidade e/ou hiperfagia
associada a atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, dificuldades
de aprendizagem, disturbios de comportamento e outras caracteristicas
clinicas resultou na deteccdo de CNVs em 8 pacientes, o que
corresponde a 25,8% da amostra estudada. Dentre essas alteragdes, a

duplicagao 16p13.11p12.3 foi descrita como provavelmente benigna.

Algumas CNVs presentes no genoma contribuem para a obesidade
extrema associada a deficiéncia intelectual. A identificagdo de tais CNVs
permite o diagndstico de novas sindromes que apresentam fenétipos
semelhantes aos de sindromes ja conhecidas, explicando a variabilidade

fenotipica presente nos pacientes.

As alteracbes encontradas foram: delecdo em 1p22.1p21.2; delecdo em
3925.33926.1 e delegdo em 13q31.2932.1; duplicacdo em 7q36.2;
delecao em 8p23.3p23.1 e duplicagdo em 12p13.33p13.31; duplicagao
16p13.11p12.3; duplicaggo em 17q11.2; delegago em 20p12.1;

duplicagao em 21g22.13.

Algumas alteragcbes encontradas estdo localizadas em regides de
sindromes descritas como tendo a obesidade com uma de suas
principais caracteristicas. A microdelecao de 1p21.3, as duplicacbes do

cromossomo 21 e a duplicagdo do gene GNB3 (cromossomo 12p13.31)
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6.

mostram pacientes com tendéncia a desenvolver a obesidade ou ja

obesos.

Nos segmentos alterados foram encontrados genes ja descritos como
associados a obesidade (PTBP2, DPYD, MIR137, GNB3 e PPM1L) ou

possivelmente envolvidos com este fendtipo (HTR5A e KCNJ6).

Os genes RNF135, NF1, DPP6, GPC5, DYRK1A e MACRODZ2 séao os
provaveis causadores da deficiéncia intelectual, atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor, dificuldades de aprendizagem,
disturbios de comportamento e/ou outras caracteristicas clinicas

encontrados nos pacientes.

Dez genitores foram analisados por array-CGH, gqPCR, FISH e/ou
cariétipo. Apenas dois genitores eram portadores da CNV estudada,
ambos os casos apresentando um significado clinico incerto. Em dois
pacientes a CNV era comprovadamente de novo, tendo um risco de

recorréncia considerado desprezivel.
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VI — Resumo

A obesidade se tornou uma das maiores preocupacdes de saude
publica. E um distarbio neuroenddécrino, no qual fatores ambientais e genéticos
agem em conjunto, levando ao excesso de armazenamento de energia na
forma de gordura corporal. A sindrome de Prader-Willi (PWS) é a mais
freqiente das sindromes que possui a obesidade como uma de suas
caracteristicas, com incidéncia de 1:25.000 nascimentos. E caracterizada por
hipotonia neonatal com dificuldade de succdo, atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor (DNPM), hiperfagia, obesidade, baixa estatura em
adolescentes, maos e pés pequenos, hipogonadismo, disturbios do sono,
caracteristicas faciais dismorficas, deficiéncia intelectual leve a moderada e
comportamento obsessivo-compulsivo. Pacientes com atraso do DNPM e/ou
dificuldade de aprendizado, disturbios de comportamento, obesidade e/ou
hiperfagia, com teste negativo para PWS, foram estudados com plataformas de
SNP array, “The GeneChip® Mapping 500K Set” da Affymetrix, ou array-CGH,
CytoSure ISCA 4x180k da OGT, para identificar genes relacionados a
obesidade e hiperfagia, assim como, novas regides gendmicas implicadas na
etiologia de sindromes genéticas associadas a obesidade. Dentre os 31
pacientes estudados, oito apresentaram variagbes de numero de copias
(CNVs) em seu genoma: delegao em 1p22.1p21.2; delegao em 3q25.33926.1 e
delegcdo em 13q931.2932.1; duplicagdo em 7q36.2; delegdo em 8p23.3p23.1 e
duplicacdo em 12p13.33p13.31; duplicacdo 16p13.11p12.3; duplicacdo em
17911.2; delegado em 20p12.1; duplicacdo em 21922.13. Duas dessas

alteracdes foram herdadas de pais fenotipicamente normais. Algumas dessas
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CNVs sobrepbem regibes genOmicas previamente relacionadas com
obesidade, incluindo a microdelegcdo de 1p21.3 e as duplicacbes dos
cromossomos 12 e 21. Ildentificamos genes anteriormente descritos como
associados a obesidade (PTBP2, DPYD, MIR137, GNB3 e PPM1L), ou
possivelmente envolvidos com este fendtipo (HTR5A e KCNJ6), mapeados em
varias dessas CNVs. Além disso, os genes RNF135, NF1, DPP6, GPCS5,
DYRK1A e MACRODZ2 sao os provaveis causadores da deficiéncia intelectual,
atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, dificuldades de aprendizagem,
disturbios de comportamento e outras caracteristicas clinicas encontrados nos
pacientes. O diagnostico e prognéstico dos pacientes e o Aconselhamento

Genético aos pais e familiares é fornecido.
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Abstract



VIl — Abstract

Obesity has become a major concern for public health. It is a
neuroendocrine disorder, in which genetic and environmental factors act
together, leading to excessive storage of energy as fat. Prader-Willi syndrome
(PWS) is the main obesity-related syndrome with a birth incidence of 1:25,000.
It is characterized by neonatal hypotonia, poor sucking, developmental delay,
hyperphagia, obesity, short stature in adolescents, small hands and feet,
hypogonadism, sleep disturbance, dysmorphic facial features, mild to moderate
intellectual disability and obsessive-compulsive behavior. Patients with
psychomotor developmental delay and/or learning disabilities, behavior
disorders, obesity and/or hyperphagia, who tested negative for PWS, were
studied by chromosomal microarray analysis, including the SNP-based platform
“The GeneChip® Mapping 500K Set” (Affymetrix), and the array-CGH platform
“CytoSure ISCA 4x180k (OGT)”, to identify genes related to hyperphagia and
obesity, as well as new genomic regions implicated in the etiology of genetic
syndromes associated with obesity. Of 31 patients studied, eight had copy
number variants (CNVs) in the genome: 1p22.1p21.2 deletion; 3g25.33926.1
deletion and 13g31.2932.1 deletion; 7936.2 duplication; 8p23.3p23.1 deletion
and 12p13.33p13.31 duplication; 16p13.11p12.3 duplication; 17q11.2
duplicaton; 20p12.1 deletion; 21922.13 duplication. Two of these CNVs were
inherited from an unaffected father. Some of these CNVs overlap genomic
regions that have previously been related to obesity, including the 1p21.3
microdeletion and the duplications of chromosomes 12 and 21. Furthermore, we

identified genes previously described as associated with obesity (PTBP2,
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DPYD, MIR137, GNB3 and PPM1L), or possibly involved with this phenotype
(HTR5A and KCNJ6), mapped to several of these CNVs. In addition, the genes
RNF135, NF1, DPP6, GPC5, DYRK1A and MACROD?2 are likely implicated in
intellectual disability, developmental delay, learning disabilities, behavioral
disorders and other clinical features found in patients. The diagnosis and
prognosis of patients and genetic counseling to parents and families is

provided.
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VIl — Anexo 1

Paciente 1

J. P. S., sexo feminino, 9 anos na ocasido da consulta. Pai com 48 e
mae com 44 anos, ndo-consanguineos, 2 abortos naturais. Irméas de 13,7 e 3
anos, saudaveis. A paciente foi encaminhada ao nosso servigo com suspeita
de sindrome de Prader-Willi. Relato de casos na familia: prima da m&e com
aproximadamente 30 anos com deficiéncia intelectual grave. A gestagao durou
9 meses. Parto cesareo, peso ao nascimento 4100 g e comprimento 51 cm,
chorou e possuia boa suc¢do. Amamentagdo no peito até 6 meses. Firmou a
cabeca aos 8 meses. Sentou sem apoio no 10° més. Andou com 1 ano e 6
meses. Comecgou a frequentar a escola com 3 anos e 6 meses. Desenvolveu
frases e controle esfincteriano aproximadamente com 4 anos. Atraso do
desenvolvimento global, problemas de aprendizado. Nao desenvolveu a leitura
e escrita. Problemas de articulagao da fala. Rapido e excessivo ganho de peso
entre 1 e 6 anos.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,38 m (p75-p90) e peso
52,5 kg (p>97,5). Estatura abaixo do percentil familiar (apesar de normal).
Lobulo preso. Pescogo curto e grosso. Palato alto. Clinodactilia no 5° dedo das
maos. Caminha com os pés virados para dentro. Obesidade com hiperfagia,
obsessao por comida e polifagia. Intestino preso e infecgéo de urina recorrente.
Saliva viscosa. Teimosia, acessos de violéncia, variagdes rapidas de humor,
comportamento obsessivo/compulsivo, mentiras e roubos principalmente

referentes a comida. Grita muito. Choro forte. Habito de cutucar feridas. Alto
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limiar para dor. Diminuicdo da capacidade de vomitar. EEG
(Eletroencefalograma) normal.

Caridtipo 46,XX, estudo do padrdo de metilagdo da regido PWS/, teste
de MLPA com os kits P070-B1 e P064-B2 normais.

O emprego dos arrays GeneChip Mapping 500K (Affymetrix) e CytoSure

ISCA 8x60k (OGT) néo detectou alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 2

G. F. S., sexo masculino, 6 anos. Pai com 43 e mae com 36 anos, nio-
consanguineos, nao ha histérico de abortos. Filho unico. O paciente foi
encaminhado ao nosso servigo com suspeita de sindrome de Prader-Willi.
Relato de casos na familia: um sobrinho da mé&e nao falava, ndo andava e
faleceu aos 4 anos por causa desconhecida. A gestagdo durou 40 semanas.
Parto cesario devido a hipertensao arterial materna, peso ao nascimento 2800
g. Diminuigdo de movimentos fetais. Sucgédo boa e quadro de ictericia. Firmou
a cabegca com 3 meses, sentou sem apoio aos 5 meses e comegou a andar
com 1 ano e 9 meses. Rapido e excessivo ganho de peso aos 3 anos.
Ingressou na escola com 5 anos. Teve rubéola. Deficiéncia intelectual grave.
N&o fala. Ri muito.

Na ocasido da consulta (15/03/2010) apresentava a estatura 1,21 m
(p90-p97,5) e peso 31,4 kg (>p97,5), perimetro cefalico 53,5 cm (p90-p97,5).
Dismorfismos leves. Estrabismo esquerdo. Orelha com ldbulo solto. Pescoco
curto e grosso. Nao possui controle esfincteriano. Testiculos pequenos.
Clinodactilia no 5° dedo de ambas as maos. Hiperfagia. Problemas de
comportamento: teimosia, acessos de violéncia, comportamento obsessivo,
roubos de comida. Hiperativo. Disturbios de sono. Habito de cutucar feridas.
Alto limiar para dor. Diminuicdo da capacidade de vomitar. Medicado com
neuleptil por orientacédo da psiquiatra.

Ressonancia magnética cranio/encefalica normal. EEG com um foco
irritativo temporal direito.

Cariotipo 46,XY. Pesquisa para sitio fragil do X, Estudo do padrdo de

metilagdo da regido PWS/AS e teste de MLPA com o kit P064-B2 normais.
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No retorno para coleta de material para estudo citogenético (15/08/2011)
0 paciente apresentava a estatura de 1,38 m (>p97,5) e peso 43,8 kg (>p97,5),
além de padrbes comportamentais caracteristicos: Alegre, crise de riso.
Curioso e agitado.

O emprego dos arrays GeneChip Mapping 500K (Affymetrix) e CytoSure

ISCA 8x60k (OGT) néo detectou alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 3

E. N. A., sexo masculino, 11 meses. Pai com 44 e mae com 34 anos,
ndo-consanguineos, ndo ha histérico de abortos. Irma de 7 anos saudavel. O
paciente foi encaminhado ao nosso servico com suspeita de obesidade
sindrémica. Relato de casos na familia: alguns casos de obesidade, além de
demora em sentar. A gestagdo durou 37 semanas, ocorréncia de febre com
uso de antibiéticos desde o inicio (sinusite); mae fez densitometria éssea no
inicio da gestacao, pois desconhecia a gravidez. Parto Cesario devido a
auséncia de dilatacdo, peso ao nascimento 2620 g e comprimento 44 cm;
apresentou cianose. Com 45 dias teve pneumonia aspirativa, tinha refluxo.
Atraso no desenvolvimento associado a hipotonia e déficit de sucgao nos
primeiros dias de vida.

Na ocasido da consulta (05/04/2010) apresentava a estatura 76 cm (p50-
p75) e peso 11,4 kg (p75-p90), perimetro cefalico 44 cm (p10-p25). Fontanela
fechada, braquicefalia, fronte alta e estreita, implantagao alta de cabelos na
fronte, muito cabelo, bem espetado, pele e cabelos claros, sinofre, telecanto a
direita e esquerda, hipertelorismo, estrabismo, fendas palpebrais estreitas,
olhos levemente fundos, prega epicantica interna. Narinas antevertidas, labios
finos, filtro aumentado. Pregas palmares normais, camptodactilia 4° dedo em
ambas as maos. Nos membros inferiores apresentava sindactilia no 3° e 4°
dedo e clinodactilia no 4° e 5° dedo. Pavilhdes auriculares com hélice espessa.
Mamilos invertidos. Pénis pequeno, testiculos topicos.

EEG, ressonancia magnética de cranio, avaliagdo auditiva e

oftalmoldgica normais.
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Cariotipo 46,XY (realizado em outro laboratério). Estudo do padrao de
metilagcao da regiao PWS/AS e teste de MLPA com o kit PO64-B2 normais.
O emprego dos arrays GeneChip Mapping 500K (Affymetrix) e CytoSure ISCA

8x60k (OGT) nao detectou alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 4

G. A. O., sexo masculino, 8 anos. Pai com 53 e mae com 49 anos, nao-
consanguineos, ndo ha historico de abortos. Irmdos de 13 e 11 anos,
saudaveis. O paciente foi encaminhado ao nosso servigo com suspeita de
sindrome de Prader-Willi. A gestacdo durou 40 semanas, mée utilizou
antibidticos. Parto cesareo devido a crianca estar “sentada”, peso ao
nascimento 2960 g e comprimento 47,5 cm, chorou e possuia boa sucgao;
apgar 8-9. Diminuigdo dos movimentos fetais. Choro fraco que melhorou com a
idade. Instabilidade da temperatura corporea. Com 2 meses teve
broncopneumonia. Firmou a cabegca aos 7 meses. Sentou sem apoio 11
meses. Rapido e excessivo ganho de peso no 1° ano. Andou com 2 anos.
Adquiriu a capacidade de formular frases com aproximadamente 3 anos.
Frequenta a escola desde os 4 anos. Controle esfincteriano aos 5 anos.
Problemas de articulacdo da fala. Fala pouco e com dificuldade. Atraso no
desenvolvimento global e de aprendizado, deficiéncia intelectual leve. Nao
desenvolveu a leitura, escrita e uso das operacdes matematicas.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,42 m (p>97,5), peso 42
kg (p>97,5) e perimetro cefalico 57 cm (p>97,5). Hipotonia. Fronte ampla e
abaulada, implantagao alta de cabelos na fronte. Lébulo solto. Déficit auditivo.
Sinofre, epicanto, inclinagdo mongdlica dos olhos, hipertelorismo, olhos
amendoados. Labio superior fino e inferior grosso. Boca pequena, dentes mal
implantados, incisivos centrais proeminentes. Pescogo curto e grosso. Pénis
pequeno, criptorquidismo. Dedos levemente afilados na ponta, clinodactilia do
5° dedo das maos. Pés pequenos. Suspeita de cardiopatia congénita. Marcha

com dificuldades. Hiperfagia e obsessdo por comida. Teimosia, acessos de
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violéncia, comportamento obsessivo, roubos principalmente referente a comida.
Disturbios de sono. Habito de cutucar feridas. Alto limiar para a dor. Diminuigao
da capacidade de vomitar.

EEG, Estudo ecocardiografico e US abdome total normais. Pressao
arterial elevada.

Cariotipo 46,XY (realizado em outro laboratoério). Estudo do padrdo de
metilacdo da regido PWS/AS e teste de MLPA com o kit P064-B2 normais.

O emprego dos arrays GeneChip Mapping 500K (Affymetrix) e CytoSure

ISCA 8x60k (OGT) nao detectou alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 5

F. A. S., sexo feminino, 13 anos, pais saudaveis. Pai com 38 e mae com
37 anos, nao-consanguineos, ndo ha histérico de abortos. Irma de 15 anos,
saudavel. A paciente foi encaminhada ao nosso servico com suspeita de
sindrome de Prader-Willi. Relato de casos na familia: filho de 15 anos da prima
do pai apresenta deficiéncia intelectual. A gestagdo durou 9 meses, ocorréncia
de hipertensao arterial da mae com uso de medicamento. Parto normal, peso
ao nascimento 2750 g e comprimento 49 cm, ndo chorou e possuia boa
succgéao; quadro de ictericia. Com 2 dias engasgou no bergario e houve demora
para reanima-la (sic). Firmou a cabega com 9 meses. Inicio da denticdo apos
completar 1 ano. Sentou sem apoio e iniciou a elaboragdo de frases com
aproximadamente 1 ano e 6 meses. Andou e adquiriu controle esfincteriano
com 3 anos. Teve caxumba. Rapido e excessivo ganho de peso aos 6 anos.
Deficiéncia intelectual leve e problemas de aprendizado. Nao desenvolveu a
leitura e uso das operagdes matematicas; quanto a escrita somente copia.
Frequenta escola para criangas especiais. Fala normal, ri demasiadamente.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,60 m (p75-p90), peso
85,5 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 58 cm (p>97,5). Pescogo curto e grosso.
Orelhas normais, lobulo preso. Hiperacusia. Inclinagdo mongdlica dos olhos.
Miopia e astigmatismo, baixa acuidade visual. Labio superior grosso. Palato
alto. Filtro bem desenhado. Saliva viscosa. Clinodactilia do 5° dedo das maos.
Pele apresenta manchas. Menarca aos 11 anos. Obesidade com obsessé&o por
comida. Tem diabetes. Teimosia, variagdes rapidas de humor, comportamento

obsessivo/compulsivo. Disturbios de sono. Habito de cutucar feridas. Alto limiar
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para dor. Nunca vomitou. Manifesta sentir muito calor. Hiperatividade com uso
dos medicamentos geodon e ritalina.

Tomografia computadorizada do cranio normal. EEG anormal devido a
alentecimento e atividade epileptiforme de quadrante posterior esquerdo.
Caridtipo 46,XX. Estudo do padrao de metilagcado da regido PWS/AS e teste de
MLPA com o kit P064-B2 normais.

O emprego dos arrays GeneChip Mapping 500K (Affymetrix) e CytoSure

ISCA 8x60k (OGT) nao detectou alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 6

R. G. F. S., sexo masculino, 10 anos. Pai com 55 e mde com 38 anos,
nao-consanguineos; a mae aos 15 anos teve uma menina prematura de 7
meses com outro marido que faleceu com 7 dias de vida, além de 2 abortos
provocados. Irma com 2 anos, saudavel. O pai teve com primeira esposa 1
menino e 2 meninas, a esposa teve 3 abortos espontaneos com
aproximadamente 3 meses; os filhos do primeiro casamento sdo casados e tem
filhos sendo uma das netas com paralisia infantil; as filhas sdo obesas com
aproximadamente 120 kg. Pai é fumante. O paciente foi encaminhado ao nosso
servico com suspeita de sindrome de Prader-Willi. A gestagdo durou 34
semanas. Parto normal, placenta rompeu as 6 h e o nascimento ocorreu as 20
h; apgar 9-9; peso ao nascimento 2235 g, comprimento 42,5 cm e perimetro
cefalico 31 cm, choro fraco, sucg¢ao boa; ictericia com recomendacao de banho
de luz. Firmou a cabeca com 1 ano e 2 meses, sentou sem apoio com 2 anos e
3 meses, elaboracdo de frases com aproximadamente 1 ano; controle
esfincteriano 5 anos. Desde os 5 anos esta em tratamento que inclui 8 cirurgias
para andar, para problemas no quadril, pernas e tenddes, ndo anda sozinho.
Neurologista afirma que o paciente teve paralisia cerebral. Atraso DNPM. Nao
|, escreve ou faz contas. O paciente ja teve rubéola, catapora, sarampo.

Na ocasidao da consulta apresentava a estatura 1,47 m (p90-p97,5), peso
58,4 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 55 cm (p90-p97,5). Cranio dismorfico,
fronte alta e estreita. Hipermetropia. Orelhas grandes. Palato alto. Idade éssea
comparavel ao padrao masculino para 13 anos. Maos 18 cm. EEG normal.

Estudo do padrao de metilagdo da regido PWS/AS e teste de MLPA com

o kit P064-B2 normais.
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O emprego dos arrays GeneChip Mapping 500K (Affymetrix) e CytoSure

ISCA 8x60k (OGT) nao detectou alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 7

W. A. N., sexo masculino, 12 anos. Pai com 37 e mae com 34 anos, ndo-
consanguineos, ndo ha histérico de abortos. Irmédo 9 anos saudavel. Pai foi
relatado com problema de alcoolismo. O paciente foi encaminhado ao nosso
servico com suspeita de sindrome de Prader-Willi/obesidade sindromica. A
gestacao durou 9 meses, hipertenséao arterial diagnosticada 1 semana antes do
parto com necessidade de internagcdo. Parto cesareo devido a auséncia de
dilatacdo, peso ao nascimento 3110 g e comprimento 48 cm, ocorréncia de
choro e sucgéao. Firmou a cabega com 4 meses, sentou sem apoio entre 0 7° e
8° més e comecgou a andar e formular frases com 1 ano. Ingressou na escola
com 4 anos, |é pouco, escreve seu proprio nome, faz contas, porém possui
dificuldade de aprendizagem. Rapido e excessivo ganho de peso entre 1 e 6
anos.

Na ocasido da consulta (29/11/2010) apresentava a estatura 1,47 m
(p50-p75) e peso 69 kg (p>97,5), perimetro cefalico 52 cm (p25-p50). Fronte
baixa, estreita. Pescogo curto. Olhos fundos, inclinagdo mongolica ligeira.
Miopia. Audi¢cdo diminuida. Micrognatismo, Iabio superior fino, inferior grosso,
filtro pouco desenhado. Nao demonstra sinal de puberdade. Clinodactilia 5°
dedo de ambas as maos. Hemangioma no brago e peito esquerdos. Sopro
cardiaco descoberto em 2008. Suspeita de problema renal. Disturbios
comportamentais como teimosia e acessos de violéncia. Disturbios de sono.
Habito de cutucar feridas. Nao tem diminuicdo na capacidade de vomitar.
Hiperfagia.

No retorno para coleta de material para estudo citogenético (22/08/2011)

o paciente apresentava a estatura de 1,52 m (p50), peso 70,2 kg (p>97,5) e
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perimetro cefalico 55 cm (p50-p75). Colesterol alto. Glicemia em jejum 105
ml/dL.

Cariotipo 46,XY. Estudo do padrdo de metilagdo da regido PWS/AS e
teste de MLPA com os kits PO36-E1 e PO70-B1 normais.

O emprego dos arrays GeneChip Mapping 500K (Affymetrix) e CytoSure

ISCA 8x60k (OGT) néo detectou alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 8

S. R. C., sexo feminino, 7 anos e 11 meses. Pai com 28 e mae com 29
anos. Irma de 6 anos, saudavel. A paciente foi encaminhada ao nosso servico
com suspeita de obesidade sindrbmica. A gestagdo durou 8 meses e meio,
apresentou quadro de anemia. Parto normal, peso ao nascimento 2935 g e
comprimento 47 cm, demorou a chorar, sucgcdo normal. Sentou sem apoio aos
8 meses. Comecou a andar com 3 anos. A partir dos 4 anos se comunicava
através de palavras e gestos. Deficiéncia intelectual.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,15 m (p2,5-p10), peso
38 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 47,5 cm (p<10). Microcefalia, braquicefalia,
abaulamento frontal, fronte baixa e estreita, implantacao de cabelos baixa na
nuca. Pescogo curto. Orelhas grandes, I6bulo solto. Nistagmo e estrabismo.
Narinas antevertidas. Incisivos separados, filtro bem desenhado, labios
levemente grossos, microstomia. Macrognatismo. Clinodactilia 5° dedo das
maos. Vomita muito, ndo possui muitos movimentos do lado direito (canhota).
Unica ocorréncia de convulsao febril.

EEG, BERA, Tomografia computadorizada do cranio, Ressonancia
Magnética Nuclear do encéfalo, fungao tireoidiana, normais.

Caridtipo (realizado em outro laboratério), pesquisa para sitio fragil do X
e teste de MLPA com os kits P036-E1 e P070-B1 normais.

O emprego dos arrays GeneChip Mapping 500K (Affymetrix) e CytoSure

ISCA 8x60k (OGT) nao detectou alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 10

J.A. sexo masculino, 13 anos. Pai com 55 e mae com 39 anos, nao-
consanguineos. Irma com 22 anos com dificuldade de aprendizagem grave. Pai
alcodlatra; tem uma irma obesa e com hiperfagia. O paciente foi encaminhado
ao nosso servigo devido a obesidade, dificuldades de aprendizagem e
hipogenitalismo. A hipotese diagnéstica de sindrome de Prader-Willi foi
afastada pela falta de caracteristicas clinicas como auséncia de hipotonia,
presenca de sucgao ao nascimento e hiperfagia apds os 6 anos (iniciou-se no
paciente por volta dos 9 anos). A gestacao durou 9 meses, com a ocorréncia
de febre e infecgdo urinaria no inicio da gestagao. Parto cesareo devido a
apresentagao pélvica, peso ao nascimento 4000 g. Chorou, sucgao normal.
Firmou a cabega com 3-4 meses, sentou sem apoio com 6 meses, andou com
1 ano e 6 meses. Escreve, porém nao |é. Ecolalia. Atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,62 m (p75-p90), peso
92 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 55 cm (p75-p90). Fronte estreita.
Implantagéo baixa de cabelos na fronte e nuca. Orelhas grandes, I6bulo solto.
Olhos com inclinagdo mongdlica. Ceratocone bilateral. Nariz pequeno. Labio
superior fino e inferior grosso. Palato alto; filtro longo e liso. Pescogo curto.
Criptorquidia. Maos grandes (18 cm — p50). Pés planos.
Ha também a suspeita de Sindrome de Bardet-Biedl devido a obesidade,
ceratocone, hipogonadismo e dificuldades de aprendizagem (caracteristicas
major).

Cariétipo 46,XY.
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O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteracdes no genoma deste paciente.
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Paciente 13

W.S.F.F., sexo masculino, 4 anos e 5 meses. Pai com 40 anos, também
obeso, e mae com 42 anos, ndo-consanguineos. Um irmao de 11 anos teve
febre reumatica aos 6 anos, tratando-se até os dias de hoje e uma irméa de 8
anos saudavel. Ocorréncia de 2 abortos espontaneos. O paciente foi
encaminhado ao nosso servico com suspeita de obesidade e hipotonia leve. A
gestacao durou 38 semanas, com o uso de Sibutramina no inicio da gestagéo.
Parto cesareo com apgar 8-9, peso ao nascimento 2970 g e comprimento 46,5
cm. Demorou a chorar, suc¢do normal, porém mae tinha pouco leite. Hipotonia.
Firmou a cabega com 3 meses, sentou sem apoio com 6 meses, andou com 1
ano e 3 meses.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,00 m (p10), peso 25,5
kg (>p97,5) e perimetro cefalico 55,5 cm (>p97,5). Braquicefalia, fronte alta e
estreita, implantacédo baixa de cabelos na fronte. Orelhas grandes. Nariz
pequeno. Microstomia, macrognatismo, labios superior e inferior finos, filtro
bem desenhado. Pescoco curto. Genitais normais. Membros inferiores com
sindactilia bilateral total entre o 2° e 3° dedos. Teve rapido e excessivo ganho
de peso, hiperfagia. Problemas de comportamento como teimosia e variagdes
rapidas de humor. Leve atraso no desenvolvimento global.
Cariotipo 46,XY,inv(9)(p12q13), estudo do padrdo de metilagdo da regiao
PWS/AS, teste de MLPA com os kits P036-E1, PO70-B1 e P064-B2 normais.
O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou alteragdes no

genoma deste paciente.
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Paciente 14

R.R.P., sexo masculino, 28 anos. Pai com 57 e mae com 61 anos, nao-
consanguineos. Dois irmdos do sexo masculino saudaveis de 29 anos (altura
de 1,82m) e 24 anos (1,80m). O paciente foi encaminhado ao nosso servico
com suspeita de sindrome de Prader-Willi. A gestacado durou 9 meses. Parto
cesareo devido a eclampsia, peso ao nascimento 3500 g e comprimento 52 cm.
Chorou, succao fraca. Hipotonia. Firmou a cabeca depois de 1 ano, sentou sem
apoio com 8 meses, andou com 3 anos, elaboragao de frases em torno dos 3
anos, controle esfincteriano aos 3-4 anos. Quando comegou a andar tornou-se
hiperativo. Sabe ler e escrever, tem dificuldade em matematica. Fez tratamento
com fonoaudidlogo. Tem atraso no desenvolvimento neuropsicomotor.
Na ocasiao da consulta apresentava a estatura 1,82 m (p50-p75), peso 160 kg
(p>95) e perimetro cefalico 61 Cm (p>97). Facies sindrémica. Braquicefalia,
turricefalia. Boca aberta, lingua protrusa. Prognatismo. Pénis pequeno. Maos
com 20 cm (p50), braquidactilia, dedos curtos e pregas palmares normais. Pés
grandes (calga tamanho 48). Obesidade. Alto limiar para a dor. Alérgico.
Pressdo alta. Disturbios do comportamento como agressividade e auto-
agressividade, teimosia e comportamento repetitivo.

Exames de triglicérides, colesterol e TSH normais.

Estudo do padrao de metilagéo da regiao PWS/AS e teste de MLPA com
os kits P036-E1, P0O70-B1 e P064-B2 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 15

I.P., sexo feminino, 12 anos. Pai com 36 e mae com 40 anos, nao-
consanguineos. Sem irmédos. A paciente foi encaminhada ao nosso servigo
com suspeita de sindrome de Prader-Willi. A gestagdo durou 9 meses com a
mae sofrendo de infecg&o urinaria no inicio e fim da gravidez. Exposigcdo com
protecdo a radiacdo no brago quando estava com 8 meses. Parto cesareo
devido a falta de dilatagdo, peso ao nascimento 3975 g e comprimento 49 cm.
Firmou a cabeca aos 3 meses, sentou sem apoio aos 6 meses, andou com 1
ano, formou frases com 1 ano e 6 meses, entrando na escola com a mesma
idade, porém nao |é, nao escreve e nao faz contas. Deficiéncia no
desenvolvimento da linguagem. Faz tratamento com fonoaudidlogo.

Na ocasidao da consulta apresentava a estatura 1,57 m (p75-p90), peso
75,9 kg (p>97,5) e perimetro cefélico 57,5 cm (p>97,5). Facies normal. Orelhas
com 7cm e lébulo solto. Palato alto, filtro bem desenhado. Inicio da denti¢cao
aproximadamente aos 7 meses e segunda denticdo aos 6 anos. Maos com 18
cm (p95) e clinodactilia no 4° dedo das maos. Genitais normais, menarca aos
11 anos.

Teimosia. Obesidade com compulsao alimentar.

Cariotipo 46,XX (realizado em outro laboratério), estudo do padréo de
metilacdo da regidao PWS/AS, teste de MLPA com os kits P036-E1, P070-B1 e
P064-B2 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragbes no genoma deste paciente.
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Paciente 17

J.G., sexo feminino, 19 anos. Pai com 43 e mae com 50 anos, nao-

consanguineos, nao ha histérico de abortos. Irma saudavel. Primos por parte
da mae com deficiéncia intelectual. A paciente foi encaminhada ao nosso
servico com suspeita de sindrome de Prader-Willi/obesidade sindromica. A
gestacdo durou 9 meses. Parto cesareo, peso ao nascimento 3049 g e
comprimento 49 cm, ocorréncia de choro e sem sucgado. Mae nao teve leite;
tomou leite Nan, porém teve refluxo, passando a tomar leite de soja. Hipotonia.
Andou com 1 ano e 4 meses e demorou a formular frases. Ingressou na escola
em classe especial com 5 anos. Atraso no desenvolvimento cognitivo e
articulagao da fala. Fez cirurgia da adenoide. Teve convulsdo em 2011.
Na ocasiao da consulta apresentava a estatura 1,65 m (p50-p75), peso 137 kg
(p>97,5) e perimetro cefalico 57 cm (p90-p97,5). Fronte alta. Pescogo curto e
grosso. Orelhas pequenas (6 cm), l6bulo ligeiramente preso. Epicanto no olho
esquerdo com inclinagao ligeiramente mongdlica e miopia (grau 3,5). Nariz com
hiperplasia alar. Sobrancelhas largas. Microstomia. Boca pequena com labio
superior fino e inferior grosso. Filtro longo, bem desenhado. Dentes mal
implantados. Inicio da denticdo: em torno de 1 ano. Boca com cantos voltados
para baixo. Pintas no rosto. Menarca aos 10 anos.

Rapido e excessivo ganho de peso entre 1 e 4 anos de idade.
Obesidade morbida com compulsdo alimentar. Resisténcia a insulina.
Problemas de comportamento: ansiedade, teimosia, comportamento
obsessivo/compulsivo, mentiras, roubos. Disturbios de sono. Habito de cutucar
feridas. Alto limiar para a dor. Nao tem diminuicdo na capacidade de vomitar.

Escoliose.
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Cariotipo 46,XX (realizado em outro laboratério), estudo do padréo de
metilagcao da regiao PWS/AS e teste de MLPA com os kits P036-E1 e P064-B2
normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 18

M.A.M.S., sexo masculino, 3 anos e 11 meses. Pai com 56 e mae com
41 anos. Irmao de 16 anos (por parte materna), saudavel. Uma perda
gestacional no primeiro trimestre. O paciente foi encaminhado ao nosso servigo
com suspeita de sindrome de Prader-Willi. A gestagdo durou 39 semanas.
Parto cesareo devido a hipertensdo, peso ao nascimento 3665g, comprimento
46,5cm, perimetro cefalico 34cm. Chorou e com succido normal. Sentou sem
apoio aos 6 meses. Comegou a andar com 2 anos. A partir dos 3 anos
comecgou a formar frases.

Na ocasido da consulta apresentava estatura de 90 cm (p2,5-p10), peso
254 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 50 cm (p50-p75). Braquicefalia,
turricefalia, fronte alta, implantagao de cabelos alta na fronte e baixa na nuca.
Pescoco curto. Orelhas com implantacao baixa, I6bulo preso, hiperenrolamento
de hélice. Sinofre, epicanto, inclinagdo mongolica dos olhos. Nariz bifido,
achatado. Micrognatismo, boca de carpa. Labio superior fino e inferior grosso.
Palato alto e estreito, filtro longo, bem desenhado. Inicio da denticao
aproximadamente aos 7 meses. Mamilos invertidos. Hipogenitalismo,
micropénis. Maos pequenas (direita 10,5cm; esquerda 10cm — p5-p50). Pé
plano. Hirsutismo leve. Manchas café com leite no bragco e manchas
hipopigmentares segmentadas em ondas pelo corpo, semelhantes as
presentes na hipomelanose de Ito.

Bastante tranquilo, ndo tem comportamento auto-agressivo. Quando
irritado chora muito.

Exames realizados aos 12 meses de idade: FSH, LH, testosterona,

androstenediona, horménio do crescimento, erros inatos, US abdome total, RX
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térax, RM cranio normais. Sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S) com
resultado 83 microg/dL (referéncia para condigdes basais de 6 meses a 5 anos:
até 15 microg/dL).

Cariotipo 46,XY. Estudo do padrao de metilagdo para a regiao PWS/AS,
teste de MLPA com os kits P064-B2, P036-E1, P070-B1 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 21

L.F.S., sexo feminino, 12 anos. Pai com 46 e mae com 47 anos. Uma
irma de 16 anos saudavel. Mae teve 1 perda gestacional no 1° trimestre. Nega
consanguinidade. A paciente foi encaminhada ao nosso servico com suspeita
de sindrome de Prader-Willi. A gestagdo durou 8 meses e meio, com febre no
1° trimestre. Mae fumou durante a gestagdo. Parto cesareo devido a
hipertensdo, peso ao nascimento 3340g, comprimento 49cm. Demorou a
chorar, com succdo normal. Ndo teve hipotonia neonatal. Firmou a cabeca
entre 4 e 5 meses. Sentou sem apoio aos 9 meses. Comegou a andar com 1
ano e 7 meses. A partir dos 2 anos comegou a formar frases. Problemas de
articulagao da fala, como gagueira, levando a paciente a parar de falar. Utilizou
fralda noturna até os 5 anos. Esta na 62 série da escola, mas possui
dificuldades de aprendizado, apesar de saber ler, escrever e fazer contas.
Atraso leve do desenvolvimento neuropsicomotor.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,67 m (p>97,5), peso
95,4 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 56 cm (p>97,5). Fronte alta, larga.
Implantacédo alta de cabelos na fronte. Aos 4 anos os cabelos comecaram a
ficar brancos. Pescogo curto. Orelhas grandes com Iébulo preso. Inclinagao
mongolica dos olhos. Nariz grande. Labios superior e inferior finos com filtro
bem desenhado. Inicio da denticdo apds 1 ano. Genitais normais, com menarca
aos 12 anos. Maos grandes (18cm - p95) com dedos levemente afilados nas
pontas. Apresenta acantose nigricans.

Com 6 meses de idade ndo ganhava peso em decorréncia do refluxo
que iniciou-se com 1 més e meio e seguiu até os 5 anos. Teve um rapido e

excessivo ganho de peso apds os 3 anos, decorrente da ma alimentagéo (n&o
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era compulsiva), porém desenvolveu a obsessao por comida posteriormente.
Foi diagnosticada como cardiopata por apresentar taquicardia. Com 12 anos
desenvolveu diabetes e hipertensao.

Problemas de comportamento como teimosia, variacbes rapidas de
humor e comportamento obsessivo/compulsivo. Apresenta disturbios do sono,
dormindo muito durante o dia. Saliva viscosa. Habito de cutucar feridas, alto
limiar para a dor. Nao tem diminuigao da capacidade de vomitar. Escoliose.

Exames de tomografia computadorizada e ressonancia magnética de
cranio normais.

Cariotipo 46,XX. Estudo do padrao de metilagdo para a regiao PWS/AS,
teste de MLPA com os kits P064-B2, P036-E1, P070-B1 e kit sintético de
obesidade normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 22

C.A.S., sexo feminino, 13 anos. Pai com 60 e mde com 52 anos. Irmas
de 25, 22 e 20 anos saudaveis. Mae teve 1 perda gestacional no 1° més. Nega
consanguinidade. A paciente foi encaminhada ao nosso servico com suspeita
de sindrome de Prader-Willi. A gestacdo durou 9 meses. Parto cesariana
devido a auséncia de dilatagdo, peso ao nascimento 2500g, estatura 52cm.
Sem choro e succdo. Hipotonia neonatal. Firmou a cabeg¢a com 1 ano. Sentou
sem apoio aos 8 meses. Comegou a andar com 3 ano e 6 meses. A partir dos 5
anos comegou a formar frases. Iniciou estudos em escola especial aos 7 anos,
sabe ler, escrever e fazer contas. Problemas de articulagao da fala. Atraso no
desenvolvimento global.

Na ocasidao da consulta apresentava a estatura 1,435 m (p2,5-p10), peso
65,8 kg (p90-p95) e perimetro cefalico 55 cm (p>90). Braquicefalia. Pescogo
curto e grosso. Orelhas grandes, em abano, l6bulo solto. Nariz pequeno. Labio
superior fino, palato alto. Inicio de denticdo aos 7 meses e segunda denticéo
aos 8 anos. Genitais normais, menstrua desde os 9 anos. Maos pequenas
(15cm — p5), dedos afilados nas pontas com a borda ulnar reta e clinodactilia
no 5° dedo das méos. Pés pequenos (calga 31/32).

Problemas de alimentagdo na infancia com pouco ganho de peso,
apresentando um rapido e excessivo ganho de peso com 6 anos. Problemas de
comportamento como teimosia, acessos de violéncia, comportamento
obsessivo/compulsivo e mentiras. Habito de cutucar feridas, alto limiar para a
dor. Diminuicdo da capacidade de vomitar. Habilidade de montar quebra-

cabecas.
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Exame de eletroencefalograma (EEG) anormal (resultado: atividade de
fundo normal; raros surtos de ondas lentas de projecdes encefalicas difusas).
Tomografia computadorizada do cranio normal.

Raio X para a determinacao da idade éssea resultou em 15 anos, sendo
que a paciente apresentava a idade cronoldgica de 11 anos e 3 meses.

Estudo do padréao de metilagédo para a regido PWS/AS normal.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteracdes no genoma deste paciente.
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Paciente 24

R.A.P.F., sexo masculino, 11 anos. Pai com 52 e mae com 49 anos.
Nega consanguinidade. Sem historico de abortos. O paciente foi encaminhado
ao nosso servigo com suspeita de sindrome de Angelman. A gestagdo durou
38 semanas. Parto férceps (mae ficou com mais de 24 horas com contragao,
resultando em uma lesdo na cabega da crianga), peso ao nascimento 2560g,
comprimento 49cm. Apresentou sucg¢ao e choro. Hipotonia. Firmou a cabeca
com 3 meses. Sentou sem apoio aos 7 meses. Comegou a andar com 11
meses. Controle esfincteriano aos 5 anos. N&o fala. Entrou na escola aos 2
anos e 6 meses. Problemas de articulagdo da fala. Atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor.

Na ocasidao da consulta apresentava a estatura 1,36 m (p10-p25), peso
58,4 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 56 cm (p>97,5). Braquicefalia. Olhos
fundos. Orelhas com lébulo preso. Genitais normais. Maos com dedos afilados
nas pontas, unhas quadradas, pregas palmares normais e clinodactilia do 5°
dedo bilateral.

Convulsdes a partir de 1 ano e 6 meses, sendo que perde habilidades ja
adquiridas todas as vezes que tem quadros convulsivos. Problemas de
comportamento como autoagressao.

Ressonéancia magnética do encéfalo normal.

Cariotipo 46,XY. Estudo do padrao de metilagdo para a regiao PWS/AS,
teste de MLPA com os kits P147 (para a delegao 1p36), P036-E1, P070-B1
normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragbes no genoma deste paciente.
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Paciente 25

K.Z., sexo masculino, 14 anos. Pai e m&e com 43 anos. Nega
consanguinidade. Sem historico de abortos. O paciente foi encaminhado ao
nosso servigco com suspeita de sindrome de Prader-Willi. A gestagdo durou 9
meses. Perdas sanguineas no inicio da gravidez. Parto cesareo, peso ao
nascimento 3020g, comprimento 49cm, perimetro cefalico 34,5 cm. Firmou a
cabeca com 3 meses. Sentou sem apoio aos 6 meses. Comegou a andar com
1 ano e 7 meses. Comecgou a formar frases a partir de 2 anos e 7 meses.
Entrou na escola com 1 ano e 6 meses.

Na ocasidao da consulta apresentava a estatura 1,59 m (p25-p50), peso
83 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 57 cm (p>95). Abaulamento frontal.
Implantagéo baixa de cabelos na fronte. Orelhas com l6bulos soltos. Labios
grossos, leve macrostomia, filtro curto, bem desenhado. Leve clinodactilia no 5°
dedo esquerdo; pregas palmares normais. Pénis pequeno e criptorquidia
bilateral.

Comecgou a ter aumento excessivo de peso aos 7 anos. Faz uso de
horménio do crescimento (GH) ha pouco mais de 1 ano, onde ganhou 9 cm e 3
kg.

Apresenta algumas alteragbes de DNPM, com diagnostico de TDAH
(Transtorno do Déficit de Atengdo com Hiperatividade) pelo psiquiatra e uso de
fluoxetina.

Exame de colesterol dentro da faixa de normalidade; testosterona em
198ng/dl (valor de referéncia: 240-816 ng/dl). Eletroencefalograma e

ressonancia magnética de hipotalamo-hipdéfise normais.
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Cariotipo 46,XY. Teste de MLPA com os kits P064-B2, P036-E1, P070-
B1 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) mostrou uma
duplicagao intersticial do brago longo do cromossomo 7 (g35) de 9.4kb
localizada em 147012133pb e 147021543pb, conforme o Ensembl Genome
Browser (versao NCBI37/hg19).

Como a alteragéo abrange o gene CNTNAPZ2, previamente descrito na
literatura, em que mutac¢des e dele¢des neste gene resultam no transtorno do
espectro autista (Pefagarikano & Geschwind, 2012), optou-se por verificar se a
alteracdo detectada no array era verdadeira, mesmo tratando-se de uma
alteragdo pequena. Realizou-se a analise com qPCR, utilizando-se o gene
CNTNAP2 para o] desenho dos primers foward
(AGTTCATGACCAGCCTGAGC) e reverse (TGGATCACTGCACTCCAAGG),

onde nao se confirmou a duplicacdo previamente observada.
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Paciente 26

P.H.B.B, sexo masculino, 7 anos. Pai falecido e mae com 36 anos. Nega
consanguinidade. Sem histérico de abortos. Um irméao de 19 anos saudavel de
outro pai. Sobrinho de 10 anos do pai apresenta deficiéncia intelectual. O
paciente foi encaminhado ao nosso servico com suspeita de sindrome de
Prader-Willi. A gestacdo durou 9 meses. Parto normal, peso ao nascimento
2200g. Chorou e com boa sucgao. Firmou a cabega com 6 meses. Sentou sem
apoio aos 8 meses. Comecou a andar com 1 ano e 8 meses. Comegou a
formar frases em torno de 1 ano e 6 meses. Entrou na escola com 6 anos. Fala
€ normal. Nao I&, ndo escreve e nao faz contas.

Na ocasidao da consulta apresentava a estatura 1,36 m (p>97,5), peso
58,6 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 59 cm (p>97,5). Pescogo curto e grosso.
Orelhas grandes com implantagdo baixa, grosseiras e lobulo preso. Labio
superior fino, palato alto. Inicio da denticdo aos 9 meses. Genitais normais.

Réapido e excessivo ganho de peso com 3 anos. Hiperfagia, obsessao
por comida. Problemas de comportamento como teimosia e acessos de
violéncia. Hiperativo. Disturbios do sono. Nao tem diminuicdo da capacidade de
vomitar.

Ressonéancia magnética do cranio normal.

Cariotipo 46,XY. Estudo do padrao de metilagdo para a regiao PWS/AS,
teste de MLPA com os kits P064-B2, P036-E1, P0O70-B1 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragbes no genoma deste paciente.
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Paciente 27

L.C.S.F., sexo masculino, 13 anos. Pai com 49 e mae com 43 anos.
Nega consanguinidade. Possui 4 irmas de 25, 22, 16 e 11 anos saudaveis
sendo que a mais nova tem dificuldade escolar e um irmao de 24 anos
saudavel. Sobrinha do pai com 20 anos tem muita dificuldade escolar e alguns
primos da méae apresentam disturbios mentais. O paciente foi encaminhado ao
NOsso servigo com suspeita de sindrome da delegao 1p36. A gestagao durou 9
meses. Parto normal, peso ao nascimento 3000g. N&o chorou, sem sucgao.
Firmou a cabega com 4 meses. Sentou sem apoio aos 6 meses. Comegou a
andar com 2 anos. Comecou a formar frases a partir de 3 anos. Controle
esfincteriano aos 5 anos. Entrou na escola com 11 anos. Dificuldades de
aprendizado (ndo 1é, ndo escreve e nao faz contas). Atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,52 m (p25-p50), peso
77,5 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 55 cm (p75-p90). Braquicefalia. Pesco¢o
curto e grosso. Olhos fundos. Orelhas grandes, assimétricas, de implantagcéo
baixa, levemente em abano, com I6bulo solto. Sinofre. Genitais normais, pénis
pequeno. Ginecomastia. Pele e anexos: manchas hipo e hiperpigmentadas no
abdébmen na direcdo do pubis e na virilha, linha média hipopigmentada.
Braquidactilia e clinodactilia do 5° dedo.

Hiperfagia. @ Obesidade. Disturbios de comportamento como
agressividade e roubo de alimentos. Ndo tem diminuicdo da capacidade de
vomitar.

Psicologos diagnosticaram como Sindrome de Cornélia de Lange.
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Cariotipo 46,XY (realizado em outro laboratério). Estudo do padrao de
metilacao para a regidao PWS/AS, teste de MLPA com os kits P064-B2, P036-
E1, PO70-B1 normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 28

H.O.B, sexo masculino, 5 anos e 9 meses. Idade dos pais nao
informada. Um irm&o de 11 anos saudavel. O paciente foi encaminhado ao
nosso servigo com suspeita de Obesidade Sindromica. A gestagao durou 42
semanas. Perdas sanguineas no inicio da gravidez. Parto cesareo, peso ao
nascimento 3490g, comprimento 49,5cm, perimetro cefalico 35 cm. Chorou e
com boa succdo. Firmou a cabeca com 3 meses. Sentou sem apoio com 1 ano.
Comecou a andar com 3 anos. Controle esfincteriano aos 3 anos. Comegou a
formar frases a partir de 3 anos. Problemas de articulagao na fala. Dificuldades
de aprendizado.

Internado com 1 ano e 10 dias devido a pressdo alta. Apresentava
excesso de peso (23kg). Também teve glomerulonefrite em consequéncia da
hipertensao arterial. Além disso, tem diabetes e colesterol alto.

Na ocasidao da consulta apresentava a estatura 1,10 m (p10-p25), peso
48,6 kg (p>97,5) e perimetro cefalico 54 cm (p>97,5). Abaulamento frontal,
fronte estreita. Pescogo curto. Orelhas grandes, levemente rotadas. Sinofre,
epicanto no olho direito, telecanto, fenda palpebral estreita, reta.
Micrognatismo; labio superior grosso, evertido, labio inferior grosso, filtro curto.
Dentes pequenos. Abddmen protuso. Genitais normais. Mdos pequenas (13cm
direita, 12,5cm esquerda — p50), dedos curtos e afilados, unhas quadradas.
Pele toda desenhada, com manchas hipopigmentares no abdémen e costas
(hipomelanose de Ito), linha média mais clara.

N&o é agressivo, nem em relagdo a comida. Diminuicdo da capacidade
de vomitar (teve apenas um episddio). Dificuldades de respiragdo durante o

sono (utiliza respirador mecanico).
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Cariotipo 46,XY. Estudo do padrao de metilagdo para a regiao PWS/AS,
teste de MLPA com os kits P064-B2, P036-E1, PO70-B1 normais.
O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 29

E.A.S., sexo masculino, 10 anos. Pai com 45 e mae com 46 anos. Nega
consanguinidade. Historico de 2 abortos. Um irm&o falecido (usuario de
drogas), uma irma de 19 anos e uma irma de 14 anos acima do peso. Irmao da
mae faleceu aos 8 anos (tinha epilepsia, ndo falava corretamente, ndo andava).
O paciente foi encaminhado ao nosso servico com suspeita de obesidade
sindrébmica. A gestacdo durou 9 meses. Perdas sanguineas no inicio da
gravidez. Parto cesareo, peso ao nascimento 2100g. Chorou, sem succéao
(boca muito pequena). Hipotonia neonatal. Timpano esquerdo perfurado
congénito. Sentou sem apoio com 1 ano. Comegou a andar com 1 ano e 6
meses. Controle esfincteriano aos 4 anos. Entrou na escola com 7 anos.
Comecou a formar frases a partir de 8 anos, com auxilio de fonoaudiélogo.
Problemas de articulagcio na fala. Dificuldades de aprendizado.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,50 m (p95-p97), peso
68 kg (p>97,5) e perimetro cefélico 53 cm (p75). Abaulamento frontal, fronte
alta e estreita. Implantagao alta de cabelos na fronte. Pescogo curto e grosso.
Orelhas grandes com Iébulo preso. Olhos pequenos. Nariz em bico, ponte
nasal um pouco alargada. Microstomia, retrognatismo, labios finos. Uvula
bifida. Palato muito estreito. Maloclusao, dentes muito tortos. Criptorquidia
unilateral a esquerda, micropénis. Maos com 17,5cm, pregas transicionais a
direita.

Rapido e excessivo ganho de peso a partir de 5 anos. Hiperfagia, com
alguns episddios de obsessdo por comida. Hiperativo. Problemas de
comportamento como teimosia e acessos de violéncia. Habito de cutucar

feridas. Nao tem diminuicdo da capacidade de vomitar.

145



Cariotipo 46,XY,inv(9)(p12q13). Estudo do padrdo de metilacdo para a
regidao PWS/AS, teste de MLPA com os kits P064-B2, P036-E1, P070-B1
normais.

O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteragdes no genoma deste paciente.
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Paciente 30

R.S.C., sexo feminino, 23 anos. Pai com 49 (1,57 m) e mae com 43 anos
(1,55 m). Primos em primeiro grau. Sem irmdos. A paciente foi encaminhada ao
nosso servico com suspeita de obesidade sindromica. A gestagdo durou 9
meses. Parto cesareo, peso ao nascimento 2600g, comprimento 49 cm.
Chorou, succdo normal. Firmou a cabega com 3 meses. Sentou sem apoio com
6 meses. Comecou a andar com 1 ano e 2 meses. Controle esfincteriano aos 2
anos. Comecgou a formar frases a partir de 3 anos. Entrou na escola com 4
anos. Problemas de articulagdo na fala. Ecolalia. Voz anasalada. Dificuldades
de aprendizado. L&, ndo escreve bem pela coordenagao motora deficiente, néo
aprende matematica.

Na ocasido da consulta apresentava a estatura 1,48 m, peso 89 kg e
perimetro cefalico 51,5 cm (p<2,5) Braquicefalia, abaulamento frontal, fronte
estreita. Pescogo curto. Inclinagdo mongdlica dos olhos, hipertelorismo.
Narinas antivertidas. Microstomia, macrognatismo, labios finos. Genitais
normais, menstrua normalmente. M&os pequenas com 18cm (p50). Pés
pequenos (calgca n°34).

Obesidade com compulsao alimentar e hiperfagia. Problemas de
comportamento como teimosia, acessos de Vvioléncia, ansiedade,
comportamento obsessivo-compulsivo. Atualmente provoca vomito quando se
alimenta em excesso. Utiliza medicamento para dormir, pois sem ele ndo
dorme nem a noite. Também utiliza Topiramato (25mg), Lexapro (15mg) e
Risperidona (1mg).

Cariétipo 46,XX. Estudo do padrdo de metilagdo para a regido PWS/AS,

teste de MLPA com os kits P064-B2, P036-E1, PO70-B1 normais.
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O emprego do array CytoSure ISCA 4x180k (OGT) nao detectou

alteracdes no genoma deste paciente.
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