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RESUMO

RODRIGUES, RM. Refinamento citogenético em individuos com anomalias
craniofaciais sindrémicas sem diagndstico definido [dissertacdo]. Bauru: Hospital de

Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais, Universidade de Sdo Paulo; 2010.

Objetivos:  Investigar possiveis alteracbes citogenéticas, atraves da técnica de
bandamento de alta resolucdo, em individuos com anomalias craniofaciais associadas ao
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e sem diagnoéstico clinico-genético definido,
com caridtipo (com bandas) prévio normal e estabelecer possivel correlagdo entre o
fendtipo dos individuos e as regides cromossémicas alteradas.

Local de execucdo: Laboratorio de Citogenética Humana e Servico de Genética Clinica,
HRAC-USP, Bauru-SP.

Individuos estudados e Resultados: O cariotipo de alta resolucéo de 16 individuos com
anomalias craniofaciais associadas ao atraso no desenvolvimento neuropsicomotor
pertencentes ao HRAC-USP, Bauru permitiu detectar alteracGes citogenéticas estruturais
em 4 (25%) dos 16 individuos. Em 3 individuos detectou-se delecbes em regides
subteloméricas (cromossomos 4p, 9p e 18q) e, em 1 individuo detectou-se adicdo de
segmento cromossdmico de origem desconhecida na regido telomérica do cromossomo
12p.

Conclusbes: A frequéncia alta (25%) de alteracdes cromossOGmicas estruturais em
regides cromossdmicas terminais (teloméricas e subteloméricas) mostra que a técnica de
alta resolucdo é util na identificacdo de alteracBes nessas regides, portanto, individuos
com anomalias craniofaciais e atraso mental, sem diagnéstico genético-clinico definido,
cujo caridtipo convencional foi normal, devem ser, submetidos a analise dos
cromossomos por meio do cariétipo de alta resolucéo antes do procedimento de CGH-

array.

Descritores: anomalias cromossdmicas, anomalias craniofaciais, bandamento de alta

resolugéo.






ABSTRACT

RODRIGUES, RM. Cytogenetic refinement in individuals with syndromic craniofacial
anomalies with unkown diagnoses. [Dissertacao] Bauru: Hospital de Reabilitacdo de

Anomalias Craniofaciais, Universidade de Sao Paulo; 2010

Objective: To investigate possible cytogenetic abnormalities through high resolution
banding technique in individuals with craniofacial anomalies presenting previous
normal karyotype, associated to neuropsychological development delay, without
clinic-genetic diagnoses, and establish possible correlation between phenotype and
possible candidate chromosomal regions.

Local: Human Cytogenetic Laboratory and Clinical Genetic Service, HRAC-USP,
Bauru, SP.

Individuals and Results: High resolution karyotype of 16 individuals with
craniofacial anomalies associated to neuropsychological development delay in
follow-up at the HRAC-USP, Bauru allowed the detection of structural chromosomal
abnormalities in 4 (25%) of them. Three individuals presented deletion in the
subtelomeric region (chromosomes 4p, 9p, and 18q), and one individual presented
an addition of an unknown chromosomal fragment in the telomeric region of
chromosome 12p.

Conclusions: The high frequency (25%) of structural chromosomal abnormalities in
terminal region (telomeric and subtelomeric) shows that the high resolution technique
is useful for identification of structural anomalies in these regions. Therefore,
individuals with craniofacial anomalies associated to neuropsychological
development delay without a definitive clinic-genetic diagnoses presenting a normal
conventional karyotype, should be submitted to chromosomal analysis through high

resolution karyotype before CGH-array procedure.

Key words: chromosomal abnormalities, craniofacial anomalies, high resolution

banding.
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1 INTRODUCAO

O segmento cefalico em humanos, do ponto de vista evolutivo, representa um
extraordinario processo de desenvolvimento. E composto pelo cérebro e 6rgdos da
visdo, audicdo, equilibrio, paladar e olfato. Além de participar das estruturas e dos
mecanismos da alimentagcdo e da oxigenagao, possibilita, ainda, a interagao social
através do reconhecimento facial, das expressfes faciais e da fala (Morris-Kay
2006). O segmento cefélico origina-se de multiplos tecidos embrionarios, incluindo
as células derivadas da crista neural, do mesoderma pré-cordal e do ectoderma
craniofacial embrionario. O desenvolvimento craniofacial normal € decorrente de
interacdes complexas entre esses tecidos embrionarios e requer regulacao precisa
de migracado, crescimento, padronizacdo e diferenciacdo dos tecidos craniofaciais
(Francis-West et al 1998, Wilkie e Morris-Kay 2001, Jiang, Bush e Lidral 2006 e Nie,
Luukko e Kettunen 2006). Trés vertentes maiores norteiam o0 estudo do
desenvolvimento craniofacial humano: a) a descricdo morfolégica de embrides
humanos, b) os estudos experimentais em modelos animais e c¢) os estudos
genéticos e fenotipicos em humanos com anomalias congénitas (Morris-Kay 2006).
Cerca de dois tercos dessas anomalias sdo craniofaciais e, ttm como causas fatores
genéticos e/ou ambientais (Trainor e Krumlauf 2000, Stanier e Moore 2006). Dentre
as causas genéticas, as alteragbes cromossémicas (numeéricas e estruturais) sdo as
mais frequentes, ocorrendo em cerca de 1 para cada 150 nativivos (Prescott e Wilkie
2007) e, representam, ainda, as principais causas conhecidas de atraso mental e de
perda fetal. Estudos mostram que cerca de 10 a 15% das gestacfes clinicamente
reconhecidas (a partir da sexta semana de gestacao) resultam em abortamento

espontaneo. Dos abortos ocorridos no primeiro e no segundo trimestre, cerca de
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50% e de 20%, respectivamente, sdo decorrentes de alteragcbes cromossdmicas,
sendo as alteracbes numéricas (aneuploidias) as mais frequentes (Jorde et al 1999,
Warburton et al 2000, Lebedev et al 2004, Celep et al 2006). Estima-se que 10 a
30% dos 6vulos humanos fertilizados tém aneuploidias (trissomia ou monossomia).
Dos conceptos abortados espontaneamente, cerca de 35% tém trissomia
(praticamente de todos 0s cromossomos) ou monossomia (Cromossomos sexuais).
Dentre os natimortos e nascidos vivos, cerca de 4% e 0,3%, respectivamente, tém
aneuploidias, sendo as mais frequentes a trissomia do 21 e as trissomias dos
cromossomos sexuais (47,XXX; 47,XXY e 47,XYY). A aneuploidia, portanto,
representa uma causa importante de perda fetal, de parada do crescimento fetal e,
ainda, de atraso mental (Hassold e Hunt 2001). Ja, as anomalias cromossdmicas
estruturais ndo equilibradas (com perda ou ganho de material genético), tais como
as duplicacdes e dele¢cdes cromossOmicas, Sd0 responsaveis pela ocorréncia de
atraso mental com ou sem multiplas anomalias associadas (Jorde et al 1999). De
acordo com Cobourne (2004), 5% das dele¢bes e duplicacbes que resultam em
multiplas anomalias congénitas tem a fissura orofacial como um dos achados
clinicos.

Considerando o0 acima exposto fica evidente a relevancia do estudo
citogenético frente a situagbes de abortamento recorrente; na presenca de fenétipo
caracteristico de sindromes cromossdmicas clinicamente reconhecidas como a
sindrome de Down, sindrome de Patau, sindrome de Edwards, sindrome de Wolf-
Hirschhorn, entre outras e, ainda, frente a individuos com multiplas malformacgdes,
de causas desconhecidas e que incluam déficit de crescimento pré e/ou pos-natal
e/ou atraso global de desenvolvimento (Schinzel 1983, Nussbaum, Mcinnes e

Willard 2002, Sharkey, Maher e FitzPatrick 2005, Morris-Kay 2006). O aumento da
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resolucdo dos cromossomos proporcionado pelas novas técnicas de citogenética e
citogenética molecular, incluindo o cariétipo de alta resolucdo (850 bandas), a
hibridizacdo in situ com fluorescéncia (FISH), a amplificacdo de mudultiplas sondas
dependente de ligacao (multiplex ligation-dependent probe amplification - MLPA) e a
hibridizacdo de comparativa gendmicas de array (comparative genomic hybridization
— CGHa), tem permitido a identificacdo de microdelecdes, microduplicacbes e
rearranjos cromossémicos em individuos com atraso mental e/ou mdultiplas
anomalias congénitas de causas até entdo desconhecidas (Kriek et al 2004, Hyun-
Kyung et al 2008, Shinawi e Cheung 2008). Em adicdo, essas novas tecnologias tém
permitido, a partir da identificacdo de translocacdes e de delecbes cromossbémicas, o
reconhecimento de regides gendmicas criticas e, em consequéncia, a identificacao
de locos génicos e de genes responsaveis pela ocorréncia de sindromes
malformativas (Nussbaum, Mclnnes e Willard 2002, Morris-Kay 2006, Prescott e
Wilkie 2007, Shaffer et al 2007, Shinawi e Cheung 2008).

O cariotipo de rotina (550 bandas) permite identificar dele¢des, duplicacbes e
rearranjo de segmentos cromossOmicos relativamente grandes (5-10Mb) (Balikova et
al 2007, Shinawi e Cheung 2008). Com a expansao dos cromossomos obtida pela
técnica de alta resolucdo é possivel detectar alteracdes menores (~3-4Mb), sendo
um meétodo efetivo para identificacdo de alteracdes subteloméricas e intersticiais
(Joyce et al 2001). Alteragbes menores que 3Mb podem ser identificadas somente
com o emprego de técnicas moleculares tais como a de FISH, MLPA e CGHa
(Rauch et al 2006, Shinawi e Cheung 2008). A técnica de FISH é um método
indicado para identificagdo de rearranjos cromossdémicos especificos, ndo permite
um screening gendmico e requer conhecimento prévio da regido cromossdmica

envolvida, tendo como base os achados clinicos ou citogenéticos (Rauch et al 2006,
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Shinawi e Cheung 2008). A técnica de MLPA é um método para determinar nUmeros
de copias na sequéncia de DNA em regides subtelomérica ou telomérica utilizando
sondas especificas. Em ambas as técnicas, ndo € possivel precisar o tamanho do
segmento cromoss6mico envolvido (DeScipio et al 2008).

A técnica da CGHa, também chamada de cariétipo molecular, € um método de
varredura gendmica que permite detectar variacbes no numero de coépias de
segmentos gendmicos e precisar o tamanho do segmento cromossémico envolvido.
O nivel de resolucédo das diferentes plataformas CGHa (comercialmente adquiridas)
depende da distancia (1-100 Mb) e do tamanho (25 mers — 200kb) das sondas de
DNA utilizadas, sendo possivel detectar alteracdes submicroscépicas (menores que
1Mb) (Balikova et al 2007, Shao et al 2008, Shinawi e Cheung 2008). Devido a
eficiéncia em detectar alteragcdes submicroscopicas, a rapidez em obter resultado e
a relativa simplicidade do método, o CGHa tem se tornado uma ferramenta essencial
no diagndstico clinico de rotina e, em alguns laboratérios, esta, gradualmente,
substituindo os métodos citogenéticos classicos. Seu alto custo € um fator limitante

para sua utilizacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANOMALIAS CROMOSSOMICAS

Estima-se que o genoma humano compreende cerca de 35.000 genes
distintos, os quais sdo unidades de informacfes genéticas, distribuidas em locais
exatos (locos), numa molécula, altamente compactada, de acido desoxirribonucléico
(DNA), denominada de cromossomo. Os genes humanos estédo distribuidos em 23
pares de cromossomos, dos quais 22 pares sS40 cromossomos autossomos e 1 par,
cromossomos sexuais. Mulheres normais sdo representadas pela notacdo 46,XX,
enquanto os homens normais, pela notacado 46,XY (Nussbaum, Mcinnes e Willard
2002).

Os cromossomos desempenham papel relevante na transmissdo da
informacdo genética de uma geracdo para outra. Assim, quaisquer alteragdes no
namero ou na estrutura (sequéncia de seus genes) dos cromossomos, as quais sao
denominadas anomalias cromossémicas, podem produzir inviabilidade celular na
formacdo dos gametas (durante a meiose) ou do embrido ou, entdo, resultar em
malformacdes. As alteragbes cromossdmicas podem, também, ocorrer durante a
mitose nas patologias do cancer, causando desequilibrio na formacdo, no
desenvolvimento, no crescimento e no metabolismo das células afetadas (Hassold e
Hunt 2001, Nussbaum, Mcinnes e Willard 2002).

As anomalias cromossdmicas constituem uma das mais frequentes causas de
déficit de crescimento, retardo mental e malformacgées, as quais incluem anomalias
craniofaciais, anomalias cardiacas, anomalias esqueléticas e acometimento de

outros orgaos internos (Anderlid et al 2002, Horovitz Llerena Junior e Mattos 2005,
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Celep et al 2006, Jones e Franklin 2006). Sdo subdivididas em numéricas e
estruturais e sdo decorrentes de perda ou de ganho de quantidade significativa de
material genético, podendo levar a danos graves ou letais. Os mecanismos que
levam a tais alteragGes incluem: erro na separacdo dos cromossomos durante a
meiose; perda de centrdmero e, consequentemente, perda do braco cromossémico;
guebras cromossdmicas e pareamento desigual de regibes repetitivas (Schinzel
1983, Nussbaum, Mcinnes e Willard 2002, Prescott e Wilkie 2007). H4, ainda, casos
em que pode ocorrer uma mistura de linhagens celulares, com presenca de
linhagens celulares normais e alteradas, evento este, denominado de mosaicismo
cromossbmico. Em situacbes mais raras, pode ocorrer heranca de ambos o0s
homologos de um dnico genitor, evento denominado de dissomia uniparental

(Berend et al 2000, Kotzot 2001, Garcia-Castillo et al 2008).

2.1.1 Anomalias cromoss6micas numéricas

As alteracdes cromossOmicas numeéricas sdo aquelas que incluem alteracéo
no numero de cromossomos. As células humanas que ndo contém um multiplo de
23 cromossomos sdo chamadas de aneuploides. Essas células contém
cromossomos ausentes ou adicionais sendo, em geral, apenas um cromossomo
afetado. Consistem, principalmente, em monossomias (presenca de apenas uma
copia de um dos cromossomos homologos em uma célula) e em trissomias (trés
copias de um dos cromossomos por célula). A causa mais comum de aneuploidia é
a nao-disjuncédo, isto é, falha na separacdo normal dos cromossomos durante a
meiose. A maioria das monossomias e trissomias cromossGmicas, em humanos,

estd relacionada a condi¢cdes clinicas importantes e, quase sempre, S&o
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incompativeis com a vida, resultando em perda fetal. Em casos de abortamento
espontaneo tém sido observadas frequéncias altas de trissomia do cromossomo 16
(33% dos casos) e de trissomias dos cromossomos 21 e 22 (20% dos casos). Dentre
as anomalias envolvendo 0s cromossomos sexuais, a monossomia do cromossomo
X (45,X) é responsavel por 10% dos abortos espontaneos (Hassold e Hunt 2001,
Thomas et al 2001, Morales et al 2008).

Algumas trissomias séo vistas com frequéncias apreciaveis entre os nativivos
(Tabela 1). Entre as trissomias dos cromossomos autossémicos destacam-se: a
trissomia do cromossomo 21; a trissomia do cromossomo 13 e a trissomia do
cromossomo 18. Essas condicbes apresentam alto indice de mortalidade nos
primeiros anos de vida e incluem, entre seus achados clinicos: déficit de
crescimento, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e anomalias maiores tais
como alteracdes estruturais do sistema nervoso central, anomalias craniofacial,
cardiopatia, entre outras. Os sinais clinicos de um individuo com uma determinada
anomalia cromossdmica podem ser expressos com maior ou menor gravidade e, em
geral, formam um padrdo de malformagBes caracteristico que possibilita um
diagndstico clinico preliminar (Vogel e Motulsky 2000). As anomalias numéricas de
Cromossomos sexuais, em sua maioria, levam a caracteristicas fenotipicas leves e
sdo mais frequentes entres 0s nativivos do que as anomalias numéricas dos
autossomos (Tabela 1) (Schinzel 1983, Gorlin, Cohen Junior e Hennekam 2001,

Nussbaum, Mclnnes e Willard 2002).
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Tabela 1 - Prevaléncia de anomalias cromossémicas numéricas entre neonatos.

Anomalia cromossdmica Prevaléncia  ao nascimento

Anomalias de autossomos

Trissomia do 21 1 em 800

Trissomia do 18 1 em 6.000

Trissomia do 13 1 em 10.000
Anomalias de cromossomos sexuais

47 ,XXY 1 em 1.000 meninos

47, XYY 1 em 1.000 meninos

45,X 1 em 5.000 meninas

47 XXX 1 em 1.000 meninas

Fonte: Jorde LB, Carey JC, Bamshad MJ, White RL. Genética Médica. 2a. ed. Traducao por Paulo
Armando Motta. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 1999. Traducéo de: medical Genetics p.111.

2.1.2 Anomalias cromossOmicas estruturais

Alteracfes cromossOmicas estruturais resultam de quebras que interrompem
a continuidade de um ou mais cromossomos e, quando ocorrem na linhagem
germinativa, podem produzir anomalias cromossémicas herdaveis (Schinzel 1983,
Miller e Therman 2001, Nussbaum, Mclnnes e Willard 2002). Estima-se que ocorram
em cerca de 0,5% dos recém nascidos. Na grande maioria dos casos, as anomalias
cromossOmicas estruturais aparentemente equilibradas ndo estdo associadas a
fendtipos anormais, podendo ser transmitidas a algumas geracfes sem serem
detectadas. Entretanto, os portadores de translocagcdes equilibradas podem produzir
gametas com desequilibrio cromossémico, resultando em falhas reprodutivas. Por
outro lado, é usualmente aceito que uma alteracdo nova nao balanceada pode
resultar em fendtipo alterado. Essas alteracbes ndo equilibradas quase sempre
envolvem perda ou ganho de alguns Mb de DNA, o que pode causar desequilibrio

potencial de muitos genes e resultar em fendtipo alterado (Gribble et al 2005).
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As alteracdes cromossdmicas estruturais incluem:

« delecédo: também conhecida como monossomia parcial, envolve quebra
no segmento cromossémico e subsequente perda de material genético,
podendo ocorrer uma uUnica quebra na parte terminal do cromossomo
(Figura 1a) ou duas quebras, nesse caso, com perda do material genético
intermediario (delecéo intersticial)(Figura 1b). Dele¢cdes maiores que 2-3

Mb sdo, em grande parte, visiveis microscopicamente;

\H

a b

Fonte: Acesso em 18 nov 2009. Imagem capturada:
http://bioa2.blogspot.com/2009/03/mutacoes-e-suas-causas.htmi

Figura 1 - a) Delec¢éo terminal; b) Delecéo intersticial.

* duplicacéo : também conhecida como trissomia parcial, ocorre quando um
mesmo segmento cromossémico aparece em duplicata (Figura 2). Pode
originar-se de crossing-over (troca de material genético entre as
cromatides homologas néo-irmés) desigual de regibes cromossdmicas
repetitivas ou, entdo, de segregacdo anormal dos cromossomos com

translocacao ou inverséo (Schinzel 2001);
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Fonte: Acesso em 18 nov 2009. Imagem capturada:
http://bioa2.blogspot.com/2009/03/mutacoes-e-suas-causas.htmi

Figura 2 - Duplicacéo.

translocagdo : € uma troca de material genético entre cromossomos nao
homélogos. Existem dois tipos bésicos de translocacdes: reciprocas e
robertsonianas. Nas translocacdes reciprocas ocorrem quebras em dois
cromossomos diferentes e seu material genético € mutuamente trocado,
sendo 0s cromossomos resultantes chamados de cromossomos
derivativos (Figura 3a). Nas translocacdes robertsonianas ocorrem
guebras nos centrdmeros dos cromossomos acrocéntricos (homélogos ou
ndo homologos); perda dos bragos curtos e fusdo dos centrébmeros dos
bracos longos (Figura 3b). Este tipo de translocacdo €, usualmente,
observado nos cromossomos acrocéntricos: 13, 14, 15, 21 e 22 (Jorde et
al, 1999). Os bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos contém
sequéncia de DNA repetitiva (regido organizadora de nucléolos) e a perda
desse material genético ndo causa danos ao individuo. As translocacdes
13914 e 14921qg sao relativamente comuns, constituindo
aproximadamente 85% das translocagbes robertosonianas (Vogel e

Motulsky 2000, Shaffer e Lupski 2000);
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Fonte: Acesso em 18 nov 2009. Imagem capturada:
http://bioa2.blogspot.com/2009/03/mutacoes-e-suas-causas.htmi

Figura 3 - Esquema da formacdo de uma translocacdo. a) translocacdo reciproca; b)

translocacao robertsoniana.

* inversdo : ocorre quando 0S cromossomos quebram-se em dois pontos

diferentes e a parte intermediaria une-se novamente de forma invertida,

podendo ser paracéntricas (as que nao incluem o centromero)(Figura 4a)

ou pericéntricas (com inclusdo do centromero)(Figura 4b). A mais

recorrente  em humanos é a inversao pericéntrica na

regidao de

heterocromatina do cromossomo 9, considerada como variagdo comum na

populacdo normal (heteromorfismo);
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Fonte: Acesso em 18 nov 2009. Imagem capturada:
http://bioa2.blogspot.com/2009/03/mutacoes-e-suas-causas.htmi

Figura 4 - Esquema da formacdo de uma inversdo cromossémica. a) Inversao paracéntrica;
b) Inverséo pericéntrica.

* anel cromossémico: delecbes em ambas extremidades (regido
telomérica) de um cromossomo com fusdo do cromossomo restante,
formando um anel (Figura 5). Se o cromossomo em anel incluir um
centrébmero, ele podera participar da multiplicacdo celular, mas, devido a
sua estrutura, € geralmente perdido, em pelo menos algumas células,
gerando mosaicismo para o cromossomo em anel. Embora a frequéncia
seja baixa, ja foram descritos cromossomos em anel de quase todos o0s

cromossomos humanos (Jorde et al 1999, Schinzel 2001);

e
::>E
]

Fonte: Acesso em 18 nov 2009. Imagem capturada:
http://bioa2.blogspot.com/2009/03/mutacoes-e-suas-causas.htmi
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Figura 5 - Esquema da formacdo de um cromossomo em anel.
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iIsocromossomo:  ocasionalmente s&o encontrados cromossomos que
consistem em dois bracos idénticos (curtos ou longos) (Figura 6).
Originam-se, em sua maioria, de uma divisdo anormal de cromossomos
metafasicos e, podem, ainda, se decorrentes de translocacdes
robertsonianas de cromossomos homologos acrocéntricos (Cromossomos
13, 14, 15, 21 e 22). Como o material genético esta substancialmente
alterado, os isocromossomos, da maioria dos autossomos, sao letais. Em
humanos, o isocromossomo de ambos 0s bracos do cromossomo X tem
sido observado em mulheres com fenétipo compativel com o diagndstico

de sindrome de Turner (Jorde et al 1999, Vogel e Motulsky 2000);

[
8

Fonte: Acesso em 18 nov 2009. Imagem capturada:
http://bioa2.blogspot.com/2009/03/mutacoes-e-suas-causas.html

Figura 6 - Esquema da formacao de um isocromossomo.

cromossomo marcador: marcadores S80 Cromossomos extranumerarios
de origem indeterminada (Mitelman 1995), geralmente, observados em
material de exame de diagnostico pré-natal, em pacientes com multiplas
anomalias e em casais com infertilidade. Os marcadores ocorrem numa
frequéncia de 0,05% na populagcdo e, 0 mecanismo responsavel pela sua

formagdo ndo € conhecido. A presenga de um cromossomo marcador
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pode interferir na segregacdo normal dos cromossomos homaélogos ou na
troca de material genético entre os mesmos, resultando em inviabilidade
celular ou em malformacéao na prole. A permanéncia de um marcador na
célula depende da sua estabilidade no processo de divisdo celular, a qual
€ conferida pela presenca do centrdmero ou de um neocentrdmero.
Através das técnicas de citogenética de bandamento, em combinacdo com
técnicas moleculares, tem sido possivel identificar a origem dos
cromossomos marcadores (Warburton et al 1991, Starke et al 2003,

Douet-Guilbert et al 2007).

2.2 ANOMALIAS CROMOSSOMICAS E SINDROMES CRANIOFACIAIS

As anomalias craniofaciais representam cerca de % de todas as anomalias
vistas ao nascimento e incluem: fissuras orofaciais tipicas (fissura de labio e/ou
palato) e atipicas (fissuras complexas), craniossinostoses, defeitos de linha média
craniofacial com hipotelorismo ou hipertelorismo, anomalias de primeiro e segundo
arcos branquiais, entre outras. Essas alteracdes podem ocorrer isoladas ou
associadas a outras anomalias congénitas podendo fazer parte do quadro clinico de
sindromes complexas (Tolarovda e Cervenka 1998, Gorlin, Cohen Junior e
Hennekam 2001).

Das anomalias craniofaciais, as fissuras orofaciais tipicas sdo as mais
frequentes, com prevaléncia de aproximadamente 1 para cada 500 nascidos vivos
(Tolarova e Cervenka 1998). Cerca de 30% dos casos sdo associados a outras
anomalias craniofaciais ou sistémicas (sistema cardiovascular, musculoesquelético e

genitourinario), podendo representar quadros sindrédmicos de etiologia genética
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(monogénica ou cromossdmica), ambiental ou desconhecida (Tolarova e Cervenka
1998, Gorlin, Cohen Junior e Hennekam 2001, Cobourne 2004 e Thomas et al
2008). Atualmente, aproximadamente 400 sindromes conhecidas foram descritas
com fissura orofacial (Thomas et al 2008). Cerca de 4,7 a 8,7% dessas sindromes
tem etiologia cromossdmica, sendo as mais frequentes a trissomia do 13 (sindrome
de Patau), seguida pela trissomia do 18 (sindrome de Edwards) (Tolarova e
Cervenka 1998, Sarkozi, Wyszynski e Czeizel 2005 e Thomas et al 2008). Trissomia
de outros cromossomos, incluindo a trissomia do cromossomo 21 (sindrome de
Down), bem como alteragcbes cromossomicas estruturais, principalmente delecoes,
duplicacdes e translocacdes de diferentes cromossomos, também séo descritas com
frequéncia consideravel (Tolarova e Cervenka 1998, Gorlin, Cohen Junior e
Hennekam 2001, Cobourne 2004, Sarkozi Wyszynski e Czeizel 2005, Utine et al
2007, Yamanishi et al 2008). Algumas dessas alteracdes cromossOmicas estruturais
contribuiram para identificagdo de genes ou grupos de genes candidatos as fissuras
orofaciais. Recentemente, duas regides candidatas, 2932 e 19913, foram
identificadas em individuos com fissura de labio e palato que apresentavam ao
exame citogenético, translocacdes equilibradas. O gene SATB2, localizado na regiao
2032, foi considerado candidato para fissura pela sua alta expressdo no labio e
palato (Jugessur e Murray 2005).

Em relacdo as demais anomalias craniofaciais, frequéncia alta de etiologia
cromossdmica foi observada em individuos com craniossinostose sindrdmica e em
individuos com defeitos de linha média com hipotelorismo ocular, também conhecida
como sequéncia de holoprosencefalia (OMIM % 236100)(OMIM 2009i). Estudos
citogenéticos convencionais realizados por Jehee et al (2008) em individuos com

craniossinostose sindrémica mostraram que 20% dos casos estdo associados a
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anomalia cromossdmica, incluindo delecbes dos cromossomos 2q, 7p € 9p e
duplicacdo do cromossomo 11g. Quando os autores utilizaram técnicas moleculares
tais como CGHa e MLPA, investigacdo de arranjos submicroscopicos e analise de
segregacao de polimorfismos microsatélites, a frequéncia de alteracdes
cromossOmicas, nesses individuos, aumentou consideravelmente, passando de 20%
para 42%. Rearranjos cromossdmicos adicionais envolvendo os cromossomos 1 e
17 também foram observados. Em individuos com sequéncia de holoprosencefalia, a
frequéncia de etiologia cromossdmica variou de 15 a 58% e incluiu, principalmente,
trissomia do 13, trissomia do 18 e dele¢cdes dos cromossomos 18p, 7936, 13932 e
2p21 (Chen et al 2005, Orioli e Castilla 2007, Bendavid et al 2006). J& nos casos
com defeito de linha média craniofacial com hipertelorismo, também conhecidos
como displasia frontonasal, os relatos de alteracbes citogenéticas sdo raros
(Stevens e Qumsiyeh 1995 e Wu, Vargevik e Slavotinek 2007). Da mesma forma,
sdo raros os relatos de individuos com anomalias de primeiro e segundo arcos
branquiais com alteragBes citogenéticas. As alteracfes detectadas incluem:
trissomia 47,XXY (sindrome de Klinefelter), mosaicismo da trissomia do 7,
mosaicismo da trissomia do 9, trissomia do 10p, trissomia do 22, dele¢éo do 22q,
translocacdo entre os cromossomos 5 e 8 [t(5;8)(p15.31;p23.1)] e marcador
cromossOmico derivado de translocagdo entre os cromossomos 11 e 22
[der(22)t(11;22)(g23;q11)] (Balci et al 2006, Engiz et al 2007, Xu, Fan e Siu 2008).
Em geral, as dele¢cbes e duplicagcbes proporcionam perda ou ganho
consideravel de genes, que frequentemente resulta em fendtipo alterado.
Duplicacbes e delecdoes menores que 5 Mb raramente sao detectadas na
citogenética convencional (Jorde et al 1999). As novas técnicas de bandamento de

alta resolucéo e de genética molecular (FISH e CGHa) possibilitaram a identificacédo
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mais precisa de regides cromossdmicas envolvidas em determinadas sindromes
genéticas. Em alguns casos foram identificados genes especificos e, ainda,
polimorfismo de DNA, os quais permitiram identificar a origem do cromossomo
anormal, aumentando a compreensao da base bioldgica dos erros meioticos e das
anomalias cromossémicas. Exemplo bem estudado € a sindrome velo-cardio-
facial/sindrome de DiGeorge (VCF/DG) (OMIM #188400)(OMIM 2009c)/(OMIM
#192430) (OMIM 2009b), causada por microdelecdo do cromossomo 22qll.2
(Driscoll et al 1992, Scambler et al 1992). Alguns estudos recentes mostraram
microduplicacdo dessa regido cromossémica em individuos com diagnéstico clinico
da sindrome VCF/DG (Dempsey, Schwartz e Waggoner 2007, Prescott e Wilkie
2007) o que, embora esses individuos tenham sido selecionados a partir da
presenca de sinais clinicos da sindrome VCF/DG, pode representar uma sindrome
nova (Ensenauer et al 2003, Dempsey, Schwartz e Waggoner 2007). Outro exemplo
bem conhecido € a sindrome Wolf-Hirschhorn (SWH) (OMIM #194190)(OMIM
2009a) causada pela delecao, de tamanho variavel, na porcao distal do braco curto
do cromossomo 4 (4p16.3) e considerada uma sindrome de genes contiguos (Suri
2005, Battaglia e Carey 2008). Em alguns casos a sindrome € decorrente de
microdelecéo dessa regido, ndo detectada na citogenética convencional (Rauch et al
2001). Aproximadamente 20% dos casos tém delecdo restrita a regido 4p16.3
(representando 5Mb telomérico). O restante é causado por dele¢do grande que pode
se estender até a regido 4pl4. Embora a maioria seja causada por dele¢do nova,
cerca de 20% dos casos é decorrente de translocagdes parentais (Bergemann, Cole
e Hirschhorn 2005), sendo que as dele¢cbes menores que 3,5 Mb estdo associadas a
fendtipo leve, com auséncia de malformagbes (Zollino et al 2000, Suri 2005).

Battaglia et al (1999), estudando 15 individuos com SWH identificaram por meio do
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bandamento-G (400-550 bandas), delecdo no 4p em 10 individuos. Em outros trés, a
delecdo do 4p pbode ser identificada com bandamento de alta resolucdo (850
bandas) e, ainda, em outros dois, somente por meio da técnica de FISH, com banda
especifica para a regido. O mapeamento das dele¢cbes, em diferentes individuos,
restringiu a regido critica da SWH para 2 Mb do telémero do 4p, a qual inclui dois
genes candidatos para a condicdo: WHSCR1 e WHSCR2 (Wright et al 1997, Zollino
et al 2003, Bergemann, Cole e Hirschhorn 2005, Concolino et al 2007, Battaglia e
Carey 2008). Até o momento nenhuma delecdo génica ou mutacdo, nesses genes,
foi associada ao fendtipo da SWH. A delecdo da regido 4pl16.3 também tem sido
observada na sindrome de Pitt Rogers Danks (SPRD) (OMIM #262350)(OMIM
2009h), fenotipicamente sobreposta a SWH. Wright et al (1998), estudando as
delecbes em individuos com SWH e SPRD encontraram sobreposicdo das regides
deletadas e concluiram que as duas condi¢cfes resultam da auséncia de segmentos
genéticos similares, mas ndo idénticos. Os autores sugeriram que as diferencas
clinicas observadas entre as duas condi¢Bes resultam de variacdes alélicas dos
homodlogos restantes. Battaglia e Carey (1998), no entanto, consideraram que a
SPRD é essencialmente a mesma condicdo que SWH, isto é, sindrome da delecéo
do 4p.

Em relacdo as translocacdes equilibradas, as técnicas de alta resolugdo tém
demonstrado que cerca de 60% dos individuos tém rearranjos cromossdmicos
adicionais. Das alteracbes de novo, estima-se que 6% levam a alteracdes
fenotipicas por causarem disrup¢do de gene(s) ou por introduzirem microdelecdes
ou microduplicagdes no ponto de quebra cromossomico (Gribble et al 2005). Dessa
forma, o aumento da resolugdo cromossdmica proporcionada pelas novas técnicas

de citogenética tem permitido identificar delecdes e duplicagbes em individuos com
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atraso mental, com anomalias congénitas, ou ambos, cujo cariétipo convencional foi

normal (Shaw-Smith et al 2004, Mencarelli et al 2008).

2.3 TECNICAS DE CITOGENETICA

2.3.1 Citogenética classica

As técnicas convencionais para analise cromossdmica incluem o bandamento
G (Giemsa), o bandamento C e o bandamento NOR (Caspersson et al 1968).
Basicamente, essas técnicas incluem: digestdo de proteinas associadas ao DNA ou
digestdo de regibes cromossdomicas especificas e posterior coloracdo (Beiguelman
1982).

No bandamento G, a digestéo parcial de proteinas cromossémicas é realizada
pela enzima tripsina e a coloragéo pelo corante Giemsa, dando origem a padrdes de
coloragdo cromossOmicos caracteristicos e estaveis (bandas G). O nivel de
resolucdo de bandamento G para os cromossomos é da ordem de 300 a 550
bandas, sendo limitado para rearranjos cromossomicos pequenos ou complexos de
aproximadamente de 5 a 10Mb. Esse € o procedimento mais indicado para exame
citogenético de rotina em pacientes com multiplas anomalias. Dependendo do
resultado do bandamento G, pode ser indicada outra analise citogenética, como 0s
bandamentos C e NOR ou, ainda, estudos moleculares.

No bandamento C, a digestdo € realizada com hidroxido de bario, o qual

digere regibes heterocrométicas constitutivas (centrémero), e a coloragdo €

realizada com Giemsa. No bandamento NOR, a digestdo €é realizada pelo
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aquecimento e a coloracdo das regibes de satélite (regibes organizadoras do
nucléolo presentes no braco curto de cromossomos acrocéntricos) € feita com

Nitrato de Prata (Beiguelman 1982).

2.3.2 Bandamento de alta resolucéo

O bandamento de alta resolucdo permite a analise de cromossomos
estendidos (cromossomos profasicos e prometafasicos) com resolucdo de bandas
maior (800 a 2.000 bandas) do que as obtidas no bandamento convencional (400 a
550 bandas) (Yunis 1981, Francke 1994). Basicamente, a técnica resume-se em
digestdo parcial de proteinas cromossémicas pela enzima tripsina e coloragdo com
corante Giemsa, diferindo no tratamento adequado das culturas de linfécitos com
solucédo de actinomicina D, a qual interrompe o ciclo celular. Essa técnica permite
sincronizacao parcial dos ciclos celulares, selecionando um numero relativamente
alto de células em préfase ou prometafase. O tratamento com colchicina (inibidor do
fuso celular) ajuda a diminuir o grau de condensacdo e, as bandas unitarias
reveladas pelos métodos padrbes (metafasicos) podem ser entdo, divididas em sub-
bandas (profasicos ou prometafasicos). Esse método, embora ndo substitua os
meétodos padronizados no diagndéstico de rotina, € Util para a identificacdo mais
precisa de pontos de quebra e de pequenas anomalias ndo visualizadas pela
citogenética convencional, tais como transloca¢des equilibradas ou ndo-equilibradas,

microdele¢des e microduplicacdes de 3 até 5 Mb.
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2.3.3 Citogenética molecular

2.3.3.1 Hibridizacéo in situ com fluorescéncia (FISH)

Com o advento da técnica de hibridizacédo in situ com fluorescéncia (FISH)
surgiu um campo novo na citogenética molecular, auxiliando na identificacdo de
rearranjos cromossomicos estruturais e na definicho de pontos de quebras
cromossdmicas. A técnica de FISH tem como base a utilizacdo de sondas de DNA
especificas marcadas por fluorescéncia, as quais, hibridizadas aos cromossomos,
podem ser visualizadas em microscépio de fluorescéncia. Essa técnica é muito
utilizada como um teste complementar a analise de bandamento convencional para
identificacdo de alteragdes cromossOmicas pequenas ou complexas. As sondas
utilizadas séo de trés tipos: 1) sondas para cromossomos inteiros, aplicavel em
cromossomos metafasicos, sendo Gtil na identificacdo de cromossomos especificos
envolvidos em translocacfes; 2) sondas para centromeros especificos, utilizadas
para cromossomos metafasicos ou ndcleos interfasicos, sendo muito atil na
identificacdo de alteracbes numeéricas de cromossomos especificos; e 3) sondas
para genes ou locus especifico, aplicada a cromossomos metafasicos ou ndcleos
interfasicos, permitindo a deteccdo de microdelecdes e microduplicacfes e, ainda,
de rearranjos estruturais quando sondas de cores diferentes sdo utilizadas (Wang
2000, Vianna-Morgante 2004). Embora a técnica de FISH seja eficiente para a
deteccdo de microdelecdes, microduplicacbes e rearranjos estruturais, os altos
custos das sondas de DNA marcadas por fluorescéncia, dificultam seu uso em

laboratorios de rotina.
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2.3.3.2 Hibridizacdo comparativa de genomas (CGH)

A hibridizacdo comparativa de genomas (CGH) tem como base a hibridizacao
in situ quantitativa, com duas cores fluorescentes ao longo de cromossomos
metafédsicos, o que permite estabelecer um diferencial de hibridizacdo entre o DNA
da célula do individuo estudado e o DNA controle. A medida é obtida através de
imagem digital em um sistema de andlise especifico. O ganho (duplicacdo) e a perda
(delecdo) de regibes cromossbmicas especificas podem ser detectados pela
intensidade da coloracéo fluorescente da célula do individuo estudado e do controle.
Sua resolucao € de 5 a 10 Mb para delecbes e 2 Mb, para duplicagdes. A vantagem
dessa técnica € permitir a ampla varredura do genoma, identificando delecdes e
duplicagbes cromossdmicas pelo numero de copias alteradas, sem a necessidade
da distribuicdo dos cromossomos nas amostras testadas. A CGH tem resolugéo
limitada e ndo pode detectar rearranjos citogenéticos que nao levem a um
desequilibrio genético como translocacdes e inversées (Wang 2000, Prescott e

Wilkie 2007).

2.3.3.3 Hibridizacdo comparativa de genomas em array (CGHa)

A técnica de hibridizagdo comparativa de genomas de array (CGHa) é
baseada nos mesmos principios da técnica de CGH. A diferenca essencial esta na
plataforma usada para a hibridizagdo do DNA teste e DNA normal marcado
(controle). Enquanto a técnica de CGH é realizada em células metafasicas, no

CGHa a hibridizacdo é feita em uma placa ou lamina formada por varios pontos
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contendo cada um deles clones genémicos de interesse. Uma vez que esses clones
sédo usados como DNA alvo, a resolucéo da técnica varia de acordo com o tamanho
dos clones e alteracfes. A regido cromossOmica a ser analisada € diferente para
cada experimento e as sequéncias aplicadas nas laminas devem ser escolhidas
apropriadamente, de acordo com os dados preliminares de cada caso (Shaffer e

Bejjani 2003).
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3 OBJETIVOS

* Investigar possiveis alteracbes citogenéticas, através da técnica de
bandamento de alta resolucéo, em individuos com anomalias craniofaciais
associadas a atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e sem
diagnostico clinico-genético definido com caridtipo convencional prévio
normal;

» Estabelecer possivel correlacdo entre o fenétipo dos individuos e as

regides cromossomicas alteradas;

* Fornecer subsidios para a definicdo do diagndstico clinico-genético e,

consequentemente, para o aconselhamento genético a familia.
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4 INDIVIDUOS ESTUDADOS E METODOLOGIA

4.1 INDIVIDUOS ESTUDADOS

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados 16 individuos com
multiplas anomalias, cadastrados no banco de dados da Secéo de Genética Clinica
do Hospital de Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais (HRAC)-USP, Bauru.

Os critérios de inclusédo foram:

- Presenca de anomalias craniofaciais associadas ao atraso no

desenvolvimento neuropsicomotor;

- Diagnéstico clinico-genético ndo estabelecido;

- Estudo citogenético convencional (450 bandas) prévio normal;

O critério de excluséo foi:

- Historia positiva para exposi¢do intra-Utero a agentes infecciosos ou

teratogénicos.

Todos os responsaveis foram informados dos objetivos da pesquisa e 0s
individuos selecionados foram incluidos no estudo mediante a concordancia e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pelos respectivos
responsaveis (Anexo 1). O presente estudo foi devidamente aprovado pelo Comité

de Etica do HRAC-USP (Anexo 3).
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Avaliacao clinica-genética dos individuos

Os individuos selecionados foram avaliados, do ponto de vista genético-
clinico, por profissionais da se¢do de Genética Clinica. Essa avaliacdo seguiu a
rotina dessa secdo, constando de: anamnese especifica com coleta de dados
gestacionais, de antecedentes pessoais e de evolucdo; levantamento da historia
familial e exame fisico. Apos avaliacdo clinica foi solicitado caridtipo de alta

resolucéo e, quando pertinente, outros exames subsidiarios.

4.2.2 Andlise citogenética

A analise citogenética foi realizada pelo pesquisador no Laboratério de

Genética e Citogenética Humana do Hospital.

4.2.2.1 Coleta de material

A coleta de sangue periférico (2 a 3 ml) foi realizada por venipuncgdo,

utilizando-se seringa heparinizada estéril.
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4.2.2.2 Caribtipo de alta resolucéo

A técnica de alta resolucdo foi realizada de acordo com o protocolo
estabelecido por Barch, Knutsen e Spurbeck (1997), onde os cromossomos corados
pela técnica de bandamento GTG encontram-se estendidos (prometafasicos), o que

permite a visualizagéo de 800 a 1.200 bandas.

4.2.2.3 Cultura de linfécitos

A cultura de linfocitos, para obtencdo de cromossomos prometafasicos, foi
realizada segundo a técnica descrita por Barch, Knutsen e Spurbeck (1997). Para
cada individuo foram utilizados dois meios de cultura (199 e RPMI 1640 da
Cultilab®), enriquecidos com Soro Fetal Bovino (Cultilab®) e acrescidos de
fitohemaglutinina P (Cultilab®), nas seguintes quantidades: 4 ml de meio de cultura;
1 ml de Soro Fetal Bovino e 0,2 ml de Fitohemaglutinina P. Aos meios adicionou-se
0,5 ml de sangue periférico heparinizado incubando as culturas em estufa com
camara d’agua (FANEM®) & temperatura de 37°C, por 72 horas. Apés 71 horas de
cultivo celular, foi adicionado 0,1 ml de actinomicina D (SIGMA®), mantendo-se 0s
frascos envoltos em papel aluminio para evitar a fotodegradacédo da actinomicina D.
Apés 55 minutos foi adicionado 0,1 ml de colchicina (solugdo uso 0.0016% -
SIGMA®) mantendo-se os frascos incubados por mais 5 minutos.

ApoOs 72 horas de incubacéo, as culturas foram centrifugadas a 900 rpm, por
10 minutos. O meio sobrenadante foi descartado e o sedimento, contendo os

linfécitos, foi submetido a hipotonizacdo com solucdo de 2 ml de cloreto de potassio
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(KCI 0,075M) a 37°C. A cada 5 minutos foi adicionado mais 2 ml da solucao de KClI
e, ao final de 20 minutos, a hipotonizacéo foi interrompida pela adicdo de 0,5 ml de
fixador (3 partes de metanol: 1 parte de acido acético). A solucdo foi, entéo,
centrifugada a 900 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e, ao
botdo de células, foi adicionado 8 ml de fixador para a lavagem. Essa solucao foi
homogeneizada com auxilio de pipeta Pasteur e novamente centrifugada a 900 rpm,
por mais 10 minutos. O procedimento de lavagem das células foi repetido por mais
trés vezes e, a seguir, o botdo de células foi homogeneizado em 1 ml de fixador. As
células lavadas foram, entdo, gotejadas sobre laminas de microscopia extrafinas,

limpas e desengorduradas.

4.2.2.4 Coloracéo das laminas

Para coloracdo das laminas, foi utilizada a técnica de bandamento GTG, na
gual as sequéncias de proteinas nao histénicas sao digeridas com enzima tripsina e
coradas com corante Giemsa. Essa técnica induz a formacdo de um padrdo de
bandas claras e escuras ao longo do comprimento dos cromossomos. Quando
necessario, utilizou-se a técnica de bandamento G, onde a digestdo de proteinas
nao histbnicas é realizada com tampéao borato e a coloracéo é feita com o corante

Wright-Giemsa, que mantém o mesmo padrao de bandas.

a) Bandamento GTG
As laminas foram mergulhadas em cuba contendo solucéo de tripsina diluida
em tampéao fosfato Sorénsen (pH 6,8), a 37°C, por 4 a 6 segundos. A seguir, foram

lavadas em agua corrente, coradas com corante Giemsa (4%) diluido em tampéao
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fosfato Sorénsen (pH 6,8), durante 4 minutos e, novamente lavadas (agua corrente)

e secas em temperatura ambiente.

b) Bandamento G

As laminas foram mergulhadas em cuba contendo solu¢do de tampéao borato
(pH 9,2), a 60°C, durante 10 minutos. Decorrido esse tempo, as laminas foram
coradas com corante Wright-Giemsa, diluido em tamp&o borato a 50%, por cerca de
2 minutos. A seguir foram lavadas (agua corrente) e secas em temperatura

ambiente.

4.2.2.5 Analise do cari6tipo

Para analise citogenética selecionou-se, de cada individuo, 12 células em
fase prometafasica (resolucédo entre 800 a 1.200 bandas). Para tanto se utilizou o
microscopio binocular (Olympus BX51), no aumento de 1250 vezes. As imagens dos
cromossomos prometafasicos foram capturadas utilizando-se o Sistema
Computacional para Analise de Cromossomo Humano - CROMHU (Atonus
Engenharia de Sistemas Ltda.-Brasil). Para identificacdo das bandas foi utilizado o
padrdo estabelecido pelo International System Cytogenetic Nomenclature (ISCN)

(Mitelman 1995).
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5 RESULTADOS

Foram selecionados junto ao cadastrado do banco de dados da Secéo de
Genética Clinica do HRAC-USP, 16 individuos, sendo 5 do sexo masculino e 11 do
sexo feminino, os quais preencheram os critérios estabelecidos. O caridtipo de alta
resolucdo permitiu detectar alteracbes citogenéticas estruturais em 25% dos
individuos (casos 1-4). Em 3 individuos (casos 1-3) detectou-se delecdes em regides
subteloméricas (cromossomos 4p, 9p e 18q) e, em 1 individuo (caso 4) detectou-se
adicdo de segmento cromossémico na regido telomérica do cromossomo 12p. A
descricéo clinica desses casos foi detalhada no item 5.1; os aspectos clinicos foram
ilustrados nas figuras 7, 9, 11 e 13 e, os cariotipos de alta resolucdo, bem como os
ideogramas dos cromossomos alterados, estdo representados nas figuras 8, 10, 12
e 14. Os demais individuos (casos 5-16) tiveram caridtipo de alta resolu¢cdo normal.
No item 5.2 foram descritos os dados clinicos e de exames complementares desses

casos (Tabela 2) e, ainda, ilustrados os aspectos clinicos (figuras 15 a 26).

5.1 DESCRICAO CLINICA DOS INDIVIDUOS COM ALTERACOES ESTRUTURAIS
DETECTADAS NO CARIOTIPO DE ALTA RESOLUCAO

Caso 1. sexo feminino (Figura 7), primeira filha de casal normal e nao

consanguineo.

Dados gestacionais, antecedentes pessoais e evolugd 0: a gestacao

transcorreu sem intercorréncias. A idade materna e paterna na época da concepgao



68 Resultados

eram, respectivamente, 29 e 28 anos. Nasceu de parto normal, a termo, com peso

de 2,3 kg (P<3) e comprimento de 46 cm (P<3).

Levantamento da historia familial: multiplos abortos espontéaneos foram

referidos para os avGs maternos.

Exame fisico na idade de 4 anos e 7 meses: peso 14 kg (P<3), altura 100
cm (P=3), perimetro cefalico 48 cm (P<3, corrigido para altura), distancia intercantal
interna 3,3 cm (75<P<97) e distancia intercantal externa 9 cm (P>97). Apresentou
déficit pbndero-estatural, microcefalia, frontal amplo, sobrancelhas arqueadas, olhos
proeminentes, fendas palpebrais obliquas para baixo, ptose palpebral, epicanto
bilateral, obstrucdo do canal lacrimal, ectrépio de terco médio de palpebra inferior
discreto, coloboma de palpebra inferior a direita, aparente hipertelorismo ocular,
base nasal larga, hipoplasia de face média, fissura de labio e palato, queixo
pequeno, fosseta sacral, hipotonia, convulsdo e atraso no desenvolvimento

neuropsicomotor.

Exames complementares:

= Eletroencefalograma: epilepsia

Ultrassonografia renal: normal

= Avaliacdo radiologica: diminuicdo dos espacos vertebrais de L1-L3;
vértebra lombar supranumeraria e hipoplasia de crista iliaca

= Ressonancia nuclear magnética cranioencefalica: normal

= Estudo citogenético:

= caribtipo convencional (450 bandas): 46, XX

= cariotipo de alta resolucéo (Figura 8): 46,XX,del(4)(p16)

= cariotipo de alta resolucdo dos pais: normais
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Figura 7 - Aspectos clinicos do caso 1 nas idades de 3 meses (a e b) e 4 anos e 7 meses
(c,d,ee).
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Figura 8 - Cari6tipo de alta resolucéo. a) prometafase; b) ideograma.
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Caso 2: sexo masculino (Figura 9), quarto filho do casal normal nao

consanguineo.

Dados gestacionais, antecedentes pessoais e evolucd 0: a gestacao
transcorreu sem intercorréncias. A idade materna e paterna na época da concepc¢ao
eram, respectivamente, 30 e 35 anos. Nasceu de parto normal, a termo, com peso

de 3 kg (P=10), comprimento de 48 cm (P=25).

Levantamento da histéria familial:  primeira e segunda gestacédo do casal

resultou em natimortos com anencefalia.

Exame fisico na idade de 1 ano e 8 meses: peso 12,7 kg (P=50),
comprimento 85 cm (P=50), perimetro cefalico 48 cm (P=50). Apresentou face
grosseira e hipotdnica, fendas palpebrais alongadas, narinas antevertidas,
micrognatia, fissura de palato, glossoptose, hérnia inguinal, criptorquidia, pregas
palmares Unica, digitos curtos e afilados, convulsdo e atraso no desenvolvimento

neuropsicomotor.

Exames Complementares:
* Tomografia computadorizada de cranio:  normal
* Ressonancia nuclear magnética cranioencefalica: alteracoes
inespecificas de sinal na substancia branca cerebral que podem estar

relacionadas a desmielinizagéo, isquemia ou gliose.

» Estudo citogenético:
e cariotipo convencional (450 bandas): 46, XY

» caridtipo de alta resolucdo (Figura 10): 46,XY,del(9)(p23)
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Figura 9 - Aspectos clinicos do caso 2 na idade de 1 ano e 8 meses.
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Figura 10 - Cariétipo de alta resolucdo. a) prometafase; b) ideograma.

Caso 3: sexo masculino (Figura 11), filho dnico de casal normal e nédo

consanguineo.

Dados gestacionais, antecedentes pessoais e evolugcd 0. a gestacao
transcorreu sem intercorréncias. A idade materna e paterna na época da concepc¢ao

eram, respectivamente, 30 e 31 anos. Nasceu de parto normal, a termo, peso de
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3.120g (P=10) e comprimento 48 cm (P=10) perimetro cefalico 34 cm (P=25), choro

fraco. Cirurgia cardiaca aos 13 meses.

Levantamento da histéria familial: prima materna em primeiro grau com

cardiopatia congénita.

Exame fisico na idade de 6 anos e 2 meses: peso de 15,5 kg (P<3), altura
de 103 cm (P<3), perimetro cefalico 50 cm (3<P<50). Apresentou déficit pondero-
estatural, frontal estreito, sobrancelhas finas, fendas palpebrais estreitas e obliquas
para cima, aparente hipertelorismo ocular, base nasal baixa, nariz dorso-fletido,
hipoplasia de face média, macrostomia, labio superior fino, rima bucal inclinada para
baixo, dentes pequenos, fissura de palato, orelha posteriormente rodada, digitos e
artelhos longos, sobreposicdo e clinodactilia de artelhos, cardiopatia congénita,
perda auditiva condutiva bilateral, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e na

aquisicao da fala.

Exames complementares:

* Avaliacdo auditiva: perda auditiva condutiva

Avaliacdo oftalmologica: normal

» Ecocardiograma: comunicacao inter-atrial (CIA) e estenose pulmonar

e Ultrassonografia abdominal:  normal

» Avaliacdo radiologica aos 5 anos:  atraso na idade 0ssea (compativel
com 4 anos)

* Ressonancia nuclear magnética cranioencefalica: normal

» Estudo citogenético:

= caribtipo convencional (450 bandas): 46,XY

= caribtipo de alta resolucédo (Figura 12): 46,XY,del(18)(g22.2)



Resultados 73

Figura 11 - Aspectos clinicos do caso 3 na idade de 6 anos e 2 meses.
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Figura 12 - Cariétipo de alta resolucdo. a) prometafase; b) ideograma.
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Caso 4: sexo feminino (Figura 13), filha Unica de casal normal e nao

consanguineo.

Dados gestacionais, antecedentes pessoais e evolucd 0: a gestacao
transcorreu com dores abdominais e hipertensédo arterial a partir do 4° més e
sangramento vaginal no final da gestacédo. A idade materna e paterna na época da
concepcao eram, respectivamente, 36 e 32 anos. Nasceu de parto normal,

domiciliar, a termo e demorou a chorar.

Levantamento da historia familial:  fissura de labio e palato foi referida em

primo materno em terceiro grau.

Exame fisico idade de 8 anos e 2 meses: peso de 14 kg (P<3) e
comprimento de 95 cm (P<3). Apresentou déficit pondero-estatural, microcefalia,
frontal estreito, anoftalmia a direita, microftalmia a esquerda, lipodermdide a
esquerda, nariz bulboso com hipoplasia de asa nasal, apéndice nasal, fissura de
labio e palato atipica, macrostomia, apéndices faciais e pré-auriculares, micrognatia,
microtia bilateral, perda auditiva, digitos afilados, dificuldade alimentar e atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor. Reavaliagdo aos 17 anos mostrou grave atraso
no desenvolvimento global: marcha ausente, sem aquisicdo de linguagem, auséncia

de contato.

Exames complementares:
» Ecocardiograma: normal
e Estudo citogenético:
= caribtipo convencional (450 bandas): 46, XX
= cariotipo de alta resolucéo (Figura 14): 46,XX,add(12)(p13.33)

= cariotipo de alta resolu¢do da mée: normal
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H 12 add(12)(p13.33)
46,XX,add(12)(p13.33)
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Figura 14 - Cariotipo de alta resolugdo. a) prometéfase; b) ideograma.
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5.2 DESCRICAO CLINICA DOS INDIVIDUOS SEM ALTERACAO ESTRUTURAL
DETECTADA NO CARIOTIPO DE ALTA RESOLUCAO

A Tabela 2 contém os dados clinicos dos casos de 5 a 16 e, as figuras 15 a

26 ilustram os aspectos clinicos.



Tabela 2 - Dados genético-clinicos dos individuos da amostra que nao apresentaram alteracdes estruturais no cariétipo de alta resolucéo.

Individuo Sexo Idade Sinais Clinicos Dados gestacionais e perinatais/ antecedentes Exames complementares
pessoais e familiares
5 M 3a3m  Déficit pondero-estatural, microbraquicefalia, frontal IMC: 21a/IPC: 35a Cari6tipo convencional: 46,XY
amplo, sobrancelhas arqueadas, olhos proeminentes, G1P1A0
Figura 15 cilios longos, hipertelorismo ocular, base nasal larga e Envelhecimento precoce da placenta; oligohidramnio. Cari6tipo de alta resolucéo: 46,XY
alta, fissura de labio e palato, queixo pequeno, Parto cesareo; gestagéo a termo.
clinodactilia de 4° artelho bilateral, hipoplasia ungueal de PN=1.9g (P<3). A e x ) N
2° artelho bilateralmente, disturbio de degluti¢o, Nao ha relato de casos similares ou de malformagdes Avaliacdo oftalmolégica: obstrugdo lacrimal a
cardiopatia congénita, hipotonia, atraso na aquisicdo da  na familia. esquerda.
fala, convulsédo, ADNPM. Aos 3a 3m: Ecocardiograma: comunicagéo inter-atrial.
Peso= 8 kg (P<3)
A=79,5cm (P<3)
PC= 43 cm (P<3, corrigido para altura)
DICI= 3,3 cm (P=97)
DICE= 8,6 cm (P<97)
6 F  12m Déficit pondero-estatural, microbraquicefalia, sinostose  IMC: 22a/ IPC: 28a Cariétipo convencional: 46,XX
de sutura coronal, frontal plano, implantacdo anémala de G1P1A0 Caridtipo de alta resolugao: 46,XX
Figura 16 cabelos na fronte, sobrancelhas arqueadas, ptose Gestacdo gemelar; sangramento no primeiro trimestre.  Ultrassonografia cardiaca: normal

palpebral, fendas palpebrais estreitas e obliquas para
cima, opacidade de cornea, base nasal baixa, filtro
longo, palato alto, convulsédo, ADNPM.

Ultrassonografia no 4° mostrou
malformacéo craniana.

Parto cesareo, pré-termo (8 meses)

PN=2.200g (P<3).

Insuficiéncia respiratéria, permanecendo internada na
Unidade de Terapia Intensiva durante 45 dias.

Nao ha relato de casos similares ou de malformagdes
na familia.

Aos 12 meses:

Peso= 4,25 kg (P<3)

A=57,6 cm (P<3)

PC= 33.5 cm (P<3, corrigido para altura).

més gestacional

Ultrassonografia abdominal: normal
Ultrassonografia renal: normal

Ressonancia magnética cranio-encefalica:
turricefalia; multiplas areas de encefalomalacea;
imagem ovalar na profundidade do cérebro;
auséncia de imagem do corpo caloso, afilamento
do tronco cerebral.

continua

sope)nsay
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Individuo Sexo Idade Sinais Clinicos Dados gestaciqnais e perinatais/ antecedentes Exames complementares
pessoais e familiares
7 F 5al0m Déficit pondero-estatural, frontal amplo, hemangioma [IMC: 29a/ IPC: 35a Cari6tipo convencional: 46,XX
frontal, facies alongado, sobrancelhas arqueadas, G2P2A0 Cariétipo de alta resolugéo: 46,XX
Figura 17 sinofre, olhos grandes e proeminentes, lagoftalmia, Sem intercorréncias gestacionais relevantes. Avaliacdo oftalmoldgica: estrabismo divergente
ponte nasal alta, hipoplasia de face média, orelhas Parto normal; a termo. em ambos os olhos e miopia baixa.
posteriormente rodadas e com hélice simplificado a PN=2.200g (P<2) Ecocardiograma: forame oval patente,
esquerda, fissura de labio e palato, queixo pequeno, CN=46 cm (P<5) insuficiéncia mitral de grau leve.
digitos longos e finos, hiperextensibilidade articular, PC= 34 cm (P=25) Ultrassonografia transfontanela: normal
cardiopatia congénita, dificuldade alimentar, dificuldade  Genitora com micrognatia, olhos proeminentes e ponte  Tomografia cranio-encefélica: disgenesia de
de succéo, hipotonia, convulsdo, ADNPM. nasal alta. corpo caloso.
Aos 5 anos e 10 meses:
Peso=12,5 kg (P)
PC= 50 cm (P<50)
DICI= 2,87 (P)
DICE= 8,15 (P)
8 F 1l4a Déficit pdndero-estatural, facies alongado, fendas IMC: 33a/IPC: 50a Cariétipo convencional: 46,XX
palpebrais estreitas e inclinadas para cima, hipotonia G5P5A0 Caridtipo de alta resolugao: 46,XX
Figura 18 bucal, queixo proeminente, fissura de palato, orelhas Sem intercorréncias gestacionais relevantes.

pequenas com hélice dobrado, méaos pequenas, digitos
pequenos, reducdo de pregas palmares, atraso na
aquisicdo da fala, dificuldade de aprendizagem,
distarbio de comportamento, ADNPM.

Parto cesareo, a termo.

Nao ha relato de casos similares ou de outras
malformacgdes na familia.

Aos 14 anos:

Peso= 37,7 kg (P=3)

A= 144 cm (P<3).

continua
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Individuo Sexo Idade Sinais Clinicos Dados gestacionais e perinatais/ antecedentes Exames complementares
pessoais e familiares
9 F 5al0m Baixo ganho de peso, microcefalia, pontes supra- IMC: 38a/IPC: 46a Cariotipo convencional: 46,XX
orbitarias rasas, sinofre, fendas palpebrais pequenas, G1P1A0 Cariétipo de alta resolugdo: 46,XX
Figura 19 hipertelorismo, narinas hipoplasicas, boca pequena, Sem intercorréncias gestacionais. Ecocardiograma: comunicagéo inter-atrial.
micrognatia, glossoptose, fissura de palato, orelhas Parto cesareo, pré-termo (8meses), cianético. Tomografia computadorizada cranio-encefalica:
pequenas com hélice dobrado e lobo hipopléasico, PN=1.800g (P<2) normal
pescoco curto, digitos longos, implantagdo baixa de N&o ha relato de casos similares ou de malformacdes
polegar, cardiopatia congénita, pneumonia de na familia.
repeticdo, convulsdo, atraso de fala e dificuldade de Aos 5 anos e 10 meses:
aprendizagem, ADNPM. Peso= 13 kg (P<3)
A= 105 cm (25<P<50)
PC= 48 cm (P<3)
DICI= 2,2 cm (P<3)
DICE= 6,2 cm (P<3)
Fendas palpebrais= 1,9 cm.
10 F 12a Microcefalia, olhos proeminentes, fendas palpebrais IMC: 34a/IPC: 37a Cariétipo convencional: 46,XX
alongadas e inclinadas para cima, micrognatia G4P4A0 Cariétipo de alta resolugdo: 46,XX
Figura 20 discreta, anquiloglossia, fissura de palato, orelhas Sem intercorréncias gestacionais. Ecocardiograma: comunicacao inter-atrial .

pequenas, cardiopatia congénita, atraso de fala,
distlrbio de comportamento, ADNPM.

Parto normal, a termo.

PN= 2.800g (P<5)

Genitora com cranio pequeno e irma com queixo
pequeno.

Aos 6 anos e 10 meses:

Peso= 17,2 kg (P=3)

A=108 cm (P<3)

PC= 48,5cm (P=3)

Ressonancia magnética: pequena ectasia
ventricular supra tentorial; cisternas basais,
sulcos corticais e fissura encefalica de aspecto
normal para a faixa etaria; parénquima cerebral
de morfologia normal; auséncia de desvio das
estruturas da linha média.

continua
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Individuo Sexo Idade Sinais Clinicos Dados gestacionais e perinatais/ antecedentes Exames complementares
pessoais e familiares
11 F 11a8m Frontal estreito, olhos grandes e proeminentes, IMC: 35a/IPC: 41a Cariétipo convencional: 46,XX
fendas palpebrais amplas e inclinadas para cima, G3P3A0 Cari6tipo de alta resolugdo: 46,XX
Figura 21 estrabismo convergente, hipoplasia de face média, Sangramento vaginal no inicio da gestacéo; miastemia Ecocardiograma: normal
fissura de labio e palato bilateral, prognatismo, grave. Parto normal, a termo. Ressonancia magnética cranio-encefélico: normal
orelhas com lobos andmalos, pregas palmares e PN=2.750g (P=10)
digitais andmalas, camptodactilia de 4° e 5° digitos a CN=49 cm (P=50)
direita, artelhos longos, manchas hipocrémicas em PC= 33 cm (P=10)
membros, hipotonia generalizada, atraso na Dificuldade alimentar ao nascimento sendo necessario
aquisicdo da fala, distirbio de comportamento e uso de sonda naso-gastrica.
dificuldade de aprendizagem, ADNPM. Autismo em primos em primeiro grau; cardiopatia e pé
torto congénito em prima em primeiro grau.
Aos 11 anos e 8 meses:
Peso= 45,7 kg (P<75)
A= 151 cm (50<P<75)
PC= 54,5 cm (50<P<98)
DICI= 3,1 cm (P>50)
DICE= 10,1 cm (P<97)
12 F  2a3m Déficit pdndero-estatural, frontal estreito, implantagao IMC: 32a Cariétipo convencional: 46,XX
baixa de cabelos na fronte, sobrancelhas arqueadas, G2P2A0 Cariétipo de alta resolugdo: 46,XX
Figura 22 aparente hipertelorismo, olhos proeminentes, ptose Uso de bebida alcodlica destilada durante toda a Nasofaringoscopia: obstrugdo respiratéria tipo Il e

palpebral, lagoftalmia direita, hipoplasia de face
média, base nasal baixa, narinas hipoplasicas, |,
hipoplasia de pré-maxila, labio inferior proeminente,

prognatismo, fissura de palato, orelhas
posteriormente rodadas, hipoplasia e displasia
ungueal, obstrucéo respiratoria, refluxo
gastroesofagico, distirbio de comportamento,
ADNPM.

gestacéo.

Parto normal, pré-termo.

PN=2.035¢g (P=10)

CN= 44,7 cm (P<2)

PC=30,5cm (P<2)

Choro fraco.

Infecgéo neonatal permanecendo internada por 13 dias.
Irm&o com baixa estatura e distdrbio de comportamento.

Aos 2 anos e 3 meses:
Peso= 10,1 kg (P=3)

A= 80,5 cm (P=3)
PC=45,5cm (P<3)

DICI= 2.65 cm (P=50)
DICE= 7,5 cm (50<P<75).

amidalas hipertroéficas.

continua
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Individuo Sexo Idade Sinais Clinicos Dados gestacionais e perinatais/ antecedentes Exames complementares
pessoais e familiares
13 M 1lla Baixa estatura, fendas palpebrais estreitas, epicanto IMC: 29a/ IPC: 39a Cariotipo convencional: 46,XY
bilateral, hipoplasia de face média, base nasal larga, G5P5A0 Cariétipo de alta resolugéo: 46,XY
Figura 23 macrostomia, fissura de palato, freio lingual curto, PolihidrAmnio durante a gestacéo. Ecocardiograma: comunicagao inter-atrial.
laringotraqueomalacia, orelhas pequenas com lobos Parto normal, pré-termo. Avaliacao oftalmolégica: hipermetropia e
andmalos, m&dos pequenas, prega palmar Unica PN=3.540g (P=50) astigmatismo.
bilateral, braquidactiia de digitos e artelhos, CN=50cm (P=50) Avaliacao radioldgica de coluna: normal.
polegares alargados, clinodactiia do 5° digito PC=34cm (P=25)
bilateral, héaluces alargados, hiperextensibilidade Fissura de labio e palato em primos maternos (dois
articular, fosseta sacral, hérnia inguinal bilateral, meninos e uma menina).
criptorquidia, micropénis, hipotonia, atraso de fala,
distirbio de comportamento e déficit de atencéao,
ADNPM.
14 M la2m Déficit  pdndero-estatural, frontal amplo e IMC:23a/IPC: 33a Cariotipo convencional: 46,XY
proeminente, sobrancelhas discretamente arqueadas, G1P1A0 Cariétipo de alta resolugéo: 46,XY
Figura 24 olhos encovados, fendas palpebral pequenas em S, Infecc@o materna por toxoplasmose; oligoidramnio. Tomografia computadorizada cranio-encefalica:

aparente hipertelorismo, ponte nasal baixa, columela
hipoplasica, narinas estreitas, filtro curto, boca
pequena, fissura de palato, orelhas grandes e
proeminentes, digitos pequenos, ADNPM.

Parto cesareo, pré-termo (32 semanas).

Sofrimento fetal.

PN= 1.345¢g (P<2)

CN= 38,5 cm (P<2)

N&o ha relato de casos similares ou de malformagdes
na familia.

alteracéo de corpo caloso.

continua
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Individuo Sexo Idade Sinais Clinicos Dados gestacionais e perinatais/ antecedentes Exames complementares
pessoais e familiares
15 F 18a Frontal estreito, cabelos abundantes, fendas IMC: 45a/IPC: 50a Cariétipo convencional: 46,XX
palpebrais pequenas, estreitas e inclinadas para G3P3A0 Cariétipo de alta resolugdo: 46,XX
Figura 25 cima, hipoplasia malar, filtro curto, fissura de labio, Sem intercorréncia gestacional. Tomografia computadorizada cranio-encefélica: normal
rima bucal inclinada para baixo, pescogo curto, Parto cesareo, a termo. Ressonancia magnética cranio-encefélica: normal
digitos pequenos, braquidactilia 5° digito bilateral, PN=2.850g (10<P<25) Ultrassonografia pélvica: agenesia de ovario unilateral
hipoplasia e clinodactilia de héluces, encurtamento CN= 46 cm (P=5) e Gtero infantil
das pontas dos artelhos 2 e 3; braquidactiia PC= 34 cm (P=50) Avaliacdo audiolégica: perda auditiva condutiva leve
acentuada de artelhos 4-5, perda auditiva, auséncia N&o chorou ao nascimento. bilateral
de menarca, obesidade, ADNPM. N&o ha relato de casos similares ou de malformagdes
na familia.
Aos 18 anos:
Peso= 80 kg (90<P<95)
A=1.70 cm (75<P<90)
PC= 55 cm (P=50)
DICI= 2,73 cm (3<P<25)
DICE= 7,0 (P<3)
Fendas palpebrais= 2,4 cm.
16 F 1m20d Fontanela ampla, discreto estreitamento bitemporal, IMC: 36a/IPC: 38a PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) do liquido
implantacdo anémala de cabelos na fronte, olhos G3P2Al amniédtico (aos 7 meses): Material biolégico analisado
Figura 26 discretamente proeminentes, fendas palpebrais Sangramento no terceiro més gestacional. ndo apresentou alteracdes nos locos analisados dos

inclinadas para baixo, hipoplasia nasal, ponta nasal
larga com discreta reentrancia mediana, fissura de
asa nasal, pré-maxila hipoplasica, fissura de labio
bilateral, discreta micrognatia, orelhas andmalas
com agenesia da por¢éo superior dos hélices e anti-
hélices, estenose conduto auditivo externo
bilateralmente, hipoplasia de artelhos, polidactilia
pré e pos-axial de maos, polidactilia pré e pds-axial
de pés a esquerda, duplicagdo de polegar a
esquerda, distAncia aumentada entre o polegar e o
2° artelho a esquerda, artelho acessorio entre o
polegar e 2°artelho a direita, aumento da distanci a
entre o artelho acessério e o 2° artelho, agenesia
ungueal de artelhos, anus anteriorizado, ADNPM.

Parto cesareo, a termo.
PN=3.970g (P<90)
CN= 52 cm (75<P<90)
Aos 50 dias:

Peso= 4,52 kg (P=25)
C=56,5 cm (P=50)
PC= 36 cm (P=25).

cromossomos 13 e 21. Entretanto, visualizou-se no
loco MBP presenga de 3 fragmentos do PCR, podendo
sugerir trissomia do cromossomo 18. Resultado néo
confirmado pelo cariétipo convencional

Cariétipo convencional: 46,XX

Cariétipo de alta resolugdo: 46,XX

Ultrassonografia (aos 5 meses): anormalidade de
cranio, labio e digitos.

A= altura; ADNPM= atraso no desenvolvimento neuropsicomotor; a/m/d= idade em ano(s), més (es) e dia(s) na época da avaliacdo; C= comprimento; CN= comprimento ao nascimento; DICE=
distancia intercantal externa; DICI= distancia intercantal interna; F= feminino; g= grama (s); G_P_A_= n° de gesta¢des, partos e abortos; IMC= idade materna na concepgao; IPC= idade paterna na
concepgdo; M= masculino; P= percentil; PC= perimetro cefalico; PN= peso ao nascimento.
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5.3 ASPECTOS CLINICOS DOS INDIVIDUOS DA AMOSTRA QUE NAO
APRESENTARAM ALTERACOES ESTRUTURAIS NO CARIOTIPO DE ALTA

RESOLUCAO

Figura 15 - Aspectos clinicos do caso 5 nas idades de 14 meses (a) e 3 anos e 3 meses (b, ¢, e d).

C

Figura 16 - Aspectos clinicos do caso 6 na idade de 12 meses.
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Figura 17 - Aspectos clinicos do caso 7 na idade de 5 anos e 10 meses.

Figura 18 - Aspectos clinicos do caso 8 na idade de 14 anos.
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Figura 19 - Aspectos clinicos do caso 9 na idade de 5 anos e 10 meses.

Figura 20 - Aspectos clinicos do caso 10 na idade de 12 anos.
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Figura 21 - Aspectos clinicos do caso 11 na idade de 11 anos.
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Figura 22 - Aspectos clinicos do caso 12 na idade de 2 anos e 3 meses.
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Figura 23 - Aspectos clinicos do caso 13 na idade de 11 anos.
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Figura 24 - Aspectos clinicos do caso 14 nas idades de 7 meses (ae b) e 1 ano e 2 meses (c e d).

Figura 25 - Aspectos clinicos do caso 15 nas idades de 15 anos (a e b) e 18 anos (c e d).
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Figura 26 - Aspectos clinicos do caso 16 na idade de 1 més e 20 dias.
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6 DISCUSSAO

6.1 CASOS COM ALTERACAO CITOGENETICA DETECTADA PELA TECNICA DE
ALTA RESOLUCAO

No presente estudo, a analise citogenética pela técnica de alta resolucéo
permitiu detectar alteragdes citogenéticas estruturais em 4 (25%) dos 16 individuos
avaliados (casos 1-4). Essas alteracdes ocorreram em regides cromossdmicas
terminais e, tinham, aproximadamente, 9 a 14 Mb. Sabe-se que esse tamanho de
alteracdo pode ser identificado pelo estudo citogenético convencional. A
identificacdo das alteracbes cromossémicas estruturais nos casos 1-4, somente pelo
caridtipo de alta resolucéo, deve-se ao fato da coloracao clara das bandas terminais,
quando coradas pelo método do bandamento G, dificultar a visualizacdo de
rearranjos, nessas regides, em cromossomos nao distendidos (400-550 bandas). A
técnica de alta resolucdo torna as bandas mais distendidas (800-1200 bandas)
permitindo, assim, a visualizacdo de sub-bandas. (Balikova et al 2007, Shinawi e
Cheung 2008).

Do ponto de vista gendmico, a regido subtelomérica tem grande importancia,
uma vez que é rica em genes e frequentemente esta envolvida em rearranjos
cromossOmicos (Saccone et al 1992, Joyce et al 2001, Andelid et al 2002, Balikova
et al 2007). Alguns autores tém sugerido que rearranjos terminais que resultam em
segmento aneuploide e, consequentemente, em desequilibrio da dosagem génica
podem representar uma causa importante de atraso mental associado a multiplas
anomalias congénitas (AM/MAC) (Joyce et al 2001, Anderlid et al 2002, Velagaleti et

al 2005). Estima-se que cerca de 3-7% dos individuos com AM/MAC tém alteracoes
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subteloméricas ndo balanceadas, tornando o screening de regides terminais parte
da rotina de avaliacdo genética desses individuos (Flint et al 1995, Biesecker 2002,
De Vries et al 2003, Koolen 2004, Balikova et al 2007, Battaglia et al 2007). Estudos
da regido terminal tém mostrado que alguns rearranjos presentes nos individuos
afetados também sao vistos em individuos fenotipicamente normais, e, portanto,
podem né&o estar relacionado ao fendtipo alterado (Joyce et al 2001, Balikova et al
2007). Balikova et al (2007), por meio de screening molecular (FISH, MLPA, CGHa)
de regibes subteloméricas, identificaram rearranjos nao balanceados, de diferentes
tamanhos (>1Mb a 7,8 Mb) em 11 individuos que apresentavam multiplas anomalias
congénitas com, ou sem, atraso mental. Todas as alteracdes encontradas foram
herdadas de um dos genitores, fenotipicamente normal. De acordo com 0s autores,
e dificil supor que dele¢cdes grandes, como algumas detectadas (3,6 a 7,8 Mb), nédo
estejam causando o fenotipo alterado, uma vez que essas regibes contem muitos
genes. No presente estudo, dele¢des grandes (9 a 14 Mb) foram detectadas nos
casos 1-3 (del 4p16, del 9p23 e 18q22.2, respectivamente) (Figuras 27-29; Anexo 2)
e, portanto, podem ser consideradas responsaveis pelos respectivos fenétipos. Em
relagcdo ao caso 4, estima-se, pelo tamanho da banda, que o segmento adicional
detectado (de origem desconhecida) tenha cerca de 10 Mb, e, portanto, supfe-se
gue esteja relacionado ao fenétipo do individuo.

A correlacéo fenotipica com os achados citogenéticos dos casos 1 a 4 foram

discutidas abaixo.



Discusséao 95

Caso 1

O caso 1 apresentou delecao subtelomérica no brago curto do cromossomo 4,
na regido 4pl6-4pter (Figura 8). Analise no programa MapViewer
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview) mostrou que essa regido tem cerca
de 10 Mb de tamanho e compreende cerca de 205 genes (Anexo 2: Figura 27 e
Tabela 3).

A delecao do braco curto do cromossomo 4 caracteriza a sindrome de Wolf-
Hirschhorn (SWH; OMIM #194190) (OMIM 2009a). Trata-se de sindrome de genes
contiguos, que cursa com atraso no crescimento pré e pos-natal, microcefalia,
hipertelorismo, glabela proeminente, sobrancelhas arqueadas, epicanto, fissura de
labio ou palato, defeitos cardiacos, hipotonia, atraso mental e convulsées. Sua
frequéncia é estimada em 1 para 50.000 nascidos vivos, com predilecdo feminina de
2:1 (Lurie et al 1980, Goodman e Gorlin 1983, Maas et al 2008). Em 87% dos casos,
€ causada por delecéo intersticial de novo, preferencialmente de origem paterna, do
brago curto do cromossomo 4. O restante, deve-se a rearranjos cromossOmicos,
geralmente translocagfes reciprocas, envolvendo essa regido (Lurie et al 1980,
Wieczorek et al 2000). Embora a extenséo da delecdo 4p seja variavel, considera-se
a hemizigosidade da regido terminal 4p16.3 como causa do fenétipo (Concolino et al
2007). Mapeamento da delecdo em diferentes individuos com SWH permitiu
identificar dois locos candidatos: loco WHSCR e loco WHSCR-2. O loco WHSCR
contém o gene WHSC2 e a parte final 3' do gene WHSC1. O loco WHSCR-2 contém
o0 gene LETM1 e a parte final 5 do gene WHSCI. Portanto a delecdo do gene
WHSC1 tem sido considerada responsavel pela aparéncia facial tipica dos
individuos com SWH. Como mostra a Figura 27 (Anexo 2 ), a regido cromossdmica

deletada, no caso 1, inclui ambos os locos candidatos para SWH. Por outro lado,
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clinicamente, esse individuo apresentou, entre outros achados, aparéncia facial
tipica, atraso mental, atraso do crescimento, hipotonia congénita e convulsdes,
considerados como critério minimo para estabelecimento diagndstico clinico da SWH

(Zollino et al 2003).

Caso 2

O caso 2 apresentou dele¢do subtelomérica no braco curto do cromossomo 9
na regido 9p23-9pter (Figura 10). Analise no programa MapViewer
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview) mostrou que essa regido tem cerca
de 14 Mb de tamanho e compreende cerca de 94 genes (Anexo 2: Figura 28 e
Tabela 4).

A delecdo do 9p representa quadro genético conhecido como sindrome da
delecdo do 9p (OMIM #158170)(OMIM 2009e) que, clinicamente, cursa
trigonocefalia associada a fendas palpebrais inclinadas para cima, epicanto, narinas
antevertidas, filtro longo, orelhas pequenas e malformadas, cardiopatia,
hipospadia/criptorquidia e atraso mental (Huret et al 1988, Jehee et al 2005). Outros
achados menos frequentes incluem: hipoplasia de face média, hipertelorismo,
microstomia, micrognatia, pescoco curto, hipertelorismo mamilar, anomalia ungueal
e hipotonia (Alfi et al 1973, Young et al 1982, 1983, Huret et al 1988, Hou 2003).
Estudos recentes tém dividido os individuos com a delecdo 9p em dois grupos
distintos: um que inclui o fendtipo tipico da sindrome da delecdo do 9p com
trigonocefalia e o outro, sem trigonocefalia (Barbaro et al 2009). O tamanho da
delecdo do 9p é variavel e a regido critica, para o fenétipo da sindrome, tem sido
mapeada para um segmento de aproximadamente 4,7 Mb na regido 9p22.2—p23

(Kawara et al 2006). Recentemente, Swinkels et al (2008), utilizando técnicas de
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citogenética molecular, restringiu a regido candidata para aproximadamente 300Kb
no 9p22.3.No caso 2, do presente estudo, o ponto de quebra da delecdo néo foi
definido com preciséo, no entanto, envolve a banda 9p23 e estende-se até a regiédo
mais distal no 9p24. O envolvimento da regido 9p23, possivelmente, justifica a
presenca de alguns sinais clinicos da sindrome da delecdo do 9p, observados no
caso 2, tais como: narinas antevertidas, filtro longo, micrognatia, hipotonia e atraso
mental. Auséncia de trigonocefalia, no presente caso, pode ser justificada pelo ndo
envolvimento da regido 9p22.3, considerada candidata para o fenoétipo tipico da
sindrome da delec&o do 9p, o qual inclui esse achado clinico. Criptorquidia, outro
achado presente no caso 2, tem sido descrito em individuos com delecdo mais distal
do 9p e que apresentam a desordem de desenvolvimento gonadal com sexo
reverso. Nesses individuos, o fenotipo gonadal varia desde disgenesia gonadal
completa a criptorquidia/testiculo hipoplasico. A regido candidata para essas
anomalias esta localizada em 9p24.3 (Barbaro et al 2009), regido essa, alterada no
caso 2 do presente estudo.

E interessante notar que, o caso 2 apresentou fissura de palato, achado ndo
observado em individuos com a sindrome da delecdo do 9p. A fissura de palato,
nesse individuo, esta associada a micrognatia e glossoptose, caracterizando a
sequéncia de Robin (OMIM %261800)(OMIM 2009g). Ha um consenso, entre a
maioria dos autores, em considerar que a hipoplasia mandibular € a anomalia
primaria na sequéncia de Robin e, que essa leva a glossoptose que, por sua vez,
interfere no fechamento do palato (Zechi 1998). E possivel que a fissura de palato,
no caso 2, tenha ocorrido em conseqiéncia da hipoplasia mandibular que é um

achado pertencente ao quadro clinico da sindrome da delec&o do 9p.
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Caso 3

O caso 3 apresentou delecdo subtelomérica no braco curto do
cromossomo 18 na regidao 18g22.2 - 18qter (Figura 12). Analise no programa
MapViewer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview) mostrou que essa
regido tem cerca de 14 Mb de tamanho e compreende cerca de 42 genes (Anexo
2: Figura 29 e Tabela 5).

A delecao parcial do braco longo do cromossomo 18, também conhecida
como sindrome da delecdo 18g (OMIM #601808)(OMIM 2009f), leva a fendtipo
altamente varidvel que inclui déficit de crescimento, hipotonia, atraso no
desenvolvimento cognitivo, microcefalia, atraso na mielinizagdo cerebral,
hipertelorismo ocular, hipoplasia da face média, fissura orofacial, rima bucal
inclinada para baixo, prognatismo, estenose de conduto auditivo externo,
implantacdo baixa de polegar, anomalia geniturinaria, deformidade de pés, perda
auditiva e deficiéncia de hormoénio de crescimento (Strathdee et al 1995, Cody et
al 1999 e 2009, Veltman et al 2003, Feenstra et al 2007). O tamanho das
delecdes terminais varia de 0,5-40 Mb (Feenstra et al 2007, Heard et al 2009) e a
hemizigose de diferentes locos do 18q esta associada a diferentes caracteristicas
fenotipicas. Por exemplo: a regido 18921.2—q21.3 € considerada critica para
microcefalia; a regido 1892l1.2—qter, para baixa estatura e, a regiado
18922.3—@23, para fissura de palato, atresia aural congénita, deficiéncia do
horménio de crescimento e atraso na mielinizacdo cerebral (Kline et al 1993,
Strathdee et al 1995, Cody et al 1999, 2007,2009, Veltman et al 2003, Dostal et al
2006, Dostal, Nemeckova e Gaillyova 2009, Feenstra et al 2007). A delecéo
presente no caso 3, desse estudo, esta localizada na regidao 18g22.2 - qter e

justifica o quadro clinico desse individuo. O ndo envolvimento da regido 18g21.2
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—(Q21.3, critica para microcefalia, justifica a auséncia desse achado. Por outro
lado, embora a delecéo, presente no caso 3, envolva a regido critica para atresia
aural (18922.3—18q23), esse sinal clinico estava ausente. Atraso de mielinizacéo
cerebral e deficiéncia de horménio de crescimento, mapeados para a mesma

regido, nado foram investigados no caso.

Caso 4

O caso 4 apresentou adicdo de um segmento cromossdmico, de origem
desconhecida, estimado em cerca de 10Mb, na regido telomérica do cromossomo
12p13.3 (Figura 14). Clinicamente, o caso 4 apresenta alguns achados tais como
anoftalmia/microftalmia, lipodermoide, apéndices faciais e pré-auriculares, fissura
lateral e microtia bilateral, que fazem parte do espectro Oculo-auriculo-vertebral
(EOAV; OMIM %164210)(OMIM 2009d). As anomalias craniofaciais observadas
nesse espectro sao decorrentes de alteracdo no desenvolvimento normal do
primeiro e do segundo arcos branquiais e apresentam expressividade variavel e
etiologia heterogénea. Embora raras, alteragBes citogenéticas envolvendo os
cromossomos 5p, 6q, 7, 8q, 9,18, 21, 229 e X foram descritas (Cohen et al 1989,
Gorlin et al 2001, Josifova, Patton e Marks 2004, Descartes 2006, Ala-Mello et al
2008). Em relacdo ao caso 4, do presente estudo, apesar da sobreposi¢éo clinica
com o EOAV, a aparéncia facial difere da observada em individuos com essa
condicdo. Em adigédo, o grave atraso no desenvolvimento neuropsicomotor no
caso 4, ndo é achado comum em individuos com o EOAV (Cohen et al 1989,
Vendramini-Pittoli e Kokitsu-Nakata 2009). Possivelmente essa diferenca clinica e
fenotipica entre o caso 4 e individuos com EOAV esta relacionada ao segmento

cromossomico adicional, presente no caso 4. Embora a origem do segmento nao
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pudesse, ainda, ser identificada é de se supor que, devido ao seu tamanho (10
Mb), contenha genes que possam estar relacionados ao desenvolvimento
craniofacial e neurolégico. A identificacdo da origem do segmento cromossémico
adicional poderia auxiliar na compreensao do quadro clinico do caso 4 e, ainda,

na identificacéo de possiveis genes candidatos relacionados ao EOAV.

6.2 CASOS QUE NAO APRESENTARAM ALTERACAO CITOGENETICA
DETECTADA PELA TECNICA DE ALTA RESOLUCAO

Em relacdo ao grupo de individuos, aqui estudados, que apresentaram
cariétipo de alta resolugdo normal (casos 5 a 16), é possivel que, no minimo, uma
parcela tenha pequenas alteracdes citogenéticas ndo detectadas pela metodologia
utilizada. Isso se deve ao fato de que delecbes, duplicagbes e rearranjos menores
gue 3Mb, frequentemente relacionados a quadros malformativos, nao sé&o
detectados pelo cariotipo de alta resolucdo (Joyce et al 2001, Anderlid et al 2002, De
Vries et al 2003, Velagaleti et al 2005, Balikova et al 2007, Shinawi e Cheung 2008).
Nesses casos, 0 emprego de técnicas moleculares, tais como FISH, MLPA e o
CGHa séao fundamentais na identificacdo dessas alteracdes (De Vries et al 2003,
Balikova et al 2007, Jehee et al 2008 e Shinawi e Cheung 2008). Em uma amostra
de individuos com craniosinostose sindrémica, Jehee et al (2008) detectaram
alteracdo citogenética em 20% dos casos submetidos ao estudo citogenético
convencional. Quando técnicas moleculares tais como CGHa, MLPA e analise de
segregacao de polimorfismos por microsatélite foram empregadas, essa frequéncia
aumentou para 42%. Analisando os casos da presente amostra, que tiveram

caridtipo de alta resolucdo normal, observa-se que craniosinostose ¢ um dos
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achados do caso 6 (Tabela 2; figura 16) e, portanto, a possibilidade do quadro
clinico desse individuo estar relacionado a alteracéo citogenética ndo detectada pela
técnica de alta resolucdo nédo pode ser excluida. Da mesma forma, estudo
citogenético recente em individuos com SWH tém demonstrado que a delecéo do
4p, em cerca de 50% dos individuos, sO pode ser detectada por meio de técnicas
moleculares, incluindo a técnica de FISH, com banda especifica para a regido
candidata da SWH, e a técnica de CGHa (Battaglia, Fillippi e Carey 2008). No
presente estudo, o quadro clinico e, principalmente, a aparéncia facial dos casos 5,
7 e 14 (Tabela 2; Figuras 15, 17 e 24), sao similares a dos individuos com SWH.
Considerando que esses individuos tiveram caridtipo de alta resolucdo normal, é
possivel que a analise molecular da regido 4pl6 auxilie no estabelecimento
diagnéstico.

Os demais casos aqui estudados (casos 8-11, 13, 15 e 16) apresentaram
combinacdes de sinais clinicos que ndo se enquadram em sindromes
cromossOmicas conhecidas. No entanto, € possivel supor que, em alguns casos, 0
fendtipo possa estar relacionado a pequenas alteracBes citogenéticas nao
identificadas pelo cariétipo de alta resolucdo. Nesses casos a utilizacdo de técnicas

moleculares é de fundamental importancia.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

A frequéncia alta (25%) de alteracbes cromossdmicas estruturais em
regides cromossdmicas terminais (teloméricas e subteloméricas) mostra
que a técnica de alta resolucao é util na identificagédo de alteracdes nessas
regioes;

Individuos com anomalias craniofaciais e atraso mental, sem diagndstico
genetico-clinico definido, cujo cari6tipo convencional foi normal, devem
ser, submetidos a andlise dos cromossomos por meio do cariétipo de alta
resolucao antes do procedimento de CGH-array;

Individuos com quadro clinico e aparéncia facial da SWH, que tiveram
cariotipo de alta resolucdo normal, devem ser submetidos a andlise
molecular da regido 4p e, de forma geral, individuos com anomalias
craniofaciais e atraso mental, cujo cariotipo de alta resolucao foi normal,
devem ser submetidos a varredura cromossémicos por meio de técnicas
moleculares (MLPA, CGHa);

A técnica de caridtipo de alta resolucdo deve ser introduzida na rotina de

investigacdo diagndstica do Laboratério de Citogenética do HRAC-USP.
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Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)

portador da cédula de identidade , responsavel pelo
paciente * , apoés leitura
minuciosa deste documento, devidamente explicado pelos profissionais em seus minimos
detalhes, ciente dos servigcos e procedimentos aos quais serd submetido, ndo restando
quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa: “Refinamento Citogenético em
Individuos com Anomalias Craniofaciais Sindrémicas sem Diagnéstico Definido 7,
realizada pelo aluno Rubens Matias Rodrigues (CRBio 33736/01-D) sob a orientagdo da
Dra. Maria Leine Guion de Almeida (CRM 30253).

Este estudo tem como objetivo realizar o estudo citogenético pela técnica de alta resolucdo em
individuos com multiplas anomalias congénitas, sem diagndstico definido. Isso pode auxiliar no
diagnéstico e no aconselhamento genético as familias. Para realizacdo do exame laboratorial sera
coletado cerca de 2 a 3 ml de sangue periférico do paciente. A coleta de sangue pode causar
desconforto fisico e existe uma chance de ocorrer uma mancha roxa (hematoma) na regido da coleta.
Cada individuo participante deste estudo (ou seus responsaveis) sera incluido somente com sua
permissédo, apds serem informados dos objetivos (acima citado).

Informamos que, de modo geral, ndo existe nenhuma v  antagem direta com a
participagdo nesse estudo e € pouco provavel que o tratamento seja modificado. Porém, essa
investigacdo, podera contribuir, no futuro, para um a melhor orientagdo genética as familias.
Os resultados dos exames estardo disponiveis no pro ntuério do individuo participante e serdo

fornecidos ao paciente ou seu(s) responsavel (is), em consulta previamente agendada no
Ambulatério de Genética Clinica do HRAC-USP, Bauru, durante as vindas de rotina ao
Hospital. Os resultados desta pesquisa poderdo ser divulgados, para fins cientificos, em

revistas e em eventos especializados na area, inclu indo o uso de imagens, desde que a
identidade do individuo seja preservada e que a par  ticipacao nao é obrigatoéria.

"Caso o sujeito da pesquisa queira apresentar reclamacfes em relacdo a sua participacdo na
pesquisa, podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, do
HRAC-USP, pelo endereco Rua Silvio Marchione, 3-20 no Servigo de Apoio ao Ensino, Pesquisa e
Extenséo ou pelo telefone (14) 3235-8421".

Fica claro que o sujeito da pesquisa ou seu representante legal, pode a qualquer momento
retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de participar desta pesquisa e
ciente de que todas as informacdes prestadas tornar-se-do confidenciais e guardadas por forca de
sigilo profissional (Art. 20 do Cddigo de Etica de Biologia).

Por estarem de acordo assinam o presente termo.

Bauru-SP, de de.

Assinatura do Sujeito da Pesquisa/responsavel A  ssinatura do Pesquisador Responsavel

* A SER PREENCHIDO, SE O SUJEITO DA PESQUISA NAO FOR O PACIENTE

Nome do Pesquisador Responsavel: Rubens Matias Rodrigues

Endereco do Pesquisador Responséavel: Rua Jodo Scavassa, 1-55

Cidade: Bauru Estado: SP  CEP: 17.033-770

Telefone: (14) 3231-1699  E-mail: rubensrodrigues@usp.br

Endereco Institucional: Rua Silvio Marchione, 3-20 Cidade: Bauru Estado: SP CEP: 17.012-900
Telefone: (14) 3235-8149.
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Fonte: Imagem capturada no http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/mapview

Figura A - Mapa do cromossomo 4: a) ideograma do cromossomo 4; b) ideograma
da regido 4p16.1—4pter.
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Tabela A - Relagdo de genes localizados na regido 4pl16.1—4pter.

Inicio Final Simbolo Regido
53227 88099 ZNF595 4p16.3
105771 107949 LOC100129037 4p16.3
123966 125449 LOC100287931 4p16.3
124420 156491 ZNF718 4p16.3
195200 199049 LOC100288172 4p16.3
206394 249445 ZNF732 4p16.3
206686 207175 LOC100288199 4p16.3
264464 299110 LOC654254 4p16.3
331596 367691 ZNF141 4p16.3
343946 344041 MIR571 4p16.3
367742 369262 LOC100288237 4p16.3
419224 467998 ABCA11P 4p16.3
433777 493442 ZNF721 4p16.3
492989 533320 PIGG 4p16.3
619363 664681 PDE6B 4p16.3
666225 668122 ATPSI 4p16.3
671711 675817 MYL5 4p16.3
675618 682973 MFSD7 4p16.3
699573 764428 PCGF3 4p16.3
729829 731544 LOC100128084 4p16.3
774588 775631 LOC100129917 4p16.3
778745 819945 CPLX1 4p16.3
843065 926174 GAK 4pl6
926262 952444 TMEML175 4p16.3
952675 967344 DGKQ 4p16.3
972861 987224 SLC26A1 4p16.3
980785 998317 IDUA 4p16.3
1005610 1020686 FGFRL1 4p16
1065266 1107582 RNF212 4p16.3
1145226 1147489 FLJ35816 4p16.3
1160720 1166980 SPON2 4p16.3
1189571 1202750 LOC100130872 4p16.3
1205228 1242908 CTBP1 4p16
1244177 1246616 C4orf42 4p16.3
1283672 1333925 MAEA 4p16.3
1341104 1381837 KIAA1530 4p16.3
1385340 1389782 CRIPAK 4p16.3
1396720 1400119 NKX1-1 4p16.3
1604677 1659196 LOC100289589 4p16.3
1641608 1685718 FAMS53A 4p16.3
1694527 1714030 SLBP 4p16.3
1717679 1723084 TMEM129 4p16.3
1723266 1746898 TACC3 4p16.3
1795039 1810598 FGFR3 4p16.3
1813206 1857974 LETM1 4p16.3
1873123 1983934 WHSC1 4p16.3
1976363 1976487 SCARNA22 4p16.3
1976514 1977373 LOC100289148 4p16.3
1984443 2010959 WHSC2 4p16.3
1988111 1988204 MIR943 4p16.3
2043689 2045697 C4orf48 4p16.3
2061587 2067635 NATS8L 4p16.3
2069193 2070816 LOC100289625 4p16.3
2073645 2230958 POLN 4p16.3
2230096 2243860 HAUS3 4p16.3
2235978 2243636 LOC100289662 4p16.3
2249160 2263739 MXD4 4p16.3
2271325 2420369 ZFYVE28 4p16.3
2427636 2452087 LOC441005 4p16.3
2451703 2464653 LOC402160 4p16.3
2470807 2517584 RNF4 4p16.3
2627159 2734302 C4orf8 4p16.3
2656498 2661397 LOC100289183 4p16.3
2743387 2758061 TNIP2 4p16.3
2794750 2842823 SH3BP2 4p16.3
2845584 2931789 ADD1 4p16.3
2932295 2935769 MFSD10 4p16.3
2937273 2952794 C4orf10 4p16.3
2939663 2965118 NOP14 4p16.3

continua
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continuacéo

Inicio Final Simbolo Regido
2965343 3042474 GRK4 4p16.3
3076408 3245687 HTT 4p16.3
3080211 3080269 RNU7-33P 4p16.3
3250767 3265840 Cdorfa4 4p16.3
3314239 3314581 LOC100286945 4p16.3
3315874 3441640 RGS12 4p16.3
3325653 3326509 RPL7AP29 4p16.2
3443726 3451213 HGFAC 4p16
3465033 3496209 DOK7 4p16.3
3510306 3512946 LOC100289219 4p16.3
3514290 3534224 LRPAP1 4p16.3
3578596 3591045 FLJ35424 4p16.3
3643676 3644308 LOC100129786 4p16.3
3768296 3770253 ADRA2C 4p16
3891243 3891892 LOC100131415 4p16.3
3903233 3904267 OR7E162P 4p16.3
3912010 3912336 LOC100131503 4p16.3
3937173 3945154 LOC728263 4p16.3
3943669 3957148 LOC348926 4p16.3
3996883 3997056 LOC100130441 4p16.3
4078394 4079242 RPS3AP16 4p16.3
4106475 4109606 LOC100130459 4p16.3
4128333 4129357 OR4D12P 4p16.3
4147309 4149522 UNC93B4 4p16.3
4158206 4159230 OR7E99P 4p16.3
4176126 4176778 OR7E43P 4p16.3
4190530 4228621 OTOP1 4p16.3
4237269 4249934 TMEM128 4p16.3
4269428 4291896 LYAR 4p16.3
4291924 4323513 ZNF509 4p16.3
4387983 4420785 D4S234E 4p16.3
4420695 4543775 STX18 4p16.3
4497925 4509510 LOC728015 4p16.3
4853626 4855584 LOC100289434 4
4861392 4865663 MSX1 4p16.3-p16.1
4895351 4896995 LDHAL1 4p16.2
5016313 5021197 CYTL1 4p16-p15
5053527 5502725 STK32B 4
5526883 5529528 C4orf6 4
5564150 5710294 EVC2 4p16.2-p16.1
5712924 5816031 EVC 4p16
5822491 5894785 CRMP1 4p16.1-p15
5958845 5990166 C4orf50 4
6027926 6202318 JAKMIP1 4
6202466 6235083 LOC285484 4
6271577 6304992 WFS1 4p16
6303624 6304993 LOC100129623 4
6322305 6474326 PPP2R2C 4p16.1
6576902 6624188 MAN2B2 4
6642445 6644449 MRFAP1 4
6675677 6677774 LOC93622 4
6695566 6698897 S100P 4p16
6709428 6711606 MRFAP1L1 4
6717842 6719387 CNO 4
6784459 6885899 KIAA0232 4
6911171 7034845 TBC1D14 4
7042576 7044728 CCDC96 4
7045156 7059679 TADA2B 4
7061780 7069800 GRPEL1 4p16
7194374 7744564 SORCS?2 4
7325838 7325909 TRNASUP5P 4
7432021 7436700 PSAPL1 4p16.1
7755817 7780655 LOC84740 4
7760440 7941653 AFAP1 4p16
7940728 7942023 LOC389199 4
7967037 8160559 ABLIM2 4
8201060 8242830 SH3TC1 4

continua
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Inicio Final Simbolo Regido
8271492 8308834 HTRA3 4
8368009 8442452 ACOX3 4p15.3
8456143 8478281 C4orf23 4
8475034 8477686 LOC100287044 4
8582291 8589520 GPR78 4p16.1
8594435 8621488 CPz 4
8620970 8638654 LOC100287077 4
8868773 8873543 HMX1 4p16.1
8951477 8952127 LOC650293 4
8957227 8998383 LOC100288392 4
9002184 9005344 LOC100288430 4
9032000 9033017 LOC100286946 4
9035293 9042843 LOC100288460 4
9114948 9115121 LOC100286982 4
9155022 9167181 LOC100287013 4
9167906 9174517 LOC100288492 4
9172114 9178456 LOC100287045 4
9192736 9199930 LOC100287106 4
9212383 9213975 LOC100287144 4
9217131 9218723 LOC100287178 4
9221878 9223470 LOC100287205 4
9226622 9228214 LOC100287238 4
9231367 9232959 LOC100287270 4
9236111 9238060 LOC100288520 4
9240856 9242448 LOC100287302 4
9245605 9247197 LOC100287327 4
9250356 9251948 LOC100287364 4
9255104 9256696 LOC100287404 4
9259850 9261442 LOC100287441 4
9264598 9266190 LOC100287478 4
9269345 9270937 LOC100287513 4
9326891 9328483 LOC728369 4
9331637 9333229 LOC728373 4
9336384 9337976 LOC728379 4
9341129 9342721 USP17L5 4
9345874 9347466 LOC728393 4
9350619 9352211 LOC728400 4
9355364 9356956 LOC728405 4
9360109 9361701 USP17 4p15
9364855 9366447 LOC728419 4
9369600 9370796 DUB4 4
9382671 9383119 LOC100287791 4
9385743 9390709 LOC728429 4
9400930 9405291 LOC100133128 4
9423738 9431428 LOC100288554 4
9446260 9452240 DEFB131 4
9460848 9462070 OR7E86P 4
9470652 9471875 OR7E84P 4
9485250 9486477 OR7E85P 4
9514472 9515636 OR7E83P 4
9533665 9534392 LOC100132613 4
9554655 9555747 RPS24P11 4
9557789 9557937 MIR548I-2 4
9564767 9565614 RPS3AP19 4
9651129 9651688 LOC100128096 4
9694721 9705218 LOC644517 4
9704468 9712436 LOC100132066 4
9748380 9748705 LOC100129927 4
9756416 9757529 OR7E35P 4
9783258 9785633 DRD5 4p16.1
9827848 10041872 SLC2A9 4p16-p15.3
10075963 10118573 WDR1 4
10168599 10169365 LOC100130161 4
10197169 10239955 LOC100129344 4
10256550 10258283 RAF1P1 4
10412622 10413274 LOC100287951 4
10441504 10459032 ZNF518B 4
10480154 10480556 LOC100130072 4
10491838 10686386 CLNK 4

Fonte: Imagem capturada no http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview
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Figura B - Mapa do cromossomo 9: a) ideograma do cromossomo 9; b) ideograma da
regido 9p23—9pter.
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Tabela B - Relacéo de genes localizados na regido 9p23—9pter.

Inicio Final Simbolo Regido
11987 14924 LOC100287596 9p24.3
13534 29739 LOC100287171 9p24.3
34394 35864 FAM138C 9p24.3
47489 93335 LOC100287382 9p24.3
116234 118417 FOXD4 9p24.3
121038 179075 CBWD1 9p24.3
168877 170976 LOC642313 9p24.3
213108 215893 C9orf66 9p24.3
273048 465255 DOCKS8 9p24.3
477781 478396 RPL12P25 9p24.3
499448 501483 LOC100133062 9p24.3
503029 503991 LOC100289539 9p24.3
503057 518363 LOC645586 9p24.3
504703 746103 KANK1 9p24.3
706912 707998 LOC642350 9p24.3
841690 969090 DMRT1 9p24.3
976964 991732 DMRT3 9p24.3
1050620 1057554 DMRT2 9p24.3
1164414 1164867 RPS27AP14 9p24.3
2015342 2193624 SMARCA2 9p22.3
2535652 2622373 FLJ35024 9
2621793 2654485 VLDLR 9p24
2717526 2729757 KCNV2 9
2804152 2844130 KIAA0020 9
2875442 2876426 LOC392281 9
2900240 2900846 LOC138234 9
2943562 3053404 CARM1L 9
3224645 3525983 RFX3 9
3824128 4300035 GLIS3 9
3898646 3901248 C9orf70 9
4294224 4300092 LOC100287493 9
4490444 4587469 SLC1A1 9p24
4598316 4666464 C9orf68 9
4633032 4633770 RPS6P11 9p24
4662298 4665258 PPAPDC2 9
4679566 4706594 CDC37L1 9p24.1
4711158 4741227 AK3 9p24.1-p24.3
4781417 4782149 RPS5P6 9
4792834 4861064 RCL1 9p24.1-p23
4850297 4850375 MIR101-2 9
4944346 4945962 LOC100128701 9
4944670 4986126 LOC100287533 9
4985245 5128183 JAK2 9p24
5110861 5113421 LOC100129107 9
5113452 5114909 IGHEP2 9p24.2-p24.1
5163863 5185618 INSL6 9p24
5231419 5233967 INSL4 9p24
5299868 5304580 RLN2 9p24.1
5311445 5311716 LOC645930 9
5334969 5339873 RLN1 9p24.1
5357971 5437860 C9orf46 9
5450559 5468477 CD274 9p24
5510545 5571282 PDCD1LG2 9p24.2
5629327 5776557 KIAA1432 9
5784572 5833081 ERMP1 9p24
5855723 5856426 LOC100128705 9
5890909 5909822 MLANA 9
5919008 6008003 KIAA2026 9
6011019 6015640 RANBP6 9
6196040 6196776 LOC100135064 9
6241678 6257982 IL33 9
6278596 6280392 LOC645969 9
6328375 6331900 TPD52L3 9
6413151 6507051 UHRF2 9
6532464 6645692 GLDC 9p22
6639141 6639611 RPL23AP57 9
6662366 6663797 LOC100287623 9
6669691 6670633 RNF2P 9

continua
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conclusao
Inicio Final Simbolo Regido
6675215 6675662 RPL35AP20 9
6715892 6735076 LOC100287652 9
6748553 6749012 SNRPEL1 9p24.1
6757654 7175648 KDM4C 9p24.1
6758646 6835560 LOC100287684 9
7476951 7478376 RPL4P5 9
7499155 7598374 LOC392285 9
7796490 7799799 C9orf123 9
8314246 10612509 PTPRD 9p23-p24.3
8713276 8713893 RPL18AP11 9
9090873 9091312 RPS26P3 9
9441998 9442310 RN7SLP2 9
10829629 10830308 LOC646087 9
11011223 11040285 LOC646114 9
12287323 12289233 LOC100049717 9
12693386 12710266 TYRP1 9p23
12775012 12823059 C90rf150 9
12972559 12973504 TDPX2 9p22
13021693 13066017 LOC100130801 9
13105703 13250365 MPDZ 9p24-p22
13322922 13323454 LOC100128272 9
13406379 13431400 FLJ41200 9
13986174 13987913 LOC347193 9
14040656 14041886 RPL3P11 9
14068931 14069365 LOC138864 9
14081847 14313945 NFIB 9p24.1

Fonte: Imagem capturada no http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview
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Fonte: Imagem capturada no http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview

Figura C - Mapa do cromossomo 18: a) ideograma do cromossomo 18; b) ideograma da
regido 18q22.2—18pter.
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Tabela C - Relacdo de genes localizados na regido 18g22.2—18qter.

Inicio Final Simbolo Regido
65173819 65183967 DSEL 18
65374042 65375559 FAM32D 18¢22.1
65455506 65479626 LOC100129135 18
65497729 65630982 LOC100131011 18
66123187 66124013 LOC643582 18
66340925 66382353 TMX3 18qg22
66382491 66722426 CCDC102B 18
67068291 67515825 DOK6 18
67530192 67624232 CD226 18qg22.3
67671040 67872962 RTTN 18
67956137 67997434 SOCS6 18
68097446 68098397 RPS2P6 18
68889092 68893957 LOC100132647 18
70203915 70211723 CBLN2 18
70285502 70286458 LOC100128044 18
70414787 70534810 NETO1 18qg22-g23
70534937 70535381 LOC100289370 18
71740588 71815100 FBXO15 18
71815746 71826204 C18orf55 18
71920527 71959221 CYB5A 18923
71983048 72026424 DKFzP781G0119 18
72057057 72057645 FAUP1 18
72102963 72124503 C18orf51 18
72163597 72188356 CNDP2 18
72201692 72252261 CNDP1 18qg22.3
72259010 72265071 LOC400657 18
72342919 72777628 ZNF407 18923
72909278 72921281 ZADH2 18
72922731 73001901 TSHZ1 18
73121827 73139589 C18orf62 18
73409365 73424358 LOC100289440 18
74071619 74175055 ZNF516 18
74207477 74210045 FLJ44313 18
74240612 74271784 LOC284276 18
74402141 74402533 FLJ44881 18
74414867 74416417 LOC100129655 18
74536116 74682683 ZNF236 18qg22-g23
74546348 74546916 RPL26P35 18
74690789 74729339 LOC100131014 18
74690789 74844774 MBP 18923
74962008 74982098 GALR1 18923
75144013 75149205 BDP1P 180923

Fonte: Imagem capturada no http://www.nchi.nlm.nih.gov/projects/mapview
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Anexo 3 - Aprovacdo do Comité de Etica

HOSPITAL b REABILITACAO
pE ANOMALIAS CRANIOFACIAIS
UNIVERSIDADE pe SAO PAULO
Secdes de Documentagéo e Informacéo
e Apoio a Pesquisa do SVAPEPE

Oficio n® 292/2007-SVAPEPE-CEP
Bauru, 18 de dezembro de 2007.
Prezado(a) Senhor(a)

O projeto de pesquisa encaminhado a este Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos,
denominado “Refinamento citogenético em individuos com anomalias craniofaciais sindromicas
sem diagndstico definido.”, de autoria d¢ RUBENS MATIAS RODRIGUES desenvolvido sob
sua orientagfo, foi enviado ao relator para avaliagdo.

Na reuniio de 17/12/2007 o parecer do relator, aprovando o projeto, foi aceito pelo
Comité, considerando que ndo existem infragdes éticas pendentes para inicio da pesquisa.
Solicitamos a V.S® a gentileza de comunicar o parecer ao pesquisador ¢ anexar o presente oficio ao
projeto, pois 0 mesmo sera necessario para futura publicagdo do trabalho.

O pesquisador fica responsével pela entrega no SVAPEPE - Apoio ao Projeto de Pesquisa
dos relatérios semestrais, bem como comunicar ao CEP todas as alteragdes que possam ocorrer no
projeto.

Informamos que apds o recebimento do trabalho concluido, este Comité enviard o parecer

final para publicag@o.

Atenciosamente

Yl Qawolbio

PROFA. DRA. IZABEL MARIA MARCHI DE CARVALHO

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HRAC-USP

[Imo(a) Sr(a)
Dra. Maria Leine Guion-Almeida

Genética — HRAC/USP

Rua Silvio Marchione, 3-20 Bauru SP Brasil
Caixa Postal 1501 CEP 17.012-900
Tel. 55 14 3235 8421
E-mail: cep@centrinho.usp.br



