UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE GENETICA

TATIANA MOZER JOAQUIM

CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO EM PACIENTES
PORTADORES DE TRANSLOCACAO CROMOSSOMICA
APARENTEMENTE EQUILIBRADA

“GENOTYPE-PHENOTYPE CORRELATION IN APPARENTLY
BALANCED CHROMOSOME TRANSLOCATION CARRIERS”

RIBEIRAO PRETO - SP
2020



TATIANA MOZER JOAQUIM

CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO EM PACIENTES
PORTADORES DE TRANSLOCACAO CROMOSSOMICA
APARENTEMENTE EQUILIBRADA

“GENOTYPE-PHENOTYPE CORRELATION IN APPARENTLY
BALANCED CHROMOSOME TRANSLOCATION CARRIERS”

Tese apresentada a Universidade de Séo Paulo,
como requisito para obtencdo do titulo de
Doutora, pelo curso de Pés-graduacdo em
Genética da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto.

Area de concentracio: Genética
Orientadora: Profa. Dra. Lucia Regina Martelli

Coorientador: Prof. Dr. Jeremy Andrew Squire

RIBEIRAO PRETO - SP
2020



Autorizo a reproducéo e divulgacédo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletrdnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

Joaquim, Tatiana Mozer

Correlacdo genotipo-fendtipo em pacientes portadores de translocacdo
cromossOmica aparentemente equilibrada. Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, 2020.

143p: il;30cm.

Tese de Doutorado, apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-
Universidade de S&o Paulo — Area de concentraco: Genética.

Orientadora: Martelli, Lucia

1. Translocacdo cromossdmica; 2. Correlagdo gendtipo-fenotipo; 3. a-CGH 4.
Deficiéncia intelectual.




FOLHA DE APROVACAO

Nome: Tatiana Mozer Joaquim

Titulo: Correlacéo gendtipo-fendtipo em pacientes portadores de translocacao
cromossdmica aparentemente equilibrada

Tese apresentada a Universidade de Séo Paulo,
como requisito para obtencdo do titulo de
Doutora, pelo curso de Pds-graduacdo em
Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto.

Area de concentragio: Genética

Orientadora: Profa. Dra. Lucia Regina Martelli
Coorientador: Prof. Dr. Jeremy Andrew Squire

Aprovada em:

BANCA EXAMINADORA

Prof.Dr.:

Julgamento: Assinatura:

Prof.Dr.:

Julgamento: Assinatura:

Prof.Dr.:

Julgamento: Assinatura:

Prof.Dr.:

Julgamento: Assinatura:




Aos meus pais,
Robinson Roberto Joaquim e Marlene Mozer Joaquim,

que sempre me incentivaram a alcar voos mais altos.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para realizacdo deste

trabalho, em especial a:

Deus e a NS? Aparecida por estarem sempre ao meu lado nesta grande aventura
que € a vida, e por me presentearem todos os dias colocando pessoas tao especiais no meu

caminho.

A Profa. Dra. Lucia Regina Martelli pela generosidade com que me abriu as
portas do mundo académico, pelo carinho, incentivo, apoio constante e orientacdo
dedicada. Por me ensinar a ser mais do que citogeneticista humana, uma pessoa melhor.
Por acreditar e confiar em mim durante todas as etapas deste trabalho. Muito obrigada
por encarar comigo mais este desafio. “Um professor cuidadoso transforma seus alunos

todos os dias.”

Ao Prof. Dr. Jeremy Andrew Squire por todas as contribuicbes para o
desenvolvimento deste trabalho, pela convivéncia harmoniosa, pelas discussdes e por
todo apoio dedicado ao meu crescimento cientifico e pessoal. “O verdadeiro professor

ndo é aguele que s6 ensina, mas acima de tudo é aquele que inspira.”

A Profa. Dra. Maisa Yoshimoto por tdo carinhosamente me receber em seu
laboratdrio na Universidade de Alberta, por todo o conhecimento compartilhado, bons
momentos de convivio e por tanto enriquecer este trabalho com suas ideias valiosas.

Obrigada por tornar possivel a realizagcdo de um sonho.

Ao Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo pela estrutura oferecida. A Susie Adriana Penha Nalon por
toda atencdo, disponibilidade e apoio prestado e aos 6rgaos de fomento, Coordenacao de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Fundagdo de Amparo a



Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) e Fundacdo de Apoio ao Ensino Pesquisa e

Assisténcia do HCFMRP (FAEPA) pelo auxilio financeiro.

Ao Dr. Carlos Henrique Paiva Grangeiro pela dedicacdo e disponibilidade
com que sempre atendeu os pacientes incluidos neste trabalho, por compartilhar comigo
um pouco dos seus conhecimentos em Genética Médica, pelo companheirismo e amizade

sincera.

Aos amigos de laboratério e grandes companheiros de trabalho Clarissa
Picanco, Carlos Henrique Grangeiro, Juliana Josahkian, Flavia Gaona de Oliveira
Gennaro, Alexandra Galvdo Gomes, Livia Ferreira e Thiago Vidotto por
compartilharem comigo aquilo que tinham de mais precioso, 0 conhecimento, por estarem
sempre presentes, nos bons e nos maus momentos, por me proporcionarem tantas alegrias.
Muito obrigada por me presentearem com a amizade, e tornarem meus dias mais leves e

divertidos.

A equipe de citogeneticistas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Sarah Melo Padilha, Rinaldo Madona Scarparo, Lucimar
Aparecida Fernandes Laureano e da Universidade de Alberta, em especial a Georges
Maire, Scott Roy, Nina Karpoff, Emiliya Demyanyuk, Julie Mabillard, Rhonda
Owens, Christine Veenstra and Klara Davies a minha mais profunda gratiddo por
serem sempre tdo pacientes e carinhosos comigo, pelos momentos inesqueciveis de
convivio, por me ensinarem tanto e por tornarem este trabalho possivel. You guys really

made the difference in my life, '/l never forget it.

A0S anjos sem asas que cruzaram meu caminho durante o periodo de doutorado
sanduiche em Edmonton, por fazerem com que eu me sentisse em casa mesmo estando
so far from home. A amizade e o carinho de vocés aqueceram meu coragao e acreditem

se quiser, fizeram-me imensamente feliz, mesmo naqueles dias em que tinhamos menos



de 3h de luz e a temperatura ultrapassava os 40 graus negativos. Mais do que
especialmente agradeco a Tammy and Darrell Pidner que me proporcionaram muito
mais do que um lar; Raiany Andrade, Alberto Gil de La Fuente and Nikunj Patel the
best roommates que eu poderia ter; Grace and Ted Veenstra part of my canadian family,
Nina Karpoff por me mostrar entre tantas novidades o que é be wild no pais do gelo e a
Christine Veenstra, a canadense de coracéo brasileiro, companheira de tantas aventuras,
que por meio de tanto cuidado ensinou-me o verdadeiro significado da palavra amizade.

Eu realmente ndo sei como agradecer tanto carinho.

Aos docentes, médicos assistentes, residentes e funcionérios do setor de
Genética Médica, por todas as contribuicfes para o desenvolvimento deste trabalho. Em
especial ao Prof. Dr. Jair Huber sempre t&o solicito e disposto a colaborar com 0 nosso
grupo de pesquisa, obrigada por todas as sugestdes para enriquecer este trabalho. Aos
residentes e muito mais do que isso, Amigos: Ana Cristina Gomes Silva, Sue Ellen
Pontes, Maria Paola Torres Nieto, Thereza Loureiro, Rayana Elias Maia, Deivid
Calebe de Souza, Thaliane Buranello, Luissa Hikari e Fatima das Gracas Carvalho
por todo auxilio com a parte clinica desse trabalho, pelos bons momentos de convivio e

amizade.

A todos que fizeram e fazem parte da “Familia Bloco C”, Prof2. Dra. Ester
Silveira Ramos, Cristiana Libardi, Heloise Luchiari, Matheus Eiras, Murilo Soares,
Grace Ruiz Lara, Carolina Verruma, Manuela Gama, Thatiane Malta, Thais
Sabedot, Reginaldo Vila, Marli Galerani, Luiz Bezerra, Sebastido Paulo, Mara

Aparecida, Maria e Gislaine, pelo apoio, incentivo e convivéncia harmoniosa.

Aos amigos do programa de Pos-Graduacdo em Genetica da FMRP USP e aos
que conquistei ao longo da vida, os velhos e os novos, sobretudo a Karina Bezerra

Salomao, Sarah Blima, Larissa Oliveira Guimaraes, Ana Carolina Coelho, Simone



Carvalho, Agnes Magri, Marcela Tsuboy, Daniele Sartori e Isabele Kazahaya, pelos
conselhos, discussdes cientificas e mais ainda por me mostrarem que desistir nunca foi
uma opgdo e a Camila Martinelli, Maria Eduarda Zorovich, Aline Amaro e
Elisangela Chagas por todo apoio e por ndo permitirem que eu desanimasse no desespero

do fim.

Ao Prof. Dr. Wagner José Martins Paiva por acreditar no meu potencial,
proporcionar minha iniciagdo na carreira cientifica e por todo auxilio para que eu chegasse

até aqui.

A Maria Eliane Longhi Barroso por tio carinhosamente plantar em mim a
“sementinha” da Citogenética e me apresentar o mundo dos “cromossomos felizes” e a
Silvio Avelino dos Santos pelo carinho com que me estendeu a méo desde o primeiro dia

em que nos vimos, por partilhar comigo suas historias e conhecimentos em Citogenética.

Aos membros da banca examinadora por todas as contribuicdes para a

melhoria deste trabalho.

Aos pacientes e seus familiares que aceitaram a participar da pesquisa.

Obrigada por toda confianga em n6s depositada.

A minha familia, 0 meu maior presente, por me apresentarem o que ha de bom
no mundo, me proporcionarem tantos momentos felizes e me ensinarem que 0 mais

simples é sempre 0 mais importante.

Ao0s meus pais, Robinson Roberto Joaquim e Marlene Mozer Joaquim, meus
exemplos de vida e maiores incentivadores, pelo apoio constante e amor incondicional.

Muito obrigada por nunca permitirem que eu desistisse dos meus sonhos.



“O correr da vida embrulha tudo.
A vida é assim: esquenta e esfria, aperta e dai afrouxa, sossega e
depois desinquieta. O que ela quer da gente é CORAGEM.”

(Jodo Guimardes Rosa)



RESUMO

JOAQUIM, T. M. Correlagdo genotipo-fendtipo em pacientes portadores de
translocacdo cromossdmica aparentemente equilibrada. 2020, 143p. Tese de
Doutorado - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo.

Translocacgdes aparentemente equilibradas (TAE) envolvem a troca de segmentos entre
cromossomos nao-homologos sem que haja perda ou ganho de material genético
detectavel pelo método do caridtipo. Este tipo de rearranjo geralmente ndo causa
nenhuma alteracdo fenotipica em seus portadores. No entanto, aproximadamente 7% dos
casos de TAE podem estar associados a diferentes achados clinicos, principalmente
devido a desequilibrios genémicos nem sempre proximos as regides dos pontos de
quebra, disrupcédo de genes funcionalmente importantes ou efeito de posi¢édo. O objetivo
principal deste estudo foi identificar e caracterizar possiveis desequilibrios genémicos
relacionados a alteracGes fenotipicas em pacientes portadores de TAE, por meio da
técnica de Hibridacdo Genémica Comparativa em microarranjos (array-CGH). A analise
citogendmica realizada em 12 pacientes utilizando a plataforma 2x400K (Agilent®)
demonstrou que as translocacdes foram realmente equilibradas em 10 deles.
Desequilibrios genémicos criticos para o fendtipo foram detectados em dois pacientes,
sendo um proximo ao ponto de quebra cromossémica e o outro classificado como um
achado incidental. No primeiro caso, inicialmente diagnosticado como translocacédo
complexa originada de novo t(2;10;12)(933;024;924.3), a investigacdo por array-CGH
detectou uma perda de 233.88 Kb em 10022, a qual encontra-se aproximadamente 20 Mb
distante da regido rearranjada sugerida pelo cariotipo, englobando parte do gene
C10orfl1l. Também foi detectada uma delecdo de 140 Kb em 2g33.1, em virtude da
inser¢do submicroscopica da regido do gene PTEN (10923) no cromossomo 2. O
envolvimento dos 3 pares cromossémicos no rearranjo foi confirmado pela técnica de
FISH. Estudos prévios incluindo o gene C100rfll sugerem que a haploinsuficiéncia do
mesmo pode contribuir para as alteragdes cognitivas presentes em pacientes com delecao
10922.2. A perda evidenciada neste projeto é a menor ja descrita até 0 momento e envolve
apenas o gene C10orfll. O segundo desequilibrio critico foi diagnosticado em uma
paciente portadora do cari6tipo 46,XX,t(3;15)(g29;915). A anélise por array-CGH néo
identificou alteracBes nos pontos de quebra. No entanto, uma delecdo de 1.5 Mb foi
detectada em 2g24.2 englobando os genes PSMD14 e TBR1, ja relacionados com o
fenotipo de baixa estatura e deficiéncia intelectual, respectivamente. Nossos resultados
demonstraram que as translocacdes aparentemente equilibradas podem ser mais
complexas quando avaliadas em nivel gendmico, detectando desequilibrios que podem
estar associados as caracteristicas fenotipicas de seus portadores.

Palavras-chave: Translocacdo cromossdmica; Correlagdo genotipo-fendtipo; a-CGH,;

Deficiéncia intelectual.



ABSTRACT

JOAQUIM, T. M. Genotype-phenotype correlation in apparently balanced
chromosome translocation carriers. 2020, 143p. PhD Thesis — Ribeirdo Preto Medical
School, University of Sdo Paulo.

Apparently balanced translocations (ABTS) are characterized by an exchange of genomic
regions between non-homologous chromosomes, without gain or loss of genetic material
based on detection by classical cytogenetic methods. This type of rearrangement usually
has no phenotypic consequences for the carriers. However, about 7% of ABTs are
associated with an abnormal phenotype caused by cryptic imbalances that are not always
close to the ABTs breakpoint regions, gene regulatory element disruption, or position
effects. Our main goal was to identify and to characterize genomic imbalances correlated
to phenotypic abnormalities in 12 patients with apparently balanced translocations, using
array Comparative Genomic Hybridization (aCGH) with the Agilent 2x400K platform.
Our results showed that the translocations were truly balanced in 10 patients. Cryptic
imbalances were detected in two cases, one close to the rearranged area and another
classified as an incidental finding. In the first case, diagnosed as a de novo complex
translocation t(2;10;12)(933;024;q24.3), aCGH detected a 233.88 Kb loss at 10g22.2,
which is 20 Mb distant from the rearranged area encompassing part of the C100rf11 gene.
A 140kb deletion at 2g33.1 due to a submicroscopic insertion from the
10923 PTEN region was also detected. PTEN multicolor FISH confirmed this aberration.
Previous studies of the C100rf11 gene suggest that its haploinsufficiency could contribute
to the cognitive defects presented in patients with 10g922.2 deletion. This patient has
shown the smallest deletion reported in the 10922.2 region, including only
the C10orfll gene. The other cryptic imbalance was diagnosed in a patient with
karyotype 46,XX,1(3;15)(929;q15) with no imbalance detected at the breakpoint regions.
However, an incidental 1.5 Mb deletion was seen at 2qg24.2, including
the PSMD14 and TBR1 genes, which had previously been associated with short stature
and intellectual disability, respectively. Our results provide additional evidence that
ABTs may be more complex at the genomic level, hiding cryptic rearrangements that can
be associated with abnormal phenotypes.

Keywords: Chromosomal translocation; Genotype-Phenotype correlation; a-CGH:
intellectual disabilities.
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1.1 Citogenética Clinica

Os cromossomos desempenham papel relevante na transmissdo da informacéo
genética de uma geracdo para outra. Assim sendo, a estabilidade cromossémica em
qualquer organismo é fundamental para seu desenvolvimento harmonioso. Como 0s
Cromossomos contém os genes, quaisquer mudancgas em sua estrutura ou nimero podem
alterar a expressdo génica, resultando em individuos inviaveis ou com fenotipo anormal
(MERGENER et al., 2011).

Dentro desse contexto, a citogenética clinica assume consideravel importancia
para o diagndstico e entendimento das causas de varias doencas humanas, uma vez que
consiste no estudo dos cromossomos, sua estrutura e heranca, aplicada a pratica da
genética medica (THOMPSON & THOMPSON, 2016).

De acordo com a literatura, as anormalidades cromossémicas sdo responsaveis
por mais de sessenta sindromes j& identificadas, afetando, no minimo, 7,5% das
concepcOes. Entretanto, mesmo sendo este um nimero bastante expressivo, a ocorréncia
de nascimentos com alguma alteracdo cromossdmica € de apenas 0,7%. A diferenca entre
0 namero de concepcdes afetadas e 0 nimero de nascimentos é justificada pela severidade
das alteracBes, que podem levar a abortos espontaneos, Obitos fetais e natimortos. Os
nascidos vivos, por sua vez, quase sempre apresentam fenétipo anormal e malformacdes
congénitas (MORAES et al.,2005; GAO et al., 2012).

Tais anomalias cromossémicas podem ser subdivididas em numéricas e
estruturais. As numeéricas incluem alteracbes no numero diploide de uma espécie,
enquanto que as estruturais podem envolver um, dois ou mais cromossomos e resultam
de quebras seguidas de reconstituicdo anormal. Estas podem produzir alteracdes

herdaveis, quando ocorrem em linhagens de celulas germinativas, ou alteragdes de novo
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guando derivadas de erros durante a divisdo celular p6s-zigética (BAPTISTA et al., 2005;

ROUKOS & MISTELI, 2014).

1.2 Técnicas de Estudo Cromossdmico

O desenvolvimento da citogenética humana adquiriu novas proporgoes a partir
de meados da década de 50, quando Tjio e Levan estabeleceram o nimero diploide da
espécie humana constituido por 46 cromossomos. Desde entdo, tornou-se possivel a
associacdo entre anomalias cromossémicas especificas e doencas (FERGUSON-SMITH,
2015).

O método padrdo mais rotineiramente empregado para o diagndstico
citogenético é o cari6tipo por bandamento GTG. Essa técnica permite além do
pareamento inequivoco dos pares cromossdmicos, a visualizacdo de rearranjos estruturais
como inversdes, delecdes, duplicacdes, translocacdes e cromossomos em anel (GOUAS
et al., 2008). O nivel de resolucdo do bandamento GTG para 0s cromossomos humanos é
da ordem de 300 a 550 bandas, dependendo do grau de condensacdo dos mesmos, sendo
esta técnica, portanto, indicada para rearranjos cromossémicos maiores que 10 Mb
(ISCN, 2016).

O desenvolvimento de técnicas moleculares aplicadas a citogenética trouxe
maior precisao na caracterizacdo desses rearranjos. A técnica de hibridacdo in situ por
fluorescéncia (FISH) proporcionou um importante avanco para a citogenética clinica,
uma vez que permite a identificagdo de microdelecbes ou microduplicacbes néo
diagnosticadas pelos métodos convencionais (PINKEL et al., 1986). Em relacdo aos
rearranjos cromossomicos equilibrados, a FISH permite refinar a localizacdo dos pontos
de quebra, além de identificar alteragdes nos cromossomos envolvidos nos rearranjos

(NATARAJAN & BOEI, 2003).
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Apesar dos avancos resultantes da citogenética molecular na resolucéo da anélise
cromossOmica, ainda havia a necessidade de um estudo detalhado de todo o genoma do
individuo, a fim de obter uma correspondéncia entre a possivel alteracdo genética e o
fendtipo do paciente. Tal necessidade, aliada ao desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico, impulsionou o surgimento da citogendmica, area que estuda com alta
resolucéo, a estrutura e a composi¢do de todos os cromossomos simultaneamente (AHN
etal., 2013).

Desde entdo, a hibridacdo gendmica por microarranjos (microarrays) tornou-se
uma importante ferramenta na deteccéo de perdas e ganhos de segmentos cromossémicos
submicroscépicos e tem sido utilizada na elucidagdo de pequenos rearranjos complexos
(MILLER et al., 2010). Regides com auséncia de heterozigosidade também podem ser
detectadas por plataformas capazes de analisar polimorfismos de nucleotideo Unico, 0s
SNP-arrays. O aparecimento de tais regides pode ser indicativo da ocorréncia de
fendmenos como a dissomia uniparental, ou presenca de regides gendmicas idénticas por
descendéncia (SOUTH et al.,2013).

A resolucdo do microarranjo ou plataforma é determinada pelo tamanho e pela
distancia entre as sondas em sua cobertura parcial ou total do genoma. A incorporagéo
desta técnica aumentou o poder de resolucéo da analise cromossémica global, do nivel de
megabase (Mb) para kilobase (Kb) e, consequentemente, alteracbes cromossémicas ndo
detectaveis pelas técnicas de citogenética classica (como o bandamento GTG) e até
mesmo pela citogenética molecular (como a FISH) passaram a ser diagnosticadas
(SOUTH et al.,2013).

O advento da citogenémica, além de refinar a analise de pequenas alteragdes
cromossomicas, permitiu também a descoberta de uma ampla variagdo na estrutura do

DNA incluindo, principalmente, delec6es, duplicacdes e inser¢cdes. Uma classe especial
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desta variagdo sdo as chamadas varia¢c@es no namero de copias (CNVs - do inglés Copy
Number Variations) (STANKIEWICZ & LUPSKI, 2010). Estas caracterizam-se por
envolver segmentos de DNA maiores que 1 Kb, sdo geralmente herdaveis e vistas como
fonte de diversidade entre os individuos saudaveis. Estima-se que aproximadamente 12%
do genoma humano seja constituido por CNVs (LEE, 2007; CLANCY & SHAW, 2008).

Embora, a ocorréncia de CNVs seja vista como um fendbmeno variante da
normalidade capaz de causar diferengas fenotipicas entre grupos étnicos distintos ou
membros de uma mesma familia, elas podem ser consideradas patogénicas, dependendo
do tamanho e do local onde estdo inseridas. As consequéncias fenotipicas da maioria das
CNVs ainda ndo estdo bem caracterizadas e grande parte de seus efeitos ainda permanece
desconhecidos (PARK et al., 2011; COOPER et al., 2012). Sabe-se, no entanto, que as
CNVs sdo mais propensas a contribuir para o fenétipo se elas contiverem genes com

padrdes temporais e espaciais de expressédo (HEHIR-KWA et al., 2010).

1.3 Alterac6es Cromossdmicas Estruturais e seus Mecanismos de Formacéao
Figuram entre as alteragdes cromossdmicas estruturais as translocagoes,
invers@es, delecdes e as duplicacbes (Figura 1A). Dentre elas, a que mais se destaca € a
translocacdo. Esta estd potencialmente associada ao desenvolvimento de doencas
genéticas devido a disrupcéo, inativacdo ou alteracdo da dosagem génica (Figura 1B), e
pode ser classificada como equilibrada ou ndo equilibrada, dependendo se ocorre ou néo,

a presenca ou auséncia de material genético adicional (ROUKOS & MISTELLI, 2014).
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Figura 1: Consequéncias dos rearranjos cromossémicos. (A) Quebras cromossdmicas podem resultar em
perda do material genético (dele¢do). Quando duas quebras ocorrem no mesmo cromossomo, 0 segmento
resultante pode ser invertido e reinserido no cromossomo (inversdo), ou 0 material genético pode ser
transferido para outro cromossomo, em um processo chamado translocacéo. (B) A translocagéo pode causar
desregulacéo da expressdo, formacéo de uma proteina quimérica ou perda de funcéo génica. Modificada de
ROUKOS & MISTELLI, 2014.

A grande maioria das alteragdes cromossémicas estruturais € originada de novo.
Uma vez estabelecida esta alteracdo, a segregacao meidtica dos cromossomos envolvidos
no rearranjo, bem como de seus homoélogos normais, pode levar a producdo de gametas
com desequilibrios estruturais, resultando em abortos espontaneos ou progénie com
fenotipo anormal. Um estudo citogenético realizado em casais com historico de
abortamentos de repeticdo detectou que, em 3,2% desses casais, pelo menos um dos
membros era portador de rearranjo estrutural equilibrado (PRIYA et al., 2018).

O crescente conhecimento da sequéncia e da arquitetura do genoma humano e o
desenvolvimento de técnicas de alta resolugdo para andlise cromossémica tornaram
factivel a elucidacdo dos mecanismos que levam a formacdo de tais rearranjos, sejam eles

equilibrados ou néo.
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Os mecanismos classicamente considerados na formagao das referidas alteracoes
sdo a recombinacdo homologa ndo alélica (NAHR), a juncdo de extremidades néo
homdlogas (NHEJ) e o Fork Stalling and Template Switching (FoSTeS).

O NAHR é o mecanismo que origina a maioria das delecdes e duplica¢bes, como
a duplicacéo do cromossomo 17, que causa a doenca de Charcot-Marie-Tooth tipo 1A,
(CMT1A; OMIM: 601097) e a delecdo no cromossomo 7 que resulta na Sindrome de
Williams-Beuren (WBS; OMIM: 194050), além de ser visto como um importante
mediador também na formacdo das translocacdes constitucionais recorrentes,
principalmente aquelas que envolvem regides subteloméricas (OU et al., 2011).

Em geral, a recombinacdo ocorre entre repeti¢cbes de poucas cdpias (Low Copy
Repeats, LCR também conhecidas como duplicacdes segmentares, do inglés segmental
duplications), que tém entre 10 e 500 Kb de extensdo e compartilham mais de 95% de
identidade (revisto em WATSON et al., 2014). A distancia entre duas LCRs, bem como
sua orientacdo sao fatores determinantes para o produto final dos rearranjos. Quando duas
LCRs estéo localizadas no mesmo cromossomo e tém a mesma orientagdo, a NAHR entre
elas resulta em duplicacGes ou dele¢des. Quando localizadas no mesmo cromossomo, mas
com orientacdes opostas, a NAHR resulta em inversdo do segmento flanqueado pelas
LCRs, enquanto que se a NAHR ocorrer entre repeticdes de cromossomos diferentes o

produto final séo as transloca¢des Figura 2 (LUPSKI, 1998; OU et al., 2011).
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Figura 2: Rearranjos gendmicos resultantes da recombinagdo entre LCRs. As LCRs estdo representadas
pelas setas pretas. As letras mailsculas referem-se a sequéncia de flanqueamento. As letras mindsculas
correspondem ao par homdlogo. As linhas diagonais referem-se ao evento de recombinagdo, mostrados em
1, 2 e 3. (A) Recombinagdes entre repeticGes diretas resultam em delecdo e ou duplicagdo. (B)
Recombinacéo entre repeticBes invertidas resultam em inversdo (Modificada de GU et al., 2008).

A ocorréncia de NAHR em linhagens de células germinativas leva a rearranjos
gendmicos constitucionais que podem ser herdados ou esporadicos, dependendo se o
rearranjo foi transmitido pela linhagem germinativa ou ocorreu de novo. Ao passo que,
se a recombinacdo homdloga ndo alélica acontecer durante a mitose, esta resulta em um
mosaico de células somaéticas carregando o rearranjo gendémico, como € observado com
frequéncia em muitos tipos de canceres (DARAI-RAMQVIST et al., 2008).

O NHEJ, por sua vez, pode unir extremidades que ndo estavam contiguas. Neste
mecanismo, as extremidades quebradas emparelham-se com base na homologia de
aproximadamente 70pb e sua juncdo ocorre ap0ds a adi¢do ou perda de alguns poucos
pares de base, tornando as fitas compativeis. Este processo determina duas importantes
caracteristicas do NHEJ: primeiro as regides de LCR ndo sdo obrigatoriamente
necessarias para a ocorréncia do mecanismo, como vemos na NAHR e segundo, 0 NHEJ
deixa uma cicatriz no ponto de jungéo, uma vez que pode ocorrer a perda ou adigcdo de
alguns pares de base nas extremidades das fitas danificadas para que se torne possivel o

religamento (Figura 3) (GU et al., 2008).



Introducdo- 27

Com o objetivo de caracterizar rearranjos cromossdmicos equilibrados, assim
como seus mecanismos geradores, Schluth-Bolard e colaboradores (2019) sequenciaram
0s pontos de quebra cromossémica em 55 individuos portadores de doencas ligadas ao
desenvolvimento. Em 57,1% dos casos, NHEJ foi sugerido como o0 mecanismo de origem
do rearranjo detectado. NHEJ também foi proposto como a causa da translocacdo
t(1;2)(g43;921.1) em pacientes portadores de anomalias cardiacas congénitas, uma vez
que a andlise da arquitetura gendémica proxima aos pontos de quebra, além de nédo
demonstrar uma alta homologia entre as sequéncias evidenciou ainda a presenca de uma
“cicatriz” nos sitios de reparo (LUUKKONEN et al., 2018).

Um outro mecanismo de formacao de rearranjos estruturais similar ao NHEJ, o
MMEJ (Juncdo de Extremidades Mediadas por Micro Homologia), foi proposto como
principal responsével pela formacéo de rearranjos cromossdémicos equilibrados, nos quais
foram detectadas regiGes de micro homologia, variando entre 5 e 25 pb, nos intervalos
dos pontos de quebra (ARISTIDOU et al., 2017). O processo de MMEJ geralmente
resulta em delecdes maiores que as observadas no reparo por NHEJ (30-200pb), sendo
que as duplicagdes também podem ocorrer, embora sejam mais raras (KENT et al., 2015).
A figura 3 esquematiza os trés principais mecanismos responsaveis pelos rearranjos

cromossémicos.
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Figura 3: Trés dos principais mecanismos formadores de rearranjos cromossdomicos. Em NHEJ ap6s a
quebra da dupla fita de DNA s&o recrutadas proteinas (KU 70 e KU 80) que tém por funcdo aparar as pontas
danificadas gerando extremidades 3'OH livres. As extremidades reparadas emparelham-se por homologia
e a DNA ligase promove o religamento das fitas. Em MMEJ as proteinas RAD 52 ou RAD 59, buscam
por regides de micro homologia prdximas ao local da quebra. Essas proteinas entdo cortam os pedacos que
separam as duas regides de homologia e a DNA ligase religa as fitas. NAHR caracteriza-se por ocorrer em
regides que possuem alta homologia gendmica. A cromatide irma danificada serve como molde para que
ocorra o reparo da regido de quebra. Adaptado de KAWAHARA et al., 2016.

FoSTeS, um mecanismo fundamentado na replicacdio do DNA, é o mais
corriqueiramente indicado como causador de rearranjos complexos, aqueles que
envolvem pelo menos trés quebras cromossdmicas. Ele baseia-se em trocas de forquilhas
facilitadas pelo anelamento de sequéncias que compartilham homologia de 2 a 5 pares de
base (Figura 4A) (OTTAVIANI et al., 2014). Os rearranjos cromossdmicos originados a
partir dele geralmente incluem multiplos pontos de quebra e insercdo de segmentos de
DNA, que podem ser mapeados em varias regides do genoma. A partir deste, diante da
interrupcdo da forquilha de replicagdo devido a lesdes ou formagOes de estruturas
secundarias, a fita descontinua (lagging) invade outras forquilhas proximas e completa a
duplicacdo na forquilha original. A mudanca de forquilha exige a presenga de micro

homologia com os sitios invadidos a fim de que a extremidade 3’ consiga reiniciar a
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replicacdo. Este processo pode se repetir varias vezes gerando regides deletadas,
duplicadas ou invertidas (GU et al., 2008).

Mais recentemente outros trés mecanismos tém sido propostos na formacéo de
rearranjos complexos, o Chromotripsis, 0 Chromoanasynthesis e o Chromoplexy. A partir
destes, os cromossomos sdo quebrados em VAarios pequenos pedagos e entdo
reconstituidos de maneira aleatdria, podendo levar a ganhos ou perdas de pequenas
regides gendmicas, conforme mostra a Figura 4B (STEPHENS et al., 2011; SHEN, 2013;

ZHANG et al., 2013).
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Figura 4: Representa a formag&o de rearranjos genémicos complexos a partir do mecanismo como FoSTeS
e Chromotripsis. Em (A) FoSTeS a interrupcao da forquilha de replicacdo leva a fita descontinua a invadir
outras forquilhas proximas até que se complete o processo de replicacdo na forquilha original. Ja em (B)
Chromothripsis 0 cromossomo é quebrado em varios pedacos a partir de um Unico evento e entdo
reconstituido de maneira aleatéria podendo ocorrer perdas ou ganhos gendmicos nas regiGes de quebra
(FUKAMI et al., 2017).

Inicialmente propostos como um modelo para formac&o de rearranjos somaticos
com mudltiplas quebras em tecidos tumorais, estes mecanismos também ja foram

identificados em pacientes com atraso de desenvolvimento, autismo, outras sindromes
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cromossémicas conhecidas e até mesmo em individuos saudaveis (de PAGTER et al.,
2015; BURNSIDE et al., 2016; REDIN et al., 2017; FUKAMI et al., 2017; SUZUKI et
al., 2017; PELLESTOR & GATINOIS, 2018; PELLESTOR, 2019).

A andlise minuciosa dos pontos de quebra e juncdo em casos de chromothripsis
e chromoplexy sugere que a reconstituicdo dos fragmentos de DNA se da a partir de
mecanismos de reparo classicos como o NHEJ, podendo acontecer em qualquer etapa do
ciclo celular e operando independentemente de micro homologia (JONES &
JALLEPALLI, 2012), enquanto o chromoanasynthesis é visto como um rearranjo
baseado no processo de replicacdo e portanto, mediado por FoSTeS. Além disso, o
Chromoanasynthesis tende a envolver menos cromossomos e apresentar um nimero
reduzido de quebras quando comparado com o chromothripsis e o chromoplexy
(PELLESTOR, 2018).

A literatura sugere ser NHEJ o principal mecanismo formador de rearranjos
cromossomicos equilibrados (45-57%). Uma porgdo substancial dos casos (25-29%)
envolve mecanismos mediados por micro homologia como MMEJ e FoSTeS enquanto
que uma pequena parcela dos mesmos, aproximadamente 1%, demonstram regides de alta
similaridade nos pontos de quebra, sugerindo a ocorréncia de NAHR. Este Gltimo tem
certamente uma frequéncia subestimada, tendo em vista a limitagdo das técnicas de nova
geracdo atualmente empregadas para a caracterizagcdo de rearranjos equilibrados em
avaliar sequéncias com alta homologia, como por exemplo duplicagdes segmentares e

microssatélites (REDIN et al., 2017; SCHLUTH-BOLARD et al., 2019).

1.4 Como se Formam as Translocacdes
L4 se vdo quase 50 anos desde que Janet Rowley em 1973 identificou um

cromossomo aberrante como causador da Leucemia Miel6ide Crdnica. O hoje famoso
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cromossomo Filadélfia, consiste na fusdo de partes dos cromossomos 9 e 22 e é um
exemplo classico de que as translocagfes cromossdmicas podem causar cancer
(ROWLEY, 1973). Desde entdo, sabe-se que além da sua forte influéncia, tanto na causa
quanto na progressao tumoral, as transloca¢des também apresentam papel relevante em
doengas ndo relacionadas ao céncer, incluindo a esquizofrenia e a infertilidade
(WHALLEY etal., 2015; GRZEZIUK et al., 2016).

A formacao da translocagao passa por trés passos basicos: a ocorréncia de quebras
em dois cromossomos distintos, a associacdo fisica das extremidades quebradas e
finalmente o religamento dos dois cromossomos parceiros. Apesar da importancia
patoldgica indiscutivel da translocacdo, a maneira como essas trés etapas ocorrem in vivo
ainda permanece em grande parte desconhecida (ROUKOS et al., 2013).

Sabe-se, no entanto, que 0 modo de organizagdo dos cromossomos dentro do
ndcleo da celula exerce grande influéncia na formacéo das translocagdes, sejam elas raras
ou recorrentes. Ja é bem estabelecido que a disposicdo dos cromossomos nao se da de
forma aleatoria, e nem tampouco esté sob influéncia do tamanho de cada cromossomo,
mas sim do conteddo génico. Assim, cromossomos com maior quantidade de
heterocromatina tendem a se posicionar em areas mais periféricas, enquanto que aqueles
ricos em genes ficam mais préximos do interior do nucleo (BOYLE et al., 2001).

Uma vez que a interacdo fisica dos cromossomos é fundamental para formacéo
das translocaces, a organizacao espacial dos mesmos esta diretamente relacionada com
a frequéncia que uma dada translocacdo ocorre. Desta maneira, entende-se a razdo pela
qual as translocagdes entre os cromossomos 4,13 e 18, todos localizados na periferia do
nucleo, sdo mais frequentemente encontradas quando comparadas a frequéncia de
rearranjo entre esses cromossomos e aqueles situados proximos ao interior do nucleo, e

portanto sem proximidade fisica (BICKMORE & TEAGUE, 2002). Dentro deste quesito,
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a disposi¢do dos genes também é um fator a ser considerado. Por exemplo, a proximidade
espacial entre o gene MYC localizado no cromossomo 8 e um de seus possiveis parceiros
(IGH-crom.14; IGK-crom.2; IGL-crom.22) em pacientes diagnosticados com Linfoma de
Burkitt, estd diretamente relacionada com a frequéncia dessas translocagcfes (ROIX et
al.,2003).

Como abordamos anteriormente, 0 primeiro passo para que a translocagao ocorra
é a presenca de quebras concomitantes em multiplas regiées cromossémicas. Tais quebras
podem surgir espontaneamente por meio de erros durante a replicacdo, ou fatores
ex0genos como a radiacao ionizante ou agentes quimioterapicos. Apesar da eficiéncia das
vias de reparo ser indiscutivel, quebras ocasionalmente ndo reparadas podem,
eventualmente, sofrer contato fisico levando ao religamento ilegitimo das pontas geradas
em diferentes cromossomos (ROUKOS & MISTELLI, 2014).

Quando uma quebra ocorre, a concentracdo de proteinas de reparo em volta da
mesma resulta na formacdo de focos citologicamente detectaveis e passiveis de
movimento (LUKAS et al., 2005). Desta maneira, a maquinaria de reparo formada ao
redor da quebra, passa entdo a procurar por regides que facilitem o pareamento homoélogo
e consequentemente, o reparo por recombinacdo. A mobilidade limitada j& comprovada
em células de mamiferos influencia diretamente a frequéncia de certas translocagdes
(KRAWCZYK et al., 2012). Acredita-se que apds encontrar outra lesdo dentro do seu
volume de movimento, as duas quebras passem por ciclos transitérios de pareamento,
conforme mostra a Figura 5. Embora muitos desses pares se separem ap0s 0 reparo,
alguns tornam-se permanentes, consumando assim a formagdo da translocagéo

cromossémica (ROUKOS et al., 2013).
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Figura 5: Biogénese da translocacdo. A disposi¢ao espacial dos cromossomos dentro do nicleo da célula
é um fator determinante na frequéncia de determinadas translocacdes. Quando ocorre a quebra,
cromossomos proximos (dourado e roxo) tem maior probabilidade de sofrerem translocacdo quando
comparados com cromossomos mais distantes (verde e azul claro). A concentragdo de proteinas de reparo
em volta da quebra resulta na formagdo de um foco de reparo. As quebras passam entdo por uma busca de
parceiros, caso encontre as duas lesdes passam por ciclos de emparelhamento e dissociagdo transitdria.
Embora na maioria das vezes os dois cromossomos se separem ap6s o reparo, alguns envolvem-se em
emparelhamento persistente, tornando-os susceptiveis a unido ilegitima ocorrendo a translocagdo
(ROUKOS & MISTELLI, 2014).

Evidéncias circunstanciais sugerem que determinadas caracteristicas proprias da
sequéncia do DNA, como por exemplo, a presenca de ilhas CPGs, sitios frageis,
elementos repetitivos, ou ainda outros fatores como modificagdo de histonas e
propriedades inerentes & cromatina, como sua descondensacéo e a ligacdo de fatores de
transcrigdo, podem facilitar a susceptibilidade de quebras em certas regibes genémicas,
predispondo a formagé&o de translocagdes (ROUKUS et al., 2013).

Apesar de todo o avanco tecnoldgico alcangado durante esses quase cinquenta
anos apos a descricdo da primeira translocagdo cromossdmica causadora de doenga,
muitas questes permanecem desconhecidas. Nao se sabe quanto tempo leva para uma
translocacdo se formar; quanto tempo demora para que duas quebras se encontrem e nem
tampouco, como ocorre a movimentacdo dentro do nucleo. Todas essas questdes
requerem a visualizagdo detalhada das etapas que permeiam o processo de formagéo das
mesmas, exigindo ferramentas experimentais ainda ndo disponiveis (ROUKOS &

MISTELLI, 2014).
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1.5 Rearranjos Cromossomicos Aparentemente Equilibrados Associados a
Fenotipos Alterados

Quando um rearranjo cromossdmico se estabelece, pequenos desequilibrios
genémicos podem ocorrer mesmo em individuos com fendtipo normal, sendo as regides
dos pontos de quebra mais complexas do que o esperado (WATSON et al., 2014). Assim
sendo, o uso do termo aparentemente equilibrado é considerado o mais adequado para se
referir a esse tipo de alteracao.

Translocacdes aparentemente equilibradas (TAES) caracterizam-se pela troca de
segmentos entre cromossomos ndo-homalogos, sem que haja perda ou ganho de material
genético detectado por métodos de citogenética classica, como o bandamento GTG. Este
rearranjo ocorre esporadicamente na populacéo ou segrega-se em familias com frequéncia
aproximada de 1 em cada 600 nascimentos, e usualmente ndo acarreta nenhuma
consequéncia fenotipica aos seus portadores (JACOBS et al., 1992). Entretanto, em casos
mais raros, ja foram descritos rearranjos cromossomicos estruturais aparentemente
equilibrados relacionados a alterac6es fenotipicas. Os achados clinicos podem variar de
acordo com a regido e o cromossomo envolvido. Destacam-se entre os achados mais
frequentes, a infertilidade, o atraso de desenvolvimento (AD), a deficiéncia intelectual
(DI) e multiplas malformacdes congénitas (SCHLUTH-BOLARD et al., 2012; UTAMI
etal., 2014; ARISTIDOU et al., 2017).

A associacdo entre rearranjos cromossdmicos aparentemente equilibrados e
alteracOes fenotipicas tem uma frequéncia aproximada de 7% para 0s casos de novo,
podendo ser maior com o aumento do nimero dos pontos de quebra, como o que ocorre
em rearranjos cromossdmicos complexos (WARBURTON, 1991; MADAN et al., 1997).
Em casos de alteragbes cromossodmicas herdadas de individuos fenotipicamente normais,
0 risco para a prole apresentar alguma alteracdo de fendtipo, sendo portadora da mesma

anomalia cromossdémica, € muito baixo. No entanto, j& foram publicados trabalhos
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descrevendo este tipo de evento em pacientes aparentados (WENGER et al., 1995; RAO
etal., 2010; ARISTIDOU et al., 2017).

A teoria de que o fenotipo anormal observado em pacientes portadores de TAE
seja causado devido a disrupgdo génica tem se tornado predominante (SCHUTH-
BOLARD et al., 2012; UTAMI et al., 2014; SUZUKI et al., 2014; SCHUTH-BOLARD
et al., 2019). Fonseca e colaboradores (2013) relataram dois casos de translocacdes
aparentemente equilibradas envolvendo os cromossomos t(7;17) e t(7;20), em que o
mapeamento dos pontos de quebra revelou a ocorréncia de disrupcdo dos elementos
reguladores upstream a SOX9, sugerindo alteracdo da expressdo temporal ou espacial
desse gene, podendo ser a causa do desenvolvimento de displasia campomélica
acampomélica. Chen e colaboradores (2010), ao mapearem 0s pontos de quebra em
pacientes portadores de TAE, encontraram disrupcdo em trés genes candidatos ao
desenvolvimento de deficiéncia intelectual, considerados como possiveis causadores
desse fendtipo.

No entanto, além da disrupcdo génica, varios outros mecanismos ja foram
propostos como possiveis responsaveis pelos achados clinicos presentes em pacientes
portadores de TAE, tanto nos casos de novo, quanto nos casos familiais. O efeito de
posicdo, a dissomia uniparental e a penetrancia incompleta também ja foram considerados
(DUPONT et al., 2002; KLEINJAN &VAN HEYNINGEN, 2005; CALOUNOVA et al.,
2006; SCHLUTH-BOLARD et al., 2009). As TAEs podem levar, ainda, ao
desmascaramento de mutagdes com expressdo recessiva devido a dele¢des ocorridas no
cromossomo homologo envolvido no rearranjo, bem como a desequilibrios
submicroscépicos diagnosticados perto ou distante dos pontos de quebra, que podem ser
criticos para as alteracdes de fenotipo encontradas nesses pacientes (BUHLER, 1983;

SISMANI et al., 2008).



Introducdo- 36

Papadopoulou e colaboradores (2010) relataram um paciente diagnosticado
como portador de translocagéo aparentemente equilibrada 46,XY,t(9;15)(g31;926), que
apresentava deficiéncia intelectual, face dismorfica, hipotonia, além de malformacdes
cardiacas e renais. A investigacdo citogenémica feita por meio da Hibridacdo Genémica
Comparativa em microarranjos (array-CGH) detectou uma duplicacdo de
aproximadamente 5.8 Mb no brago longo do cromossomo 9 (9q34.1—9q34.3) e delegdes
em trés regides distintas do braco longo do cromossomo 15, além de uma inversao,
confirmada por FISH, em (15q21.1—15q21.2) possivelmente relacionadas com o
fendtipo do paciente.

Rearranjos cromossomicos aparentemente equilibrados podem ser observados
apenas pelo método do cari6tipo, contudo com resolucédo limitada. Diante disso, técnicas
de maior acuracia como a FISH e o array-CGH tém sido aplicadas para melhor
caracterizacdo desses rearranjos em pacientes com alteracfes fenotipicas (SISMANI et
al., 2008; BAPTISTA et al., 2008; SCHLUTH-BOLARD et al., 2012; SCHNEIDER et
al., 2015).

A maioria dos desequilibrios diagnosticados em rearranjos aparentemente
equilibrados sdo microdelecdes. Isto pode ser decorrente dos mecanismos de formagéo
dos rearranjos que, preferencialmente, levam a perda de material. Um outro fator a ser
considerado seria a menor patogenicidade das duplicacdes, que pode influenciar na
selecdo amostral dos estudos (REDIN et al., 2017).

Apesar das microdelec6es ou microduplicagdes ocorridas nas regides dos pontos
de quebra e juncdo figurarem entre as principais causas de alteracdo fenotipica em
pacientes portadores de TAE, a investigacdo global do genoma alcangada por meio da

técnica de array-CGH permite também o diagndstico de desequilibrios em cromossomos
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ndo relacionados aos rearranjos e que podem ser criticos para a alteragdo fenotipica desses
pacientes. Tais alteragdes sdo entdo classificadas como achados incidentais.

Estudos utilizando técnicas citogenémicas de alta resolucdo tém demonstrado
que alteracdes submicroscépicas podem ocorrer em aproximadamente 31% dos pacientes
portadores de rearranjos cromossémicos aparentemente equilibrados e fen6tipo anormal
(Tabela 1). Dentre eles, alteracOes relacionadas aos pontos de quebra foram encontradas
em aproximadamente 51%, sendo que que desequilibrios em cromossomos nao
envolvidos nos rearranjos podem estar presentes em 28% dos casos. Estudos
considerando apenas casos herdados sdo mais raros, mas também foram capazes de
identificar desequilibrios criticos, tanto nas regiGes dos pontos de quebra quanto em
outros locais do genoma, com uma frequéncia aproximada de 25% (TABET et al., 2015;
ARISTIDOU et al., 2017).

Além disso, é importante considerar a possibilidade de influéncia do efeito de
posicdo sob o fendtipo observado em pacientes portadores de rearranjos cromossémicos
aparentemente equilibrados, particularmente apds o screenning genémico nao ter
revelado a presenca de desequilibrios criticos ou a disrup¢do de genes nas regides dos
pontos de quebra. O efeito de posicédo, definido como um mecanismo que causa alteracao
da expressdo génica devido a mudanca de posicdo do gene dentro de seu ambiente
cromossémico, e ndo estando associado a mutacdo ou delecdo intragénica, pode estar
associado a alteracOes fenotipicas, principalmente devido a alteracdo da regido espacial
do gene em relacé@o a seus elementos reguladores. Exemplos do efeito de posicdo em
humanos ja foram descritos envolvendo varios genes e doengas genéticas, dentre eles
TWIST1 e PITX2 cujo translocacgdes e inversdes estdo associadas com a sindrome Saethre-
Chotzen (OMIM: 101400) e a sindrome de Axenfeld-Rieger do tipo 1 (OMIM: 180500)

(CAl et al., 2003; TREMBATH et al., 2004). Zapeda-Mendoza e colaboradores (2017)
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sugeriram 16 genes que poderiam potencialmente estar sob o efeito de posicéo,

responsaveis por alteracfes fenotipicas em 11 pacientes portadores de rearranjos

equilibrados.

Tabela 1: Frequéncia de desequilibrios submicroscopicos detectados por aCGH em portadores de
rearranjos aparentemente equilibrados e fenétipo anormal.

Desequilibrios

N° de Pacientes Desequilibrios . Desequilibrios
Plataforma de . em cis ao ~ )
Estudo aCGH Rearranjos | portadoresde | no ponto de onto de néo associados
estudados | desequilibrios quebra pquebra aos rearranjos
Grible et al. BAC PAC 3500
(2005) clones/array painting 10 4 1 1 2
De Gregory | 100 a4B/24aK
etal. (Agilent) 27 11 7 1 3
(2007)
Baptista et Sanger 30K Whole
al. (2008) | Genome Tile Path 14 4 3 0 1
Fantes et 1 Mb ‘Cyto Chip’
al. (2008) Blue Genome 46 6 3 3 0
Higgins et 2600 BAC
al. (2008) Arrays/244 (Agilent) 11 6 2 3 1
Sismani et 1 Mb ‘Cyto Chip’
al. (2008) Blue Genome 12 3 1 1 1
Schluth- .
Bolard et O"g("A‘g‘?I':r’]f)““K 33 16 7 4 5
al. (2009)
- 262K SNP, 238K
G;Jsg%rlsoet Styl SNP 9 7 2 2 3
al. (2010) (Affymetrix)
32K BAC, 105K ou
Feenstra et | 244K oligo (Agilent)
al. (2011) ou 250K SNP o4 15 11 1 3
(Affymetrix)
Tabet et al. SNP Array —
(2015) | BeadChip (Illumina) 18 4 3 0 1
S Genome Wide
S:mlzo(;]llft Human SNP array 15 3 1 0 2
al. (2017) 6.0 (Affymetrix)
SurePrint G3
Presente Human CGH
Estudo Microarray 12 3 1 1 1
2x400K (Agilent)
TOTAL 261 82 (31.4%) 42 (51.2%) 17 (20.73%) 23 (28.04%)
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Alteracbes cromossOmicas estruturais estdo potencialmente associadas ao
desenvolvimento de doencas genéticas devido a disrup¢do, inativacdo ou alteracdo da
dosagem génica. Mesmo rearranjos aparentemente equilibrados podem ser responsaveis
pela manifestacdo de fendtipos alterados como infertilidade, atraso de desenvolvimento,
deficiéncia intelectual e doengas neurocomportamentais (UTAMI et al., 2014).

Desde 1998, o Laboratorio de Citogenética do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo (HCFMRP-USP)
utiliza técnicas de citogenética classica e molecular no auxilio da defini¢do diagnostica
dos mais de 3.500 pacientes atendidos anualmente. Em média, sdo realizados 1.000
caridtipos anuais, sendo que em doze anos foram diagnosticados 405 rearranjos
cromossomicos estruturais (MARTELLI, 2010).

A associacdo da técnica de Hibridacdo Gendmica Comparativa por
microarranjos (array-CGH) as demais metodologias ja utilizadas por nosso grupo de
pesquisa ndo apenas aumentou o poder de deteccdo dos rearranjos cromossdmicos, bem
como promoveu a identificacdo e a caracterizacdo de material genético adicional,
cromossomos em anel e inversfes cromossdmicas, elevando os indices de diagndstico em
pacientes atendidos no servico de Genética Méedica do HCFMRP-USP (GOMES, 2014).

Tendo em vista a importancia da caracterizacdo gendmica de tais rearranjos para
elucidagdo diagnostica e maior conhecimento sobre os fatores envolvidos na correlagéo
cariotipo-genotipo-fenotipo, nossa proposta foi realizar a investigacdo citogendmica em
pacientes portadores de translocacdo aparentemente equilibrada e alteracéo fenotipica. A
alta resolucdo da metodologia empregada visa ndo apenas determinar se tais rearranjos
sdo realmente equilibrados ou ndo, bem como estabelecer a correlacéo entre o gendtipo e
o fenotipo dos pacientes nos quais foram diagnosticados desequilibrios gendmicos

submicroscépicos. Tal investigacéo é considerada essencial para a definicdo de riscos de
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recorréncia contribuindo com o aconselhamento genético e consequentemente melhor
assisténcia as familias.

Nossa hipdtese foi que a ocorréncia de desequilibrios genémicos, relacionados
ou ndo com regibes de quebras cromossdmicas, pudessem estar contribuindo para as
alteracOes fenotipicas detectadas em pacientes portadores de translocacdo aparentemente

equilibrada.






Objetivoy 43

11.1.Geral
O objetivo principal deste trabalho foi identificar e caracterizar desequilibrios
genémicos relacionados a alteracBes fenotipicas presentes em pacientes portadores de

translocacdo cromossdmica aparentemente equilibrada.

11.2.Especificos

1) Refinar a localizacdo dos pontos de quebra cromossémica e caracterizar as
alteracdes gendmicas diagnosticadas em pacientes portadores de translocagédo
cromossdmica aparentemente equilibrada, combinando técnicas de citogenética

molecular (FISH) e citogendmica (array-CGH).

2) Determinar se o rearranjo estrutural é realmente equilibrado ou se 0 mesmo
apresenta desequilibrios genémicos nas regides dos pontos de quebra cromossémica, por

meio da técnica de array-CGH.

3) Estabelecer a correlacdo entre os desequilibrios gendmicos detectados e as
alteracdes fenotipicas presentes em pacientes com translocacdo aparentemente

equilibrada.

4) Estabelecer correlacdo entre caridtipo, genotipo e fenétipo dos pacientes para
orientacdo diagndstica e maior conhecimento sobre o efeito da dosagem dos genes

mapeados nas regides de perdas e ganhos genémicos.
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Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética Molecular
Humana do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (FMRP-USP), em parceria com os Laboratérios de
Citogeneética do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(HCFMRP) e o Laboratério de Citogenética da Universidade de Alberta, em Edmonton

no Canada.

111.1 Casuistica

A amostra foi composta por 12 pacientes portadores de translocacao
cromossomica aparentemente equilibrada (TAE) que apresentavam alteracdes
fenotipicas, encaminhados ao Ambulatério de Genética Médica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (GEN3-HCFMRP-USP) para elucidagédo
diagnostica. A selecdo dos mesmos foi feita a partir do banco de dados de pacientes
atendidos pelo setor de Genética Médica do HCFMRP até o ano de 2017, baseando-se
em critérios clinicos e citogenéticos. Inicialmente foram selecionados 16 pacientes
portadores de rearranjos cromossémicos aparentemente equilibrados e achados clinicos
positivos, incluindo 12 casos de translocacdo e 4 casos de inversdo cromossomica.
Embora todos os pacientes tenham sido avaliados, optamos por incluir neste trabalho
apenas os casos de TAE.

Os pacientes e familiares foram informados e assinaram o0 termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1) referente a participagdo na pesquisa,
aprovada pela Comisséo de Etica em Pesquisa (CEP-HCRP n°7491/2015) (Anexo I1). A
avaliagéo clinica dos mesmos foi realizada no Ambulatorio de Genetica Medica (GEN-
3) por dois médicos geneticistas, sob supervisdo da Prof. Dra. Lucia Regina Martelli em

colaboragdo com os médicos assistentes e residentes do setor (Anexo Il1).
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O delineamento experimental buscou a correla¢éo entre o gendtipo e o fendtipo,
passando pelas etapas: A) selecdo das amostras composta por pacientes portadores de
TAE e alteracdo fenotipica; B) caracterizacdo genémica pelo método de array-CGH: C)
validacdo dos desequilibrios gendmicos considerados criticos para o fen6tipo de cada

paciente por meio da técnica de FISH.

111.2 Material

Foram coletadas duas amostras de sangue periférico de cada paciente:
a. Umaamostra de 5mL em tubo Vacutainer® contendo heparina sddica para
estudo citogenético convencional por bandamento GTG e estudo

citogenético molecular pela técnica de FISH.

b. Uma amostra de 5mL em tubo Vacutainer® contendo EDTA para

caracterizagdo gendmica por meio da técnica de array-CGH.

111.3 Métodos

111.3.1 Citogenética Classica
Técnica de Cultura Temporéaria de Linfécitos (MOORHEAD et al., 1960

modificada):

Uma aliquota de 500uL de sangue coletado foi cultivada em 5mL de meio RPMI
1640 (GIBCO®, Invitrogen) com L-glutamina suplementado com 2% de
fitohemaglutinina  (GIBCO®, Invitrogen), estreptomicina/penicilina  (GIBCO®,
Invitrogen) e 20% de soro bovino fetal (GIBCO®, Invitrogen) em estufa CO, a 37°C, por

72 horas. Quinze minutos antes de completar as 72 horas, foram adicionados na cultura
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0,3 mL de colchicina 0,0016% (SIGMA®), retornando a estufa até completar o tempo de
incubacéo.

Ao final do periodo de incubacdo (72h), o material foi centrifugado por 10
minutos a 120 x g e o sobrenadante descartado. Adicionaram-se 5 mL de solugéo
hipotonica (KCI 0,075M) a 37°C e o material foi homogeneizado e incubado em banho-
maria a 37°C por 25 minutos. Foram adicionadas 10 gotas de solugdo Carnoy (3 metanol
: 1 &cido acético) para interromper a a¢do da solugéo hipotdnica e ap6s homogeneizagéo,
os tubos foram novamente levados a centrifuga por 10 minutos a 120 x g. O sobrenadante
foi retirado e o material fixado pela adi¢cdo de 5mL de solucéo fixadora de Carnoy. O
material foi homogeneizado e mantido por 10 minutos em repouso a 25°C. Em seguida,
centrifugado por 10 minutos a 120 x g e o sobrenadante descartado. A etapa de fixacado
foi repetida mais duas vezes, sendo que da Gltima vez a concentracdo da solucéo fixadora
foi de 1 metanol : 1 &cido acético. Parte da suspenséo celular resultante foi utilizada para

a preparagéo das laminas e o restante mantido em freezer a — 20°C.

Técnica de Bandamento GTG (SCHERES, 1972):

Para obtencdo do bandamento GTG, as laminas preparadas a partir de suspensdo
celular, obtidas por meio da cultura temporaria de linfdcitos, foram mantidas a 25°C por
trés a cinco dias e mergulhadas em tripsina (DIFCO 1:250) diluida a 0,1% em tampao
fosfato (0,06M pH 6,8) por um a vinte segundos, dependendo do tempo de
envelhecimento da lamina. A acédo da tripsina foi neutralizada com agua destilada e, em
seguida, as laminas foram coradas com solucdo de Giemsa (MERCK®) (1:30) por 10
minutos. Foram analisadas 20 metafases de cada paciente para determinacao do cariotipo.
A analise microscopica foi realizada em microscopio Axio Imager.D2 (ZEISS®), em

objetiva plan APO 100x, acoplado ao sistema computadorizado de analise MetaSystems,
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utilizando-se o software IKAROS para analise do padrdo de bandas, montagem dos

cariotipos e documentagdo dos resultados.

111.3.2 Citogendmica
Extracdo de DNA
A extracdo de DNA foi realizada por meio do método MasterPure™Complete
DNA and RNA Purification Kit — Epicentre (US), a partir de 200pL de sangue total
coletado dos pacientes, seguindo as recomendacdes do fabricante. O material obtido foi

estocado a -20°C ap6s quantificacdo por NanoDrop, utilizando-se 2L de cada amostra.

Técnica de Hibridacdo Genémica Comparativa por Microarranjos (array-
CGH)

Para realizacdo da técnica de array-CGH foi utilizado o chip Human Genome
CGH Microarray Kit, 2x400K (Agilent®, USA). Essa plataforma possui 420.288 sondas
em regides ndo-variantes do genoma, com espacamento médio de 5,3kb, permitindo a
deteccdo de variacdes de nimero de cdpias (CNVs), bem como ganhos e perdas em todo
0 genoma. Nesta técnica, 0 DNA gendmico da amostra (DNA teste) e um DNA controle
(DNA referéncia), adquirido comercialmente, séo diferentemente marcados com as cores
azul e vermelha e hibridados em lamina contendo sondas que cobrem todo o genoma
humano.

A primeira etapa apos a extracdo e quantificacdo do DNA foi a de fragmentacao,
realizada com o kit Genomic DNA Enzymatic Labeling (Agilent®, USA). A solugéo de
digestdo foi preparada de acordo com as instru¢fes do fornecedor, para os DNASs dos
pacientes e seus respectivos controles, masculino e feminino, adquiridos da mesma
empresa (Agilent®, USA). A reacio de fragmentagio foi preparada contendo, além das

enzimas de restricdo Alu I (10 U/pL) e Rsa I (10U/uL), agua nuclease-free, tampdo 10x
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e BSA acetilado (10 U/pL). Foram adicionados 5,8L desta mistura a cada tubo de reagéo
contendo 20,2uL de DNA genémico, completando um volume de 26uL. As amostras
foram digeridas em termociclador segundo o protocolo: 37°C por duas horas, em seguida
a 65°C por 20 minutos para inativacdo enzimatica e entdo mantidas a 4°C até a finalizacéo
manual do programa. Para verificagdo do tamanho dos fragmentos gerados, utilizamos
2L de cada amostra em gel de agarose 2%, devendo apresentar entre 200 a 800 pb.

Na segunda etapa, foi realizada a marcagdo do DNA teste e do DNA controle
com os fluoréforos, Cyanine 3-dUTP (Cy3) e Cyanine 5-dUTP (Cy5). Inicialmente, foram
adicionados as amostras 5uL de random primer e novamente submetidas ao
termociclador, programado em dois passos: o primeiro de trés minutos a 95°C e o segundo
a 4°C até a finalizacdo manual do programa. O mix de marcacdo foi preparado contendo
agua nuclease-free, tampéao de reacdo 5x, dNTPs 10x e ExoKlenow, além dos fluor6foros
Cy5 e Cy3. Foram entdo adicionados 21uL do mix de marcacdo em cada um dos tubos de
reacdo contendo o DNA gendmico, totalizando um volume de 50uL cada. As amostras
foram levadas ao termociclador utilizando-se 0 mesmo programa da etapa de
fragmentacéo.

A terceira etapa foi a de purificacdo realizada com filtros Amicon 30kDa.
Primeiramente, foram adicionados a cada amostra, 430pL de TE 1x (pH 8.0). Os filtros
foram posicionados em tubos de microcentrifuga e carregados com DNA marcado. As
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 17.530 x g, em temperatura ambiente.
Apbs o descarte do filtrado, foram adicionados mais 480uL de TE 1x, repetindo a
centrifugacdo e o descarte do filtrado. O material retido, juntamente com o filtro, foi
vertido em novo tubo de microcentrifuga de 1,5mL e centrifugado por um minuto em
temperatura ambiente a 358 x g, para obter a amostra purificada. O volume de cada

amostra foi mensurado em pipeta e completou-se com TE 1x para um volume final de
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41ul. Cada amostra foi entdo quantificada em NanoDrop para determinacdo do
rendimento das cianinas. Finalmente, as amostras teste e controle, devidamente marcadas
com cyanine-5 e cyanine-3, foram combinadas em um Unico mix para analise genémica
comparativa.

A etapa seguinte foi a de preparagdo do DNA marcado para a hibridagdo. Nesta
etapa foi preparada uma solucéo de hibridagdo com 212,5uL de Cot-1 DNA (1,0mg/mL),
221pL de 10x aCGH Blocking Agent e 1.105pL de tampéo de hibridacdo 2x HI-RPM.
Um volume de 181pL foi adicionado em cada tubo contendo o0 DNA marcado totalizando
260uL. Ap6s homogeneizagdo por pipetagem, as amostras foram levadas ao banho seco
a 95°C por 3 minutos e a 37°C por 30 minutos.

A plataforma utilizada permite a realizacdo de dois experimentos por lamina.
Desta forma, na etapa de hibridacgéo, 245uL do mix de hibridagcdo misturados ao DNA do
paciente foram aplicados em cada um dos campos da laminula, que foi unida & lamina de
hibridacdo e envolvida por uma camara de vedagdo. A mesma camara foi colocada em
prateleira rotatoria em forno de hibridagédo a 67°C, 20 rpm, por 40 horas.

Na etapa seguinte, foram feitas as pds-lavagens. Inicialmente, Ildmina e laminula
foram separadas manualmente e mergulhadas em tampéo de lavagem Oligo aCGH | em
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas, sendo a primeira lavagem feita com
tampdo Oligo aCGH |, em temperatura ambiente por cinco minutos, com agitagdo
magnética. A segunda lavagem foi feita com o tampédo Oligo aCGH 2, a 37°C com
agitacdo magnética por um minuto.

Apos as lavagens, as laminas foram posicionadas no suporte SureScan para
serem escaneadas. Para 0 escaneamento das laminas de microarray, utilizou-se o Agilent
SureScan C Scanner G2505. O software “The Feature Extraction” v10.5, foi utilizado

para a analise das imagens.
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111.3.3 Metodologia de Analise

Os dados gerados foram interpretados com o auxilio do software CytoSure™ ogt,
desenvolvido pela Oxford gene technology®. Esse software permite a visualizacdo e
analise de alteracGes no numero de copias de diversas plataformas como array-CGH e
SNP-array, possuindo integracdo com bancos de dados externos, como o DGV, o
DECIPHER e o OMIM entre outros, fato que permite uma ampla analise dos resultados.

O software utilizado foi configurado com o Fast Adaptive States Segmentation
Technique (FASST2), com um limiar de significancia de 1.0E-5 e um espaco maximo
entre sondas adjacentes de 1.000 Kb. Sinais alterados incluiram trés ou mais sondas
adjacentes para serem considerados. Foi estimado para ganho, um limiar de 0,42; para
alto ganho, limiar de 1,14; para perdas -0,62; e para perdas em homozigose -1,1. A
interpretacdo dos resultados foi realizada por meio de pesquisa nos bancos de dados
online como o Genome Browser (GRCh37/hg19), o GeneCard, o DGV, o DECIPHER
v9.15, 0 OMIM e o PubMed.

As CNVs detectadas foram classificadas como: patogénicas; variantes de
significado incerto ou benignas, seguindo os critérios descritos por RIGGS et al. 2012.
Uma CNV é tida como patogénica majoritariamente se a regido incluir genes com funcgdes
ja bem estabelecidas que possam ter influéncia sobre o fenétipo observado e/ou se pelo
menos trés perdas ou duplicacBes ja tiverem sido relatadas em individuos ndo
relacionados apresentando fendtipo similar.

A CNV é classificada como de significado incerto majoritariamente se: a fun¢ao
dos genes dentro da regido ainda ndo estiver bem estabelecida; um unico relato de perda
ou ganho ja tiver sido relatado em um individuo com alteracdo fenotipica, ou se a mesma
alteracdo gendmica for encontrada numa série de individuos sem associagdo fenotipica

bem reconhecida.
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A CNV é reconhecida como benigna se perdas ou duplicacGes desta regido ja

tiverem sido relatadas em individuos com fenétipo normal.

111.3.4 Validacéo dos resultados

A validacdo das CNVs consideradas criticas para a manifestacdo fenotipica foi
realizada pela técnica de FISH.

Para a realizacdo desta técnica foram utilizadas sondas locus especificas (LSI)
ou sondas customizadas obtidas a partir de cromossomos artificiais de bactérias (BACs)
marcadas com fluorocromos distintos, a fim de identificar com precisdo as diferentes
alteracdes encontradas em cada paciente. As sondas BAC foram selecionadas a partir do
banco de dados UCSC Genome browser (GRCh37/hg19). Foram selecionadas as sondas
gue mostravam no minimo 98% de identidade em relacdo a regido de interesse no genoma
humano e 100% de especificidade, ou seja, ndo apresentavam hibridacdo cruzada com
nenhum outro cromossomo ou regido no mesmo cromossomo de interesse. As sondas
BAC utilizadas para validagéo dos rearranjos cromossomicos avaliados neste estudo estdo
listadas na Tabela 2.

Tabela 2: Sondas BAC utilizadas para a validacéo das delecdes diagnosticadas por
array-CGH no presente estudo

Paciente Sonda BAC Regido cromossémica Cor
4 RP11-916J15 10922.2 Vermelha
RP11-2C13 2033.1 Verde
6 RP11- 355J3 2024.2 Verde
3 RP11-452A20 3913 Verde
RP11-412B12 8p21.2 Vermelha

A técnica de FISH para a validacéo dos rearranjos foi aplicada de acordo com o
protocolo do fornecedor, com pequenas modificacdes. As laminas, contendo o material
bioldgico, foram envelhecidas por no minimo trés dias, em temperatura ambiente (25°C).

Ap0s esse periodo, foram incubadas em solucdo de 2xSSC a 37°C por 30 minutos. Em
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seguida, o material foi desnaturado em solugdo de formamida 70% a 76°C por cinco
minutos e desidratado em etanol 70%, 90% e 100% a 25°C, por um minuto. Apos secas
as laminas, foram entdo aplicados 10ul da combinacdo de sondas, previamente
desnaturadas a 76°C por 5 minutos. As laminas foram vedadas e a hibridagéo ocorreu em
ThermoBrite (Abbot Molecular®, USA) mantendo a temperatura de 37°C, por pelo menos
16 horas.

Apo6s hibridacéo, as laminas foram submetidas a lavagem em solucdo de
2xSSC/0,3% lgepal CA-630 (SIGMA®) a 76°C por dois minutos, coradas com solugdo
de DAPI/antifade 1:1 (Vector Laboratories CA, USA) e armazenadas a -20°C em
recipiente escuro, por no minimo duas horas antes da anélise. Foram documentadas 10
metafases analisadas em microscopio de fluorescéncia Axio Imager.D2 (ZEISS®),
objetiva Plan APO 100x, acoplado ao sistema computadorizado de anélise
(MetaSystems®, Germany), por meio do software ISIS. Os critérios para analise dos sinais

em células metafasicas foram os descritos por Bayani & Squire (2004).
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IV.1. Diagnéstico Citogenético

Os doze pacientes selecionados foram diagnosticados como portadores de TAE
e alteracbes fenotipicas que variavam entre: atraso de desenvolvimento e da fala,
deficiéncia intelectual, alteracbes de comportamento e dismorfias.

O diagnéstico citogenético, assim como 0s principais achados fenotipicos e o
mecanismo de heranca dos rearranjos cromossémicos estdo sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3: Caridtipo convencional, descricdo fenotipica e o tipo de heranga dos rearranjos
em 12 pacientes portadores de translocacdo aparentemente equilibrada

N° Diagnéstico Citogenético Principais achados clinicos Heranca
Atraso de desenvolvimento +
1 46,XY,1(4;5)(q33;q12) Doenca do no sinusal + Herdada

Cardiomiopatia hipertréfica
Atraso de desenvolvimento +
2 46,XY,t(10;17)(g26.1;921.1) Deficiéncia intelectual grave + Herdada
Convulsdes + Dismorfias
Alteracdo de comportamento
(Heteroagressividade) +
Dificuldade escolar + Alta
miopia
Atraso de desenvolvimento +
Deficiéncia intelectual +
4 46,XX,1(2;10;12)(933;0924,;924.3) Alteractes de comportamento + De novo
Dismorfias
Hipotonia + Atraso de
5 46,XX,t(5;18)(q15;p11.2) desenvolvimento + Deficiéncia De novo
intelectual + Dismorfias
Atraso de desenvolvimento +
Deficiéncia intelectual grave +
Alteragdes de comportamento +
Dismorfias
Atraso de desenvolvimento +
7 46,XXt(2;8)(q37;924) Deficiéncia intelectual + De novo
Dismorfias
Atraso de desenvolvimento +
8  46,XY,t(3;8)(q13.2;p21) Dismorfias De novo
Atraso de desenvolvimento +
9  46,XX,t(2;16)(p16;024) Deficiéncia intelectual + De novo
Dismorfias
Atraso de desenvolvimento e da
10 46,XX,t(X;4)(921;932) fala + Deficiéncia intelectual + De novo
Dismorfias
11 46,XY,1(1;11)(g31;p13) Genitalia ambigua *Indeterminada
Atraso de desenvolvimento +
12 46,XX,1(2;11)(p25;q13) Deficiéncia intelectual + **|ndeterminada
Dismorfias

*Pai indisponivel; **Um dos progenitores falecido.

3 46,XY,t(1;3)(g42;927) Herdada

6  46,XX,t(3;15)(g29;q15) De novo
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IVV.2. Diagnéstico Citogenémico

A avaliacdo citogendmica por array-CGH evidenciou que as translocacfes eram
realmente equilibradas em 10 casos, excluindo a presenca de alteracbes genémicas nas
regides dos pontos de quebra diagnosticados nesses dez pacientes.

Em dois casos, paciente 4 e paciente 8, correspondentes a 16,66% do grupo
amostral, foram diagnosticados rearranjos cromossoémicos ndo equilibrados, com
deteccdo de perdas gendmicas em regides correspondentes aos pontos de quebra da
translocacdo cromossémica.

Dois casos apresentaram ainda desequilibrios gendmicos possivelmente
associados aos achados clinicos: a mesma paciente 4 e a paciente 6 da Tabela 3, sendo
que a alteracdo genOmica evidenciada em P6 encontrava-se em uma regido néo

relacionada a translocacéo previamente detectada pelo cariétipo.

IV.2.1. Translocag6es ndo equilibradas

A paciente 4, portadora do caridtipo 46,XX,t(2;10;12)(g33;024;924.3),
apresentou uma microdelecdo de 140 Kb na banda 2g33.1, mesma regido de quebra
diagnosticada pelo cariotipo, envolvendo parte do gene PLCL1, considerada de novo, uma
vez que a validacdo por FISH ndo revelou perda dessa regido nos pais, conforme mostra

a Figura 6.
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Figura 6: (A) Perda de 140 Kb sobrepondo-se a regido 2933.1 diagnosticada em P4, mesma regido de
quebra sugerida pelo cariétipo, classificando o rearranjo como uma translocacdo ndo equilibrada. Imagem
obtida a partir do Software de anélise Ogt. (B-D) Validagdo por FISH utilizando-se a sonda BAC RP11-
2C13 (Spectrum Green) em associacdo com a sonda centromérica do cromossomo 2 (Spectrum Orange),
controle. (B) Célula metafasica apés aplicacdo da técnica de FISH em P4. A auséncia de sinal verde em um
dos cromossomos marcados confirma a ocorréncia de delecdo da regido 2g33.1 em P4. (C-D) Célula
metafasica da mée de P4 (C) e do pai de P4 (D) evidenciando a presenca de 2 sinais verdes e 2 sinais
vermelhos, excluindo a possibilidade de delecdo da regido 2933.1 nos pais da paciente, confirmando ser
esta uma alteracdo de novo. Imagens obtidas a partir da objetiva de 100x com auxilio do Software ISIS.
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O paciente 8, portador do caridtipo 46,XY,t(3;8)(q13.2;p21) (Figura 7), foi
diagnosticado com wuma perda em 3q13.12-q13.13 de 1.32 Mb arr[hgl9]
3013.12913.13(107016343-108335249)x1 incluindo 14 genes (DUBR; LOC649024;
CCDC54; BBX; LINCO00635; LINC00636; CD47; IFT57; HHLA2; HNRNPA1P17,
MYH15; RPL13P8; CIP2A; DZIP3) e uma perda de 129.83 Kb em 8p21.2 (arr[hgl9]
8p21.2(26261809-26391635)x1) que englobava os genes BNIP3L; LOC100289047;
PNMA2; DPYSL2. Ambas as alteracfes foram consideradas de novo, Figuras 8 e 9
respectivamente. Os diagndsticos citogenético e citogendmico de P8 foram entdo
definidos como: 46,XY,1(3;8)(q13.12;p21.2) e arr[hgl9] 3913.12q13.13(107016343-
108335249)x1;8p21.2(26261809-26391635)x1.

O fato dessas microdelecdes, diagnosticadas nos pacientes 4 e 8, ocorrerem nas
mesmas regides de quebras cromossémicas sugeridas pelos seus respectivos cariotipos,

permitiu classifica-las como translocacGes cromossémicas nao equilibradas.
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Figura 7: (A) Caridtipo por bandamento GTG do paciente 8 (P8) portador de translocacdo aparentemente
equilibrada envolvendo os pares cromossémicos 3 e 8 com diagndstico citogenético
46,XY,1(3;8)(q13.2;p21). As setas indicam as regides dos pontos de quebra. Imagem obtida a partir do
software Ikaros, objetiva de 100x (B-C) Fotos clinicas de P8 mostrando dismorfias craniofaciais.
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Figura 8: (A) Perda de 1.32 Mb sobrepondo-se a regido 3913.12-q13.13 diagnosticada em P8, mesma
regido de quebra sugerida pelo cariétipo, classificando o rearranjo como uma translocacéo néo equilibrada.
Imagem obtida a partir do Software de anélise Ogt. (B-D) Validacdo por FISH utilizando-se a sonda BAC
RP11-452A20 (Spectrum Green) em associacdo com a sonda centromérica do cromossomo 3 (Spectrum
Orange), controle. (B) Célula metafasica ap6s aplicagdo da técnica de FISH em P8. A auséncia de sinal
verde em um dos cromossomos marcados confirma a ocorréncia de delecéo da regido 3q13 em P8. (C-D)
Célula metafasica da mée de P8 (C) e do pai de P8 (D) evidenciando a presenca de 2 sinais verdes e 2 sinais
vermelhos, excluindo a possibilidade de delecdo da regido 313 nos pais do paciente, confirmando ser esta
uma alteragdo de novo. Imagens obtidas a partir da objetiva de 100x com auxilio do Software ISIS.
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Figura 9: (A) Perda de 129.83 Kb sobrepondo-se a regido 8p21.2 diagnosticada em P8, mesma regido de
quebra sugerida pelo caridtipo, classificando o rearranjo como uma translocagdo ndo equilibrada. Imagem
obtida a partir do Software de anélise Ogt. (B-D) Validagdo por FISH utilizando-se a sonda BAC RP11-
412B12 (Spectrum Orange) em associacdo com a sonda centromérica do cromossomo 8 (Spectrum Aqua),
controle. (B) Célula metafasica apds aplicacdo da técnica de FISH em P8. A auséncia de sinal vermelho em
um dos cromossomos marcados confirma a ocorréncia de delecdo da regido 8p21.2 em P8. (C-D) Célula
metaféasica da mae de P8 (C) e do pai de P8 (D) evidenciando a presenca de 2 sinais vermelhos e 2 sinais
azuis, excluindo a possibilidade de delecdo da regido 8p21.2 nos pais do paciente, confirmando ser esta
uma alteragdo de novo. Imagens obtidas a partir da objetiva de 100x com auxilio do Software ISIS.
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1V.2.2. Desequilibrios criticos

Adicionalmente, foram detectados desequilibrios genémicos considerados
criticos para a manifestacdo fenotipica em dois casos: um deles em regido proxima ao
rearranjo cromossémico, detectado na paciente 4, descrita acima com diagnostico de
translocacdo cromossdmica t(2;10;12)(g33;924;924.3) nao equilibrada, e o outro
detectado na paciente 6, com cariétipo 46,XX,t(3;15)(929;q15), este classificado como

achado incidental (Tabela 3).

Paciente 4 (P4)

Paciente do sexo feminino encaminhada para avaliacdo genético-clinica por
atraso na fala, evoluindo com deficiéncia intelectual associada a alteracbes de
comportamento, tanto auto quanto heteroagressividade, além de dismorfias craniofaciais
como frontal amplo, telecanto, filtro nasal curto, micrognatia, orelhas rodadas com cruz
da hélix horizontal, braquidactilia e encurtamento do quarto metatarso, representadas na

Figura 10.

Figura 10: Fotos clinicas de P4 evidenciando os principais achados clinicos. (A-B) Vista anterior e lateral,
evidenciando as dismorfias craniofaciais. (C) Imagem em destaque da orelha da paciente mostrando cruz
da hélix horizontal. (D) Vista posterior das méos indicando braquidactilia (E) Vista superior do pé
mostrando encurtamento do 4° metatarso.
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A avaliacdo citogenética por bandamento GTG revelou a presenca de
translocacéo complexa originada de novo com cariotipo,

46,XX,1(2;10;12)(933;924,924.3), conforme Figura 11.

éé O;Eg': / t 4. L)
AWM oM
n¢ . i -
TER TSR TAR VIR " SES N - O

1298 is a4y &4 55

20 21 22 X p i

Figura 11: Cariotipo por bandamento GTG da paciente 4 (P4) revelando rearranjo cromossomico
complexo inicialmente descrito como: 46,XX,t(2;10;12)(g33;024;924.3), as setas indicam as regides dos
pontos de quebra. Imagem obtida a partir do software lkaros, objetiva de 100x.

A investigacao citogenética molecular por FISH, utilizando-se a sonda de 4 cores
para avaliacdo de delecdo do gene PTEN (10g23) (PFR7032A — CymoGen) em
associacdo com a sonda especifica para regido subtelomérica do braco longo do
cromossomo 12 (LPT12QR - Cytocell), confirmou o envolvimento dos trés pares

cromossdmicos (2,10 e 12) no rearranjo conforme mostra a Figura 12.
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Figura 12: Metéfase da paciente 4 ap6s aplicacdo da técnica de FISH, utilizando-se a sonda quatro cores
para avaliacio do gene PTEN (regido 10923 - (PFR7032A — CymoGen) em associagdo com a sonda 12qter
(12924.33 — LPT12QR) marcada em vermelho. A seta amarela indica o cromossomo 2 derivativo com a
insercdo de 10923 e 12qter. A seta azul indica o cromossomo 10 com a delecdo de 10923, sendo observado
apenas o sinal rosa que se sobrepde ao centrdmero. As setas brancas indicam os cromossomos 10 e 12
normais, com as marcagdes rosa, verde, laranja e azul para o cromossomo 10 e vermelho para o
cromossomo 12. Imagem obtida a partir do software Isis, objetiva de 100x

A anélise citogendmica por array-CGH detectou uma perda de 233.88 Kb em
10922.2 arr[hg19] 10022.2(77437446-77671331)x1 confirmada por FISH (Figura 13).
Esta alteracdo, caracterizada como a menor delecdo intersticial envolvendo a banda
10g22.2 j& descrita na literatura até o momento, esté localizada aproximadamente 20 Mb
distante do ponto de quebra sugerido pelo cariétipo (10924) e engloba parte do gene

C10orfl11 (Figura 14).
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Figura 13: (A) Perda de 233.88 Kb sobrepondo-se a regido 10g22.2 diagnosticada em P4 envolvendo parte
do gene C10orfll. Imagem obtida a partir do Software Ogt. (B-D) Validacdo por FISH utilizando-se a
sonda BAC RP11- 916J15 (Spectrum Orange) em associacdo com a sonda centromérica do cromossomo
10 (Spectrum Green), controle. (B) Célula metafasica apds aplicacao da técnica de FISH em P4. A auséncia
de sinal vermelho em um dos cromossomos marcados confirma a ocorréncia de delecdo da regido 10922.2
em P4. (C-D) Célula metaféasica da mae de P4 (C) e do pai de P4 (D) evidenciando a presenca de 2 sinais
vermelhos e 2 sinais verdes, excluindo a possibilidade de delecdo da regido 10g22.2 nos pais da probanda,
confirmando ser esta uma alteracdo de novo. Imagens obtidas a partir da objetiva de 100x com auxilio do
Software ISIS.
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Figura 14: Mapa das dele¢des envolvendo a banda 10g22.2 descritas na literatura até 0 momento. A regido
hachurada em cinza demonstra a menor regido de sobreposi¢do entre 0s rearranjos previamente avaliados
por aCGH. Note que a perda diagnosticada em nossa paciente (P4) é a menor ja descrita e inclui apenas o
gene C10orf1l (barra vermelha).

A insercdo submicroscopica do cromossomo 10 em 2¢g33.1, mesma regiao
sugerida pelo cariotipo, levou a ocorréncia de uma segunda perda de regido genémica
diagnosticada nesta paciente. Esta perda, também confirmada por FISH, abrange o
intervalo de 140 Kb incluindo parte do gene PLCL1 arr[hgl9] 2933.1(198654736-
198794833)x1 (Figura 6). O estudo por FISH também demonstrou que ambas as
alteracdes descritas na paciente 4 eram de novo, conforme mostram as Figuras 6 e 13.

A aplicacdo da técnica de array-CGH permitiu a definicdo do diagnostico
citogenético: 46,XX,t(2;10;12)(q33.1;922.2;924.3) e citogenémico:

arr[hg19] 2933.1(198654736-198794833)x1;10022.2(77437446-77671331)x1 de P4.

Paciente 6 (P6)
O segundo desequilibrio genémico considerado critico para a manifestacao
fenotipica observada foi diagnosticado na paciente portadora do cariotipo
46,XX,t(3;15)(929;q15) (Figura 15A), que possuia atraso global de desenvolvimento

neuropsicomotor, evoluindo com deficiéncia intelectual grave e alteracbes de
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comportamento como baixa interacdo social e agressividade, além de outras dismorfias
como frontal amplo, enoftalmia com estrabismo, hipoplasia das falanges distais e prega

de hockey stick, conforme mostra a Figura 15 B-C.
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Figura 15: (A) Cariétipo por bandamento GTG da paciente 6 (P6) portadora de translocagéo aparentemente
equilibrada envolvendo os pares cromossomicos 3 e 15 com diagnostico citogenético
46,XX,1(3;15)(929;915). As setas indicam as regides dos pontos de quebra. Imagem obtida a partir do
software Ikaros, objetiva de 100x (B-C). Fotos clinicas de P6 mostrando dismorfias craniofaciais em (B) e
prega de hockey stick em (C).

A analise por array-CGH ndo revelou nenhuma alteracao nas regides dos pontos
de quebra cromossémica (3q;15q), entretanto, uma perda de 1.56 Mb na banda 2g24.2
arr[hgl9] 2024.2(161127069-162691169)x1 incluindo 12 genes (RBMS1; MIR4785;
LOC100419108; LOC100131736; TANK; PSMD14; LOC100506055; TBR1;
AHCTF1P1; LOC100132762; KRT18P46; SLC4A10) foi diagnosticada (Figura 16 A).
Esta alteracdo confirmada por FISH foi considerada de novo, uma vez que a mesma néo
foi detectada nos pais da paciente, conforme mostra a Figura 16 B-D. Tendo em vista que

tal desequilibrio considerado critico para o fen6tipo da paciente ndo esta relacionado aos
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cromossomos envolvidos no rearranjo mostrado a partir da analise do cari6tipo, esta
alteracéo foi classificada como um achado incidental.

A interpretacdo das técnicas utilizadas permitiu a definicdo dos diagnésticos
citogenético: 46,XX,t(3;15)(g29;915) e citogedmico:

arr[hg19] 20924.2(161127069-162691169)x1 da paciente.
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Figura 16: A: Perda diagnosticada em P6 na citobanda 2g24.2 englobando os genes (RBMS1; MIR4785;
LOC100419108; LOC100131736; TANK; PSMD14; LOC100506055; TBR1; AHCTF1P1;
LOC100132762; KRT18P46; SLC4A10). Imagem obtida a partir do software Ogt. (B-D): Validacdo por
FISH da alteracdo diagnosticada na probanda, mée e pai respectivamente, utilizando-se sonda BAC RP11-
355J3 (sinal verde) em conjunto com a sonda centromérica do cromossomo 2 (Cytocell-LPEO02R) (sinal
vermelho). Imagens obtidas a partir do software Isis, objetiva de 100x.
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Nos ultimos anos, devido ao crescente desenvolvimento das tecnologias para
avaliacdo gendmica, tem-se alcancado muito progresso na identificacdo de genes
candidatos para doencas relacionadas ao neurodesenvolvimento (UTAMI et al., 2014).

Desde a historica descoberta do gene causador da Distrofia Muscular de
Duchene (DMD; OMIM: 310200), a partir do mapeamento dos pontos de quebra em
mulheres portadoras de translocagdo X;autossomo (KENWRICK et al., 1987), é inegavel
que as alteracGes fenotipicas presentes em portadores de rearranjos cromossdmicos
equilibrados podem ser causadas pela disrup¢do de genes sensiveis a dosagem ou pelo
efeito de posicdo (LETTICE et al., 2011). Contudo, a possibilidade de desequilibrios
genémicos, proximos ou distantes as regides dos pontos de quebra, ndo deve nunca ser
excluida (GREGORY et al., 2007).

Dois grandes estudos realizados com pacientes portadores de atraso de
desenvolvimento descreveram a presenca de perdas e ou ganhos gendmicos
possivelmente relacionadas com o fendtipo em 15% dos casos, além de destacarem a
presenca de desequilibrios adicionais que coexistiam com sindromes de microdelecao
primaria em 10%, atuando como um fator aditivo para a manifestacdo fenotipica mais
acentuada (COOPER et al., 2011; GIRIRAJAN et al., 2012).

Gregory e colaboradores (2007) investigaram pacientes portadores de TAE e
fenotipo alterado e detectaram perdas gendmicas em 40% dos pacientes avaliados,
sugerindo que os efeitos fenotipicos sejam mais provavelmente causados pelas dele¢oes,
ao invés da interrupcao génica. Assim sendo, recomenda-se a triagem por CNVs com o
auxilio de técnicas gendmicas como primeiro passo na avaliacdo de pacientes portadores
de rearranjos cromossdémicos aparentemente equilibrados e alteragdes fenotipicas.

No presente estudo, a avaliagdo por array-CGH revelou desequilibrios

gendmicos considerados criticos em 2 dos 12 casos avaliados (16.66%). O primeiro foi
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diagnosticado proximo a regido rearranjada, enquanto o segundo foi classificado como
um achado incidental, oriundo de um cromossomo ndo previamente relacionado com o
rearranjo estrutural.

No primeiro caso (P4), diagnosticado como uma translocagdo complexa
aparentemente equilibrada envolvendo os pares 2, 10 e 12, foi encontrada uma delegéo
de 233.88 Kb no cromossomo 10, regido q22.2, englobando parte do gene C10orf11.

De acordo com a literatura, deleces intersticiais envolvendo a banda 10g22 sé&o
bastante raras e foram descritas até 0 momento em apenas 10 casos (COOK et al., 1999;
TZSCHACH et al., 2006; 2010; REDDY et al., 2011; GANNON et al., 2015; LEl et al.,
2016; PREIKSAITIENE et al., 2017; SHIMOJIMA et al., 2018; HERRIGES et al., 2019).
Os pacientes portadores dessa delecdo apresentam principalmente, atraso de
desenvolvimento e linguagem, deficiéncia intelectual, baixa estatura, hipotonia e
dismorfias craniofaciais como telecanto, hipertelorismo, estrabismo, narinas antevertidas
e orelhas baixo implantadas.

Nossa paciente é portadora da menor dele¢do intersticial envolvendo a banda
10922.2 até o0 momento e compartilha varios achados clinicos com os demais pacientes
previamente relatados na literatura. Estas alteracBes de fenotipo incluem: atraso de
desenvolvimento evoluindo para deficiéncia intelectual 10/10; atraso de linguagem 10/10
e alteracGes de comportamento 2/10, bem como outras anomalias menores como orelhas
rodadas posteriormente 3/10 e alteracfes dentarias 3/10.

Cook e colaboradores (1999) foram os primeiros a descrever um paciente
portador da delecdo intersticial 10g22-10g922.3, com caracteristicas fenotipicas como
atraso de crescimento e desenvolvimento, hipertelorismo ocular, orelhas rodadas
posteriormente, retrognatia e clinodactilia de 5° quirodactilo. A alteracdo diagnosticada

por bandamento GTG se estendia por toda a banda 10922 contendo aproximadamente
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11.4 Mb. Os outros 9 casos descritos foram caracterizados por array-CGH mostrando
delecdes que variavam em tamanho de 1.77 Mb a 10.4 Mb (LEl et al., 2016; SHIMOJIMA
et al., 2018). Apesar da extensa variacdo de tamanho, todos os pacientes descritos
compartilhavam varias das caracteristicas primeiramente descritas por COOK em 1999.

O caso mais recente de delegéo intersticial do cromossomo 10 envolvendo a
banda 10922 foi descrito por Herriges e colaboradores (2019), no qual um paciente
primeiramente diagnosticado com atraso global de desenvolvimento, hipotonia, baixa
estatura e dificuldades com a alimentacdo apresentava uma perda de 10.2 Mb que se
sobrepunha as bandas 10g21.3-22.2 envolvendo 92 genes.

Oito dos 10 casos descritos compartilham uma regido de perda de 754Kb se
sobrepondo a banda 10g22.2 (Figura 13). Tal regido comum inclui 8 genes codificadores
de proteinas (KAT6B, DUPD1, DUSP13, SAMD8, VDAC2, COMTD1, ZNF503 e
C100rf11), seis dos quais estdo descritos no banco de dados OMIM como possiveis
causadores de doencas (HERRIGES et al., 2019).

Pouco se sabe sobre a contribuicdo individual dos genes deletados dentro da
regido 10922 para os achados clinicos em humanos. No entanto, estudos realizados em
modelo animal mostraram que todos os oito genes deletados dentro dessa regido de
compartilhamento encontram-se evolutivamente conservados, sugerindo ter papel
importante durante o desenvolvimento (REN et al., 2009; DING et al., 2015). A perda do
gene Kat6b em ratos foi associada com baixo ganho pondero-estatural, malformagdes
craniofaciais, dificuldades com a alimentacéo, fechamento atrasado das suturas cranianas
e desenvolvimento anormal do cérebro (THOMAS et al., 2000; MERSON et al., 2006).

Em humanos, por sua vez, apenas dois desses genes (KAT6B e C10orfll) ja
foram associados a alteracdes de fenotipo. Sabe-se que 0 gene KAT6EB é expresso durante

todo o periodo de desenvolvimento do feto. A primeira associagdo desse gene com
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achados clinicos se deu a partir de sua interrup¢do devido a um rearranjo cromossémico
diagnosticado em um paciente com fen6tipo sugestivo da sindrome de Noonan (Noonan
syndrome-like phenotype) apresentando deficiéncia intelectual, baixa estatura,
microcefalia e dismorfias faciais (KRAFT et al., 2011). Mais recentemente, mutacoes
nesse gene foram associadas a fendtipos ja descritos na sindrome Genitopatelar (OMIM:
606170) e em uma variante da sindrome de Ohdo conhecida como sindrome de
Barber/Biesecker/Young-Simpson (OMIM: 603736) (CAMPEAU et al., 2012,
GANNON et al., 2015; VLCKOVA et al., 2015).

A perda do gene C10orfll, por sua vez, j& foi relacionada com o atraso de
desenvolvimento em pacientes com a delecdo 10g22. Tal proposta foi baseada na menor
regido de sobreposicdo entre os trés pacientes primeiramente descritos. Além disso, o
relato de um paciente com atraso de desenvolvimento neuropsicomotor, deficiéncia
intelectual grave e cariétipo 46,XY,t(10;13)(g22.3;p13) com interrupcdo do gene
C10orfl11, sugeriu que a haploinsuficiéncia desse gene contribuia para as alteracdes
cognitivas diagnosticadas em pacientes com a delecdo 10922 (TZSCHACH et al., 2010).

O gene C100rf11 foi pela primeira vez correlacionado com alteragdes cognitivas
a partir dessa publicacdo de Tzschach e colaboradores em 2010 e desde ent&o, apresenta-
se como um potencial candidato para alteracbes como atraso de desenvolvimento e da
fala, além de deficiéncia intelectual (LEI et al., 2016). Muta¢Bes nesse gene foram
também associadas ao albinismo (OMIM: 614537) (GRONSKOV et al., 2013). Quando
portadores desta condicédo, 0s pacientes apresentam principalmente, pele clara, nistagmo,
transiluminacdo da iris, fotofobia e cabelos claros.

Vale frisar, que apesar da variabilidade fenotipica resultante das particularidades
de cada caso, como diferentes tamanhos e contetdo génico, 9 dos 10 pacientes ja descritos

com alteracGes cognitivas e delecdo da regido 10922, incluem a perda de C10Oorfll
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(COOK et al., 1999; TZSCHACH et al., 2006; 2010; REDDY et al., 2011; GANNON et
al., 2015; LEI et al., 2016; PREIKSAITIENE et al., 2017; HERRIGES et al., 2019).
Ressaltamos que a dele¢do detectada em nossa paciente é a menor ja descrita na literatura
e inclui apenas o gene C10orfll, fato que corrobora com as especulacGes sobre o
envolvimento desse gene e as alteracfes cognitivas presentes em pacientes portadores da
delecdo 10g22. Estudos adicionais incluindo andlises funcionais desse gene sdo
necessarios para maiores esclarecimentos.

A anélise por array-CGH da paciente 4 também revelou uma perda de 140 Kb
diagnosticada em 2g33.1, mesma banda onde foi sugerido o ponto de quebra
diagnosticado pelo cariétipo devido a inser¢do submicroscépica da regido 10g23.31. Esta
segunda alteragdo encontrada em P4 inclui parte do gene PLCL1. Embora a literatura
ainda seja escassa com relacdo a este gene, sabemos que ele é predominantemente
expresso no cérebro atuando como um regulador dos receptores GABA, contribuindo
para a manutenc¢do da inibicdo sinaptica. Por esta razdo este gene tem sido associado a
algumas doengas como epilepsia e cancer, tanto em modelos animais como em humanos
(LIU et al., 2008; ZHU et al., 2012).

Em um estudo de associacgdo fenotipica (PheWAS) envolvendo 5049 pacientes,
Namjou e colaboradores (2014) sugeriram alta relagéo entre o gene PLCL1 e achados
descritos na paciente 4 de nossa amostra, como por exemplo atraso de desenvolvimento
e da fala. Contudo, ndo encontramos na literatura estudos relacionando essa delecdo ou
até mesmo outros mecanismos que pudessem levar a perda de fungdo desse gene com
alteracdes de quadro clinico.

Rearranjos cromossdmicos complexos constitucionais (RCC) como o aqui
descrito sdo raros, com aproximadamente 250 casos descritos até o0 momento

(ARISTIDOU et al., 2018). Estes caracterizam-se pelo envolvimento de pelo menos dois
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cromossomos e no minimo trés pontos de quebra (PAl et al., 1980). Sendo que um unico
cromossomo ainda pode apresentar mais de uma aberragdo, como por exemplo, uma
inversdo e uma translocacdo (GARDNER & SUTHERLAND 2004).

O fendtipo de portadores de RCC varia de normal a anormal, dependendo se tal
rearranjo causou disrupcéo de genes importantes, ou ainda, ganho ou perda de material
genético. De acordo com a literatura, 20 a 25% dos casos de RCC ocorrem em pacientes
com alteracgOes congénitas e/ou deficiéncia intelectual, sendo que a probabilidade de um
fendtipo anormal ocorrer aumenta com o numero de pontos de quebra associados a RCCs,
tanto de novo quanto herdados (PELLESTOR et al., 2011). O risco estimado de
abortamento para casais portadores de RCC é de 53.7% (GORSKI et al., 1988).

Os rearranjos cromossdémicos complexos sdo classificados dentro de 4 grupos (I-
IV) de acordo com o nimero de cromossomos e ou quebras envolvidas (MADAN, 2012).
A alteracdo descrita em nossa paciente foi considerada do tipo IV, uma vez que o nimero
de quebras é maior do que o nimero de cromossomos envolvidos e um dos cromossomos
apresenta um seguimento intermediario entre outros dois fragmentos provenientes de
cromossomos diferentes, ou seja, pelo menos um cromossomo derivativo é formado a

partir de 3 cromossomos distintos (Figura 17).
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Figura 17: Ideogramas mostrando os cromossomos envolvidos no rearranjo complexo diagnosticado em
P4. Estéo representados 0s cromossomos normais e derivativos 2 (Azul), 10 (laranja) e 12 (vermelho) (sem
escala). As linhas pontilhadas no cromossomo 10 indicam a dele¢do intersticial em 10 incluindo o gene
PTEN (10923.31) (Adaptado de ISCN 2016). Devido a presenca de um segmento intermediario, localizado
entre fragmentos de dois outros cromossomos diferentes, como representado no cromossomo derivativo 2
o rearranjo complexo foi classificado como de tipo IV.

Acreditamos que a presenca de LCRs também conhecidas como duplicac6es
segmentares (do inglés segmental duplications) localizadas proximas ao gene PTEN
(10923.3) (YOSHIMOTO et al., 2012) tenham tornado essa regido mais susceptivel a
ocorréncia de rearranjos cromossdémicos e portanto, contribuido para a instabilidade
genbmica diagnosticada em nossa paciente. Além disso, ndo descartamos a possibilidade
do efeito de posicdo envolvendo o gene PTEN ter também influenciado seu fenotipo.
Embora inicialmente descrito como um gene supressor tumoral, varios estudos vém
destacando a importancia de PTEN durante o desenvolvimento do cérebro, mostrando
também a sua importancia em varias doengas relacionadas ao neurodesenvolvimento
(WORBY & DIXON, 2014; KURATA et al., 2018; SHIOHAMA et al., 2018).

A segunda paciente (P6) em que a avaliacdo citogenémica detectou desequilibrio

critico para o fenotipo, foi primeiramente diagnosticada como portadora de TAE, sendo
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descrito o caridtipo 46,XX,t(3;15)(g29;915). A investigacdo por array-CGH ndo revelou
nenhuma alteracdo proxima aos pontos de quebra, sugerindo ser um rearranjo equilibrado.
No entanto, detectamos uma perda de 1.56 Mb no cromossomo 2, regido 24.2,
inicialmente n&do relacionada com o rearranjo e portanto, classificada como um achado
incidental. A regido deletada inclui 12 genes (RBMS1; MIR4785; LOC100419108;
LOC100131736; TANK; PSMD14; LOC100506055; TBR1; AHCTF1P1;
LOC100132762; KRT18P46; SLC4A10) dos quais dois, PSMD14 e TBR1 podem ser
relevantes para os achados clinicos da paciente.

Delecgdes intersticiais envolvendo a banda 2g24.2 sdo consideradas raras, sendo
descritas até 0 momento em apenas 18 casos (ONO et al., 2017; KAROGLAN et al.,
2019). Os achados clinicos que acometem tal alteragdo sdo variaveis, incluindo
deficiéncia intelectual, alteragdes de comportamento, baixa estatura, microcefalia entre
outras dismorfias (KREPISCHI et al., 2010; MAGRI et al., 2011; TRAYLOR et al., 2012
PALUMBO et al.,2014; KAROGLAN et al., 2019).

Chen e colaboradores (2010) foram os primeiros a sugerir que delecbes
envolvendo a banda 2924.2 pudessem estar relacionadas com a deficiéncia intelectual, e
desde entdo varios outros casos foram relatados. Devido a variacdo de tamanho e
diferentes localizacbes dessas delecdes, € dificil estabelecer um Unico gene ou um
conjunto de genes que possam ser responsaveis pelo fendtipo caracteristico observado em
pacientes com delecdo em 2g24.2.

Ao descrever uma perda de 422 Kb incluindo apenas os genes TANK, PSMD14
e TBR1, Burrage e colaboradores (2013) sugeriram que a ocorréncia de achados comuns
em pacientes diagnosticados com esta delecdo, como atraso de desenvolvimento,
deficiéncia intelectual e baixa estatura pudessem estar diretamente relacionados a

haploinsuficiéncia desses 3 genes. Os autores enfatizaram ainda, que o candidato mais
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plausivel para a deficiéncia intelectual seria 0 gene TBR1 seguido por PSMD14 e por
ultimo TANK. Esta hipétese foi mais tarde corroborada por Palumbo e colaboradores
(2014) ao descreverem um paciente com deficiéncia intelectual, atraso de crescimento e
algumas dismorfias, relacionadas a dele¢do exclusiva do gene TBR1.

O gene TBR1 (OMIM: 604616) € membro de uma familia de genes conservados
que exercem importante funcio na corticogénese (BEDOGNI et al., 2010a). E também
conhecido por compor vias que desempenham papel relevante para o desenvolvimento e
migracdo neuronal (PAX6-TBR2-NEUROD-TBR1; CASK-TBR1-RELN) (HEVNER et
al, 2006; MENDEZ-GOMEZ et al., 2011). Mutagdes nesse gene em humanos ja foram
associadas com alteraces cerebrais ocorridas durante o desenvolvimento embrionério
(MITCHELL et al., 2003), bem como com doencas relacionadas ao impedimento da
migracao neuronal (HONG et al., 2000).

TBR1 também ja foi sugerido como gene candidato para autismo, uma vez que
0 nocaute desse gene em camundongos ndo apenas confirmou sua importancia durante os
primeiros estagios de desenvolvimento do cortex, mas também levou a alteragcdes de
comportamento que se assemelhavam aos encontrados em pacientes com TEA, como
baixa interacdo social e reducgéo da vocalizacdo (BEDOGNI et al., 2010b; NAGAMANI
etal., 2013; LEE et al., 2015). A hipdtese de que alteragdes no gene TBR1 pudessem ter
um papel relevante em pacientes com autismo se fortaleceu ainda mais a partir do estudo
publicado por Notwell e colaboradores (2016). Apds realizar uma série de anélises
funcionais, os autores concluiram que varios dos genes ja correlacionados com TEA,
incluindo AUTS2, sdo regulados por TBR1 durante o desenvolvimento do neocortex.

O entrelagcamento de tais evidéncias, tanto funcionais quanto clinicas e

moleculares, confirmam o papel de TBR1 no desenvolvimento neurologico humano.
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Sendo assim, é possivel correlacionar a haploinsuficiéncia desse gene com o fenétipo de
deficiéncia intelectual em pacientes portadores de delecdo envolvendo a banda 2g24.2.

O gene PSMD14 (OMIM: 607173) ja foi considerado como um possivel
candidato para o fenotipo de baixa estatura em portadores de tal delecéo, visto que em
linhagens celulares de carcinoma e até mesmo em tecidos ndo tumorais, o silenciamento
desse gene resultou em aumento da senescéncia e parada do ciclo celular (BYRNE et al.,
2010). Com base nesses dados de comprometimento da mitose foi sugerido um vinculo
entre a haploinsuficiéncia de PSMD14 e os defeitos de crescimento observados em alguns
pacientes com a delecdo 2g24.2 (BURRAGE et al., 2013; YOKOYAMA et al., 2014).

Este mesmo gene também foi proposto como um possivel candidato para
deficiéncia intelectual em pacientes com perda dessa regido, uma vez que quando
silenciado em linhagens de células nervosas, culminou em apoptose de neurdnios pos-
mitéticos (STAROPOLI & ABELIOVICH, 2005). Este fato levou alguns autores a
sugerirem uma possivel relacdo entre PSMD14 e doencas neurodegenerativas como
Alzheimer e Parkinson (GALLERY et al., 2007; PUTHIYEDTH et al., 2016).

Em relacdo a perda de 1.32 Mb sobrepondo-se a regido 3q13.12-q13.13,
diagnosticada no paciente 8 (Tabela 3), optamos por néo classifica-la como um achado
critico, uma vez que nédo foi estabelecida uma relacdo direta entre a funcdo até entdo
conhecida para os genes situados dentro da regido de perda e o fenétipo do paciente. Sabe-
se, entretanto, que delecdes intersticiais envolvendo a regido proximal do brago longo do
cromossomo 3 séo bastante raras, descritas até 0 momento em poucos pacientes. O banco
de dados DECIPHER mostra 18 casos em que a regido de perda se sobrepGe a do nosso
paciente, variando em tamanho de 504 Kb a 24.13 Mb. Catorze delas foram classificadas

como variantes de significado incerto.
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De acordo com a literatura, dele¢fes diagnosticadas na banda 3913.31 e,
portanto, préximas a que nés descrevemos, podem predispor a fendtipos como atraso de
desenvolvimento e deficiéncia intelectual, atraso de linguagem, autismo e até mesmo
transtornos de deéficit de atencéo e hiperatividade (MOLIN et al., 2012; VUILLAUME et
al., 2013; LOWTHER et al., 2014). Dessa forma, ndo descartamos a possibilidade de que
a delecdo diagnosticada em nosso paciente possa ter contribuido para o fen6tipo por meio
de outros mecanismos moleculares como, por exemplo, o efeito de posigéo.

No que diz respeito a deteccdo de CNVs, varios outros estudos ja encontraram
alteracbes nem sempre proximas as regides dos pontos de quebra, consideradas criticas
para o fendtipo dos pacientes (HIGGINS et al., 2008; TABET et al., 2015; MANDAL et
al., 2016; ARISTIDOU et al.; 2017). Segundo Higgins e colaboradores (2008) é possivel
que tais desequilibrios diagnosticados em cromossomos ndo relacionados com o
rearranjo, como o observado na paciente 6, ndo tenham realmente nenhuma relacdo com
a alteracdo cromossdmica em questdo, ou reflitam mecanismos mais complexos de
instabilidade gendmica, podendo promover tanto efeitos intercromossémicos quanto
delecBes intracromossdmicas. Enquanto que as CNVs detectadas dentro ou proximas as
regibes rearranjadas, como a que demonstramos nos pacientes 4 e 8 deste estudo, podem
ocorrer durante a formacgdo dos rearranjos cromossémicos ou, ainda, ser reflexo da
diferenca de resolucdo entre as técnicas utilizadas.

De acordo com a anélise realizada a partir do banco de dados DGV, todos 0s
demais desequilibrios genébmicos diagnosticados nos pacientes avaliados, se sobrepdem

a regides de CNVs ndo patogénicas e, portanto, consideradas variantes da normalidade.
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Vale ressaltar que embora 0os métodos empregados neste estudo apresentem alta
resolucdo gendmica, eles ndo sdo capazes de caracterizar alteracfes a nivel molecular, e
podem falhar na identificacdo de desequilibrios que incluam poucos pares de bases
(CHEN et al., 2010; LE SCOUARNEC & GRIBLE, 2012). Diante de tal limitacdo, ndo
descartamos a possibilidade de que alteragdes menores do que as que fomos capazes de
identificar ou até mesmo neutras estejam de alguma maneira influenciando o fendtipo
observado nos pacientes que tiveram a avaliagdo gendmica por array-CGH considerada
normal.

Assim como 0 nosso, outros trabalhos que buscaram mapear os pontos de quebra
em rearranjos cromossOmicos aparentemente equilibrados associados a fenotipos
alterados, também ndo encontraram desequilibrios considerados criticos a partir da
avaliacdo prévia por métodos citogenémicos. Contudo, o emprego de técnicas com
resolucdo em nivel de pares de base foi capaz de evidenciar alteracdes na estrutura de
genes possivelmente relacionados com o fendtipo descrito em cada caso (SCHUTH-
BOLARD et al., 2012; UTAMI et al., 2014; SCHNEIDER et al., 2015; ARISTIDOU et
al., 2017). Deste modo, o sequenciamento de nova geracdo (NGS) tem se tornado um
importante aliado no mapeamento das variagdes gendmicas estruturais. Por ser capaz de
identificar mesmo alteracfes neutras com inigualavel resolucdo, o NGS é considerado
hoje, um grande facilitador na identificagdo dos mecanismos e genes candidatos ao
desenvolvimento de doengas genémicas (SCHLUTH-BOLARD et al., 2012; SUZUKI et
al., 2014; UTAMI et al., 2014).

Um recente trabalho publicado por Schluth-Bolard e colaboradores (2019)
demonstrou que 89% dos pacientes avaliados eram portadores de variagGes estruturais
criticas, nao detectaveis por array-CGH. A partir da utilizacdo da técnica de NGS os

autores foram capazes de evidenciar, ainda, que o nivel de complexidade dos rearranjos
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era muito maior que o esperado, aumentando o nimero dos pontos de quebra detectados
em 83.2%. Um outro estudo realizado em larga escala, também utilizando plataformas de
NGS mostrou que em 93% dos casos a quebra cromossomica ocorreu em localizagOes
diferentes das diagnosticadas pelo caridtipo, variando em pelo menos uma sub-banda
(REDIN et al., 2017).

Diante de tais achados, reforca-se a necessidade do emprego de técnicas com
resolucdo molecular na investigacdo de pacientes portadores de TAE e anormalidades
fenotipicas.

Dentro deste contexto, tem se dedicado muito esforco no aprimoramento de
técnicas que possam combinar alta resolucéo e baixo custo, a fim de implementa-las como
0 primeiro teste a ser empregado no rastreio de alteracbes gendmicas em pacientes
portadores de deficiéncia intelectual e ou alteracfes congénitas, bem como aqueles
portadores de doencas relacionadas ao neurodesenvolvimento (DONG, et al., 2018;
SCHUTH-BOLARD et al., 2019).

Um estudo utilizando uma nova ferramenta analitica foi capaz de identificar oito
portadores de rearranjos cromossomicos aparentemente equilibrados (4 translocacgdes e 4
inversdes) em amostras que compde o projeto 1000 genomas, que ndo haviam passado
por uma andlise citogenética prévia (http://www.internationalgenome.org/data/).
Segundo os autores do estudo, tais resultados demonstram mais um passo dado para o
emprego em larga escala da técnica de sequenciamento em pacientes portadores de

alteracdes fenotipicas (DONG et al., 2017).
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% A investigacdo citogendmica realizada por técnica de array-CGH permitiu a
deteccdo de perdas gendmicas em dois pacientes com diagnostico citogenético de
translocacéo cromossdmica equilibrada, estabelecendo assim o diagndstico definitivo e o

aconselhamento genético para esses pacientes.

% A avaliagdo por array-CGH demonstrou que dez dos doze pacientes avaliados
eram portadores de translocacdes realmente equilibradas, uma vez que nédo foram
diagnosticados desequilibrios genémicos nas regides dos pontos de quebra

cromossémica.

% A andlise por array-CGH permitiu a identificacdo de CNVs possivelmente
relacionadas com o fendtipo em dois dos doze pacientes avaliados, totalizando 16,66%

do niimero amostral.

< A alteracdo genémica caracterizada como perda de 233.88 Kb na regido 10q22.2

e envolvendo o gene C100rf11, foi correlacionada com alteragGes cognitivas.

% A perda gendmica de 1,5Mb, correspondente a banda 2g24.2, envolvendo os
genes PSMD14 e TBR1, foi correlacionada com o fendtipo de baixa estatura e

deficiéncia intelectual, respectivamente.
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Apéndice |
Citogenética Classica
Caridtipo por bandamento GTG de todos os pacientes avaliados, evidenciando as

translocagOes aparentemente equilibradas.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1)

- S50
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USP - RIBEIRAO
4 :

assisténcia - ensino pesquisa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Estamos convidando vocé a participar de um projeto de pesquisa do Departamento de Genética da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP, intitulado “CARACTERIZACAO GENOMICA DE REARRANJOS
CROMOSSOMICOS”, que tem como pesquisadores responsaveis Tatiana Mozer Joaquim e Profa. Dra. Lucia Regina
Martelli (CREMESP 40.569). O objetivo deste estudo é avaliar a constituicdo genética do paciente para podermos
explicar seus sintomas.

Para isso, sera necessaria a coleta de uma amostra de sangue de aproximadamente 5mL, utilizando uma agulha fina,
0 que pode causar desconforto, dor local e raramente, uma marca roxa que desaparecerd com o tempo, sem nenhum
risco para a salde. O material genético extraido da amostra permitira avaliar todos os cromossomos (constitui¢do
genética) do paciente e se as mudangas encontradas podem explicar os sinais e sintomas apresentados. O material
coletado serd utilizado exclusivamente para esse projeto sendo descartado apds o termino da pesquisa.

Sua participagdo neste estudo ndo envolveré teste de novos procedimentos ou tratamentos, portanto sua satide fisica
ndo sofrerd nenhum risco.

Informamos que:

1. Sua participacéo é espontanea e opcional;

2. Caso vocé decida ndo participar, ou desista de participar da pesquisa a qualquer momento, vocé ndo perdera
nenhum beneficio ou tratamento que estiver fazendo neste Hospital;

3. Vocé estara colaborando para aumentar nosso conhecimento sobre as alteragdes cromossémicas e sua relagdo com
caracteristicas clinicas;

4. Para preservagdo de anonimato, os participantes serdo identificados apenas por nimeros e todas as informacoes
coletadas serdo mantidas em absoluto sigilo;

5. Voceé receberd uma via deste Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) devidamente assinada pelo
participante e pelo pesquisador responsavel;

6. A participagdo ndo trara nenhum beneficio direto para sua satde.

Caso haja qualquer duvida, vocé podera entrar em contato com os pesquisadores responsaveis pelos telefones (16)
3315-3081 (laboratdrio), 3602-2598 (secretaria), ou com Tatiana pelo telefone (16) 982562652.

Declaro que concordo com as condi¢fes que me foram apresentadas e aceito participar do referido projeto.

Ribeirdo Preto, de de20 .
Nome do Paciente ou responsavel Assinatura do paciente ou responsavel
Ribeirdo Preto, de de20 .

Nome do Pesquisador responsavel Assinatura do Pesquisador responsavel
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Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP-HCFMRP) (Anexo 11)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA ‘o b g

DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO gprp-usp

RIBEIRAO PRETO

Ribeirao Preto, 03 de setembro de 2015

Oficio n° 3150/2015
CEP/MGV

Prezadas Senhoras,

O trabalho intitulado “CARACTERIZACAO GENOMICA DE
REARRANJOS CROMOSSOMICOS” - Versdo 3, de agosto de 2015, foi analisado
pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua 414* Reunido Ordinaria realizada em
31/08/2015 e enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - Versao 3, de 28/08/2015, de acordo com o
Processo HCRP n® 7491/2015.

De acordo com Carta Circular n° 003/2011/CONEP/CNS, datada
de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso,
devera rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —
TCLE - apondo sua assinatura na ultima do referido Termo; o pesquisador
responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na ultima pdgina
do referido Termo.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional de
Harmonizagdo de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolugdo n® 466/ 12
CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o Relatério
Parcial e o Relatério Final da pesquisa.
Atenciosamente.
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Descric¢éao Clinica dos pacientes avaliados (Anexo 111)

Paciente 1: GTG - 10852261

Identificacdo: GTG, 10 anos, natural e procedente de Matdo (SP), estudante do 5° ano,
iniciando alfabetizacéo

Historia Médica Atual: Escolar encaminhado ao Servico de Genética Médica do
HCFMRP aos 10 anos através de Pedido de Intercorréncia da Cardiologia Infantil por
bradiarritmia com presenca de pré-excitacdo ventricular associada com miocardiopatia
hipertréfica concéntrica e simétrica de ventriculo esquerdo, associada com dificuldade
escolar e dismorfias craniofaciais. Mé&e referiu que aos 5 meses de vida do probando, foi
percebido sopro cardiaco. Foi avaliado por cardiologista que solicitou exame
complementar (ecocardiograma) que foi normal. Cerca de 3 meses ap6s, evoluiu com
“crise convulsiva” que se caracterizava por parada comportamental evoluindo com perda
de consciéncia e movimentos ténico-clonicos. Realizou RNM de cranio que foi normal e
EEG alterado, sendo iniciado medicacdo anticonvulsivante (Carbamazepina) e notado
nesse periodo a bradicardia, sendo entdo encaminhado para avaliagdo no HC. Durante
investigacdo neste hospital, descartado epilepsia e notado dificuldade escolar e
dismorfias.

Histéria Pré-natal: sem intercorréncias

Histéria Obstétrica: Mde G3P2(N1C1)Al, RNPNAT, Pn: 30059 (p25/50); C: 47cm
(p10/25); PC: 35cm (p75/90) , alta com 2 dias de vida, sem intercorréncias.

Teste do pezinho: Normal

Desenvolvimento Neuropsicomotor: M&e ndo soube precisar antecedentes, porém
refere que ndo houve diferencas em comparagdo com a irmé do probando.

Histdria Patoldgica Pregressa: Ablacdo de via postero septal direita em 27/9/2011 em
outro servico.

Histéria Familiar: Pais ndo consanguineos

B1, dificuldade escolar

C1, portadora de translocagéao equilibrada 4;5

Al, probando, filho do segundo relacionamento materno
A2, meio-irma, feminino, higida

B2, morte subita com idade entre 50-60 anos

Avb materno com problemas psiquiatricos

Exame Fisico:
1. Antropometria (10 anos):
Estatura: 144,5cm (p75)
Peso: 35,6 kg (p75)
PC: 51 cm (p10)
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IC: 0,93

2. Exame Dismorfologico: Braquicefalia, discreto sobredobramento de hélices
bilateralmente, cilios longos, sobrancelhas espessas, discreta retrognatia,
baixa implantacdo capilar anterior, hipoplasia de aletas nasais, postura
cifética, diastema, clinodactilia distal discreta de 5° QRD, frouxidao articular.

Exames Complementares:

1. Caridtipo: 46, XY,t(4;5)

2. CPK: 198 (VR: 24 — 195 U/L)/ repetida: 235

3. Atividade da beta galactosidase (DBS): 16,77 (VR: maior que 6
micromol/L/h)
Atividade da alfa glicosidase (DBS): 4,2 (VR: maior que 3,5 micromol/L/h)
ENMG: Normal
Atividade da LIPA: 0,50 (VR: 0,37 — 2,30 nmol/punch/h)
Lactato esforgo: 1,8 (vr: 0,5 - 2,0)
RNM cardiaca: Discreto espessamento do VE com discreta hipocinesia
septal

S

Paciente 2: GRF - 0813910E

Identificacdo: GRF, 12 anos, natural de Santo Expedito e procedente de Presidente
Prudente (SP)

Hipotese Diagndstica: Alteracdo estrutural cromossdmica aparentemente equilibrada
herdada paternalmente (translocacdo 10;17), com crises convulsivas de dificil controle
(Sindrome de West) evoluindo com regressao neurolégica.

Histéria Médica Atual: Probando encaminhado para avaliacdo pelo Servi¢o de
Neurologia Infantil do HCFMRP aos 3 anos e 6 meses por regressdo neuroldgica e
hipotonia global ap6s quadro de crises convulsivas de dificil controle. Apds excluséo de
acidemia orgéanica foi encaminhado para avaliacdo genético-clinica deste mesmo hospital.
Crises convulsivas descritas como espasmos com cerca de 30 episodios/dia, com duragédo
aproximada de 5 minutos e sem liberacdo esfincteriana. Realizou EEG evidenciando
hipsiarritmia.

Historia Pré-Natal: Méae referiu 2 episodios de sangramento transvaginal. Primeiro, no
6° més de gestacdo e segundo no 8° més, mais intenso.

Historia Obstétrica: Mde G5P4A1, RNPCAT, Parto cesarea por placenta prévia. Nasceu
no Hospital Sino Brasileiro de Osasco, Pn: 3695¢g (p75/90); C: 49 cm (p50/75), APGAR:
8/9. Recebeu alta em 3 dias sem intercorréncias

Teste do Pezinho: Normal

Desenvolvimento Neuropsicomotor: Normal até inicio de crises convulsivas
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Historia Patoldgica Pregressa: Orquidopexia a direita e herniorrafia E aos 3 anos;
trauma em Membro inferior direito

Historia Familiar: Pais ndo consanguineos

B1, 38 anos ao nascimento do probando, portador de alteracéo estrutural cromossémica
equilibrada 46,XY,1(10;17)(q26;921)

C1, 37 anos ao nascimento do probando, higida

A2, 46, XY

A3, 46,XX,1(10:17)(q26;921)

A4, Abortamento de 1 trimestre

Al, probando, 46,XY,1(10;17) (q26;921), com crises convulsivas de dificil controle

Exame Fisico:
1. Antropometria (4 anos e 3 meses)
Estatura: 110 cm (p75-90)
Peso: 15,8kg (p10)
PC: 47cm (< 2DP)

2. Exame Dismorfoldgico: Microcefalia, sinofre discreta, telecanto, epicanto
bilateral, palato alto, raiz nasal baixa com narinas antevertidas, fenda
palpebral obliqua para cima, palato alto com incisivos centrais grandes e com
diastema, frouxiddo articular e pads fetais.

Exames Complementares:

BERA: Normal

Oftalmogenética: Normal

Cromatografia de Acidos Organicos na Urina (2008): Normal
TEIM: Normal

Dosagem de Beta glicosidase: Normal

RNM de cranio: Normal

Eletroforese de Hemoglobina: Normal

US de abdomen: Normal

LNk~ wWNE

Paciente 3: GLN - 0695541K

Identificacdo: GLN, 13 anos, natural e procedente de Sao Sebastido do Paraiso (MG),
estudante do 6° ano.

Historia Médica Atual: Paciente encaminhado para avaliacdo pelo Servico de Genética
Médica do HCFMRP aos 8 anos de idade por ADNPM evoluindo com dificuldade escolar
e dismorfias.

Historia Preé-natal: Mae referiu complicagbes associadas com gestacdo gemelar.
Gestacdo por técnica de fertilizacdo in vitro (FIV) por histérico de vasectomia do esposo.
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Histdria Obstétrica: Mae G1P2A0, RNPCPTGemelarA, parto cesarea pré-termo com 6
meses de gestacdo por sofrimento fetal agudo. Pn: 1140g (<p10); C: 38 cm (p10); Alta
apos 30 dias de nascimento.

Teste do pezinho: Normal

Desenvolvimento Neuropsicomotor:
Primeiras palavras com mais de 2 anos de idade; Controle esfincteriano com mais de 5
anos

Historia Patolégica Pregressa: Historico de 1 crise convulsiva febril; Historico de
parada cardiorrespiratoria mal caracterizada.

Historia Familiar: Pais ndo consanguineos

B1, 40 anos ao nascimento do probando, higido, 46, XY [11]

C1, 30 anos ao nascimento do probando, higida.

Gemelar A, probando, com alteracdo estrutural cromossdmica aparentemente equilibrada
“de novo” com ADNPM e dismorfias.

Gemelar B higido, 46,XY,(inv)(9)

Exame Fisico:
1. Antropometria (13 anos):
Estatura: 144,5 cm (p10)
Peso: 30,7 kg (<p3)
PC: 53 cm (p25/50)
IC: 0,8

2. Exame Dismorfologico: Cranio braquicefalico, Face plana e triangular,
hemangioma plano em glabela, raiz nasal alta e larga, estrabismo convergente
a esquerda, hipoplasia de face média, boca pequena e palato alto, pescoco
longo, frouxidao articular, hipotrofia, criptorquidia a direita.

Exames Complementares:
1. RNM de crénio: Normal
2. Ecocardiograma: Normal
3. Caridtipo: 46, XY,1(3;8)(q13.2;p21)
4. US de abdomen: Normal

Paciente 4: CASC - 0878158K

Identificacdo: CASC, 17anos e 10 meses, natural e procedente de Ribeirdo Preto,
frequenta escola especial (Egydio Pedreschi)

Historia Médica Atual: Encaminhada da Neurologia Infantil/ambulatério de Erros
Inatos do Metabolismo para avaliacdo aos 8 anos por atraso de fala evoluindo com
deficiéncia intelectual moderada associada com distarbio comportamental (agitagdo com
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auto e heteroagressividade). Foi avaliada entdo pelo Servico de Genética Médica do
HCFMRP e observado dismorfias.

Histéria Pré-Natal: Sem intercorréncias

Historia Obstétrica: Mae G3P3A0, RNPNAT, Pn: 31409 (p50/75); C: 50cm (p50/75);
Alta hospitalar em 3 dias por ictericia.

Teste do pezinho: Normal
Desenvolvimento Neuropsicomotor: Sem atraso motor, apenas atraso de linguagem.
Historia Patoldgica Pregressa: ndn

Histéria Familiar: Pais ndo consanguineos
B1, 36 anos ao nascimento da probanda, higido.
C1, 34 anos ao nascimento da probanda, higida.
A2, higido

A3, higido.

Exame Fisico:
1. Antropometria (15 anos e 9 meses):
Estatura: 157,5 cm (p10-25)
Peso: 49kg
PC: 56 cm (p90-97)

2. Exame Dismorfoldgico: Tendéncia a Macrocefalia, frontal amplo, implantacéo
capilar posterior em tridente, orelhas rodadas posteriormente com crus da hélix a
direita, maxila proeminente com palato ogival, incisivos centrais proeminentes,
braquidactilia do tipo E, encurtamento de 4° e 5° metatarsos a esquerda, hipoplasia
ungueal de 1° QRDs bilateralmente.

Exames Complementares:
1. RNM de cranio: Foco de desmielinizacdo na transicdo cortico-subcortical
compativeis com leucodistrofia.
RX de pes: encurtamento de 4° metatarso
Oftalmogenética: Normal
Audiometria: Normal
Homocisteina: Normal
Caridtipo: 46,XX, t(2;10;12)(q33924q24)
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Paciente 5: ISC - 0960114K

Identificagdo: ISC, 7 anos, sexo feminino, natural e procedente de Varginha, Minas
Gerais

Hipdtese Diagndstica: Alteragcdo estrutural cromossomica — translocagdo 5;18 —
aparentemente equilibrada com atraso do desenvolvimento Neuropsicomotor (ADNPM).
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Histéria Medica Atual: Escolar encaminhada ao Servigo de Genética Médica do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (HCFMRP) para avaliacdo por histérico de
hipotonia global evoluindo com ADNPM. Aos 8 meses de idade, mée notou atraso dos
marcos motores (hipotonia generalizada), sendo encaminhada para avaliacdo com
neuropediatra. Apo6s avaliacdo inicial e exames complementares, encaminhada para
avaliacdo deste servigo. Evoluiu com distdrbio comportamental (agitacdo psicomotora).

Historia Pré-Natal: Mae nega qualquer intercorréncia pré-natal, negou tabagismo e
etilismo.

Historia Obstétrica: M3 G3P3A0, RNPCAT, Pn: 3045g (p50); C: 50cm (p50/75);
APGAR: 10/10. Nasceu sem intercorréncias recebendo alta em dois dias.

Teste do Pezinho: Normal
Desenvolvimento Neuropsicomotor: Atraso global do desenvolvimento

Sustente cefalico (1a6m); Sentou sem apoio (3 anos); Andou (4 anos); Nao forma palavras
ou frases na presente idade.

Histdria Patologica Pregressa: Habito intestinal constipado; 2 crises convulsivas sem
vigéncia de febre.

Histdria Familiar: Casal ndo consanguineo (pais separados)

B1, (ndo coletou exame citogenético)

C1, higida, cariétipo: 46,XX [11]

A2, meio irmdo materno, higido

A3, meia irmd materna, higida

Al, probanda, portadora de alteracéo estrutural cromossémica com ADNPM e disturbio
comportamental

Sobrinho materno em investigacdo para amaurose congénita de Leber

Exame Fisico:
1. Antropometria (8 anos 11 meses):
Estatura: 126 cm (p10-25)
Peso: 23 kg (p)
PC: 50 cm (p3 -10)

2. Exame Dismorfoldgico: Face hipotdnica, estrabismo convergente a esquerda,
dentes apinhados, palato alto, pregueamento palmar anémalo com camptodactilia
discreta, clinodactilia de 5 QRD bilateralmente, genu recurvatum

Exames Complementares:
1. Cariotipo: 46,XX, t (5;18)(q15p11.2)
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Paciente 6: LLVSP - 1030754D

Identificacdo: LLVSP, 8 anos, natural e procedente de Ribeirdo Preto

Historia Médica Atual: Encaminhada do NADEF aos 4 anos por ADNPM e dismorfias.
Na presente data, ndo fala, ndo gesticula apenas grita quando quer alguma coisa.
Ainda com comportamento agressivo (apenas heteroagressividade), pouca interagdo com
outras criangas. Uso de fraldas continuo. Nega crises convulsivas.

Historia Pré-Natal: Mae referiu tratamento para 3 infec¢des do trato urinario com uso
de Cefalexina.

Historia Obstétrica: Mde G4P3Al, primeira gestacio com ovo anembrionado,
RNPNAT, nasceu na MATER, Pn: 2650g (p25/50); C: 46,5 cm (p10/25);

Teste do pezinho: Normal

Desenvolvimento Neuropsicomotor: Atraso global com sustento cefalico com mais de
1 ano de idade e sentou sem apoio com 2 anos.

Histdéria Patoldgica Pregressa: ndn

Histéria Familiar: Pais ndo consanguineos

B1, 46,XY, 16gh+

C1, 45 X[1]/47 XXX[1]/48,XXX,i(x)(q10)[1]/46,XX[97]
Al, probanda

A2 higido, 46,XY

A3, masculino, higido (aguarda cari6tipo)

G1, 45,X[4]/46,XX[96] (histdrico de 2 abortamentos)

Exame Fisico:
1. Antropometria (8 anos):
Comprimento: 120cm (p10)
Peso: 34 kg (p90)
PC: 50 cm (p3-p50)

2. Exame Dismorfoldgico: Face alongada, frontal amplo, aparente enoftalmia e
hipotelorismo (ndo permite examinar), dentes espagados e com ma oclusdo,
estrabismo convergente, hipoplasia de face média. Dedos afilados, prega de
hockey stick bilateral, aumento entre 1° e 2° artelhos com sulco plantar.

Exames Complementares:

Caridtipo: 46, XX,t(3;15)(q29;915)

EEG: normal

RNM de cranio: Discreto atraso global e simétrico de desmielinizacéo
BERA: Normal

TC de cranio: Normal

Oftalmogenética: Normal

ook owdE
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Paciente 7: MRR - 0892373l

Identificacdo: MRR, 15 anos, natural e procedente de Franca, estudante da APAE

Historia Médica Atual: Mae referindo que por conta do ADNPM notado aos 8 meses de
idade da probanda, esta foi encaminhada para avaliacdo por pediatra que a encaminhou
para APAE. Evoluiu com atraso da marcha e com quedas frequentes. Aos 5 anos iniciou
algumas poucas palavras, sendo entdo encaminhada aos 8 anos para investigacdo no
Servico de Genética Médica por ADNPM e dismorfias. Evoluiu com deficiéncia
Intelectual grave.

Historia Pré-Natal: M&e em tratamento para hipotireoidismo. Referiu exames de
seguimento normais.

Historia Obstétrica: Mae G4P4A0, RNPNAT, Nasceu na Santa casa de Franca, Pn:
3200g (p50/75); C: 50cm (p50/75); alta da maternidade em 2 dias.

Teste do pezinho: Normal
Desenvolvimento Neuropsicomotor: Atraso global
Histdéria Patoldgica Pregressa: ndn

Histéria Familiar: Pais ndo consanguineos
B1, 43 anos ao nascimento da probanda,

C1, 40 anos ao nascimento da probanda,
A2, masculino, fenda palatina corrigida.

A3, masculino, higido,

A4, feminino, higido,

Al, probanda

Exame Fisico:
1. Antropometria (15 anos):
Estatura: 164,5cm (p50/75)
Peso: 49,4 kg (p25/50)
PC: 57 cm (p75-97)

2. Exame Dismorfologico: Dolicocefalia, face alongada e triangular; estrabismo
divergente, macrodontia com hipertrofia gengival, estrabismo divergente; 5° QRD
curtos e com clinodactilia; alargamento de falanges distais de mmss, pés planos
frouxiddo ligamentar.

Exames Complementares:
1. BERA (9/3): Normal
2. TC DE CRANIO (7/3): Normal
3. RXPANORAMICA: Morfologia andbmala da denticéo (alteracdo da dentina)
4. ECOCARDIO (6/09): Normal
5. Cariotipo: 46,XX,t(2;8)(937;024)
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Paciente 8: GLN - 0695541K

Identificacdo: GLN, 13 anos, natural e procedente de Séo Sebastido do Paraiso (MG),
estudante do 6° ano.

Historia Médica Atual: Paciente encaminhado para avaliacdo pelo Servico de Genética
Médica do HCFMRP aos 8 anos de idade por ADNPM evoluindo com dificuldade escolar
e dismorfias.

Histéria Pré-natal: Mae referiu complicagbes associadas com gestacdo gemelar.
Gestacdao por técnica de fertilizacdo in vitro (FIV) por histérico de vasectomia do esposo.

Historia Obstétrica: Mae G1P2A0, RNPCPT GemelarA, parto cesarea pré-termo com 6
meses de gestagéo por sofrimento fetal agudo. Pn: 1140g (<p10); C: 38 cm (p10); Alta
apos 30 dias de nascimento.

Teste do pezinho: Normal

Desenvolvimento Neuropsicomotor:
Primeiras palavras com mais de 2 anos de idade; Controle esfincteriano com mais de 5
anos

Histéria Patolégica Pregressa: Historico de 1 crise convulsiva febril; Historico de
parada cardiorrespiratdria mal caracterizada.

Historia Familiar: Pais ndo consanguineos

B1, Luiz Carlos, 40 anos ao nascimento do probando, higido, 46, XY

C1, Maria de Fatima, 30 anos ao nascimento do probando, higida.

Gemelar A, probando, com alteracdo estrutural cromossdmica aparentemente equilibrada
“de novo” com ADNPM e dismorfias.

Gemelar B higido, 46, XY (inv)(9)

Exame Fisico:
3. Antropometria (13 anos):
Estatura: 144,5 cm (p10)
Peso: 30,7 kg (<p3)
PC: 53 cm (p25/50)
IC: 0,8

4. Exame Dismorfologico: Cranio braquicefalico, Face plana e triangular,
hemangioma plano em glabela, raiz nasal alta e larga, estrabismo convergente
a esquerda, hipoplasia de face média, boca pequena e palato alto, pescoco
longo, frouxidao articular, hipotrofia, criptorquidia a direita.

Exames Complementares:
5. RNM de cranio: Normal
6. Ecocardiograma: Normal
7. Cariotipo: 46, XY,1(3;8)(q13.2;p21)
8. US de abdémen: Normal
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Paciente 9: MSS - 0837986A

Identificacdo: MSS, 16 anos, natural e procedente de Viradouro (SP)

Historia Médica Atual: Encaminhada para avaliacdo aos 2 anos 6 meses por ortopedia
de cidade local por ADNPM e dismorfias que lembravam Sindrome de Down.

Historia Pré-Natal: Gestacdo com retardo de Crescimento Intrauterino (RCIU) e
oligodmnio. Permaneceu internada por 2 meses para ganhar peso na gestacdo. Evoluiu
com doenga hipertensiva da gestacdo (DHEG) e passou a usar metildopa. Sorologias
negativas. No fim da gestacdo detectado sofrimento fetal agudo.

Historia Obstétrica: Mae G2P2A0, RNPCAT, Pn: 1500g (<p3); C: 42 cm (< p3); PC:
30cm (<p10), demorou para chorar. Permaneceu 2 meses internada

Teste do pezinho: Normal
Desenvolvimento Neuropsicomotor: andou com mais de 2 anos
Histdria Patoldgica Pregressa: Refluxo gastroesofagico

Histéria Familiar: Pais ndo consanguineos

B1, 21 anos ao nascimento da probanda

C1, 27 anos ao nascimento da probanda, Deficiéncia Intelectual leve (historico de
ADNPM + crises convulsivas)

Al, probanda, portadora de alteracdo estrutural cromossdémica aparentemente
equilibrada “de novo” (translocagao 2;16) com deficiéncia intelectual

A2, higido

C2, 6bito aos 4 meses e historico de crises convulsivas

Exame Fisico:
1. Antropometria (2 anos 6 meses):
Comprimento: 84cm (p3-10)
Peso: 10,93 kg (p3-10)
PC: 46 cm (-2dp)
IC: 0,92

2. Exame Dismorfoldgico: Microbraquicefalia, frontal amplo, perfil facial
achatado, hipoplasia de face média, FPO para cima, epicanto invertido, raiz

nasal baixa, boca em carpa, palato estreito, incisivo central mal posicionado,
clinobraquidactilia de 5° QRDs, 3° PDQ curtos e pés valgos.

Exames Complementares:

Cariotipo: 46,XX,t(2;16)(p16;924)
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Paciente 10: ICM (Servico de Genética Médica UFTM)
Identificagédo: ICM, 10 anos, feminino, natural e procedente de Uberaba (MG).

Hipotese Diagndstica: Alteracdo estrutural cromossémica aparentemente equilibrada -
46,XX,t(X;4)(921;932). Apresentando atraso na fala e deficiéncia intelectual.

Historia Médica Atual: Escolar encaminhada para avaliacdo no servico de Genética
Médica do Hospital da Universidade Federal do Triangulo Mineiro UFTM aos 5 anos
para avaliacdo por atraso de desenvolvimento e fala e deficiéncia intelectual. Com 2 anos
de idade, a mé&e percebeu atraso de fala e procurou atendimento com pediatra que solicitou
alguns exames como audiometria e Ressonancia Magnética de Encéfalo (RNM) que
foram normais. Foi entdo encaminhada para avaliagdo fonoaudioldgica e aos 4 anos
avaliada por neurologista que a encaminhou para APAE. Durante avaliacdo genético-
clinica, observadas dismorfias discretas e solicitados exames complementares. Evolugédo
com discreta melhora da linguagem.

Historia Pré-Natal: Mae nega qualquer intercorréncia pré-natal, negou tabagismo e
etilismo.

Histdria Obstétrica: Mae G3P3A0, RNPCAT, Pn: 4220g (>p90); C: 53cm (>p90); PC:
36¢cm (p90) Nasceu sem intercorréncias recebendo alta em dois dias.

Teste do Pezinho: Normal

Desenvolvimento Neuropsicomotor: Desempenho motor adequado para idade. Atraso
da linguagem (primeiras palavras com mais de 2 anos e meio).

Histéria Patoldgica Pregressa: Varias infeccGes de via aérea superior (IVAS) na
infancia; descri¢do de transtorno comportamental (agitagdo psicomotora).

Historia Familiar: Casal ndo consanguineo

B1, 28 anos ao nascimento da probanda, higido cariétipo - 46,XY
C1, Gilza, 39 anos ao nascimento da probanda, - cariétipo 46,XX
Al, probanda

Exame Fisico:
1. Antropometria (5 anos 4 meses):
Estatura: 118,5 cm (p90-97)
Peso: 32,4 kg (p90)
PC: 53,5 cm (p50-98)
indice Cefalico: 0,87

2. Exame Dismorfoldgico: Cranio turricefalico; estreitamento bitemporal,
implantacéo alta de cabelo, palato ogival, narinas antevertidas, incisivos centrais
grandes, dentes com ma ocluséo, discreta frouxid&o articular.
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Exames:
1. RNM de encéfalo: Normal
2. Audiometria: Normal
3. Teste de triagem de Erros Inatos do metabolismo: Normal

Paciente 11: DGF - 07058771

Identificacéo: DGF, 12 anos e 10 meses, natural e procedente de Matéo (SP)

Historia Médica Atual: Encaminhado da urologia de Hospital Externo por genitalia
ambigua (criptorquidia bilateral, hipospadia penoescrotal e bolsa escrotal hipoplasica
porém, hiperpigmentada e enrugada) além da descri¢cdo de um episodio de proteindria.
Foi submetido a laparotomia exploradora com orquidopexia a esquerda em 2006 e a
direita em 2007 com correcdo da hipospadia em 2008. Evoluiu com desempenho
neuropsicomotor normal.

Historia Pré-Natal: Sem intercorréncias

Histdria Obstétrica: Mae G2P2A0, RNPCAT, Pn 3315¢g (p75/90), C 47 cm (p25/50)
Teste do pezinho: Normal

Desenvolvimento Neuropsicomotor: Normal

Histdria Patologica Pregressa: Tratamento cirdrgico da genitalia ambigua

Histéria Familiar: Pais ndo consanguineos

B1, desconhecido (paciente ndo sabe que pai adotivo ndo é o pai biolégico)
C1, Higida 46,XX

A2, feminino, higida

Exame Fisico:
1. Antropometria (9 anos 2 meses):
Comprimento: 133cm (p50)
Peso: 37 kg
PC: 52 cm (25-50)

2. Exame Dismorfolégico: Sem dismorfias significativas (frontal amplo, labio
superior fino, filtro nasolabial discretamente apagado). ID: sindrome de Dennys-
Drash like

Exames Complementares:
1. Cariotipo: 46,XY,t(1;11)(q31;p13)
2. Cariotipo materno: 46, XX. Cari6tipo paterno: ndo foi possivel coleta de
amostra, pai ndo disponivel.
3. US de vias urinérias: Normal
4. US de abdome: Normal
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Paciente 12: ALCB - 1025932G

Identificacéo: ALCB, 16 anos, natural e procedente de Ibitinga

Historia Médica Atual: Méae referiu que aos 7 anos de idade notou que a mesma nao
apresentava progresséo escolar, comportamento infantilizado e alguns maneirismos. Foi
entdo encaminhada para avaliacdo da Neurologia Infantii do HCFMRP e deste,
encaminhada aos 15 anos para avaliagdo no Servigo de Genética Médica por deficiéncia
intelectual.

Histéria Pré-Natal: sem intercorréncias

Historia Obstétrica: Mde G2P2C2A0, RNPCAT, cesarea por ndo progressao de trabalho
de parto, Pn: 3200g (p50/75); C: 51 cm (p75/90); Alta em 1 dia da maternidade.

Teste do pezinho: Normal
Desenvolvimento Neuropsicomotor: Adequado para idade
Histdria Patoldgica Pregressa: ndn

Histéria Familiar: Pais ndo consanguineos

B1, 30 anos ao nascimento da probanda, 46,XY

C1, 21 anos ao nascimento da probanda, faleceu em decorréncia de HIN1
Meio irmdo materno

Exame Fisico:
1. Antropometria (15 anos 8 meses):
Estatura: 154,5cm (p10)
Peso: 53,2 kg (p)
PC: 55 cm (p50)

2. Exame Dismorfoldgico: Frontal amplo, raiz nasal alta, filtro nasolabial longo e
bem marcado, labios finos, incisivos centrais proeminentes, palato alto e estreito,
assimetria de térax com mama direita maior que esquerda, pectus excavatum
discreto, camptodactilia, prova punho polegar positiva, frouxiddo ligamentar,
valgismo cubital escoliose, orelhas rodadas posteriormente com hipoplasia de
I6bulo, braquidactilia de 5° QRD e 4° e 5° PDQ), pés planos.

Exames Complementares:

RNM de cranio (2011): Normal

TEIM: Normal

Caridtipo: 46,XX,t(2;11)

RX de térax: assimetria toracica

Ecocardiograma: Coracao posicionado em mesocardio

s wnN e
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Abstract

Insertions are structural chromosomal rearrangements resulting from three break events.
The risk of chromosome imbalances in the offspring can vary from 15 to 50%. In this
case report, we describe a patient carrying a recombinant chromosome X arisen from a
pericentric intrachromosomal insertion maternally inherited. The proband was referred
for clinical evaluation of developmental delay, intellectual disability, behavioral
disorder, and dysmorphic facial features. He was found to have a 13.05 Mb interstitial
duplication of Xp22.33-p22.13 that was inserted at Xg26.1. The duplication harbors 99
genes; several of them have already correlated with X-linked intellectual disability and
or neurodevelopmental disorders by mutations or loss of function. Due to the large size
of the Xp duplication, it is difficult to correlate the phenotype of our patient with a
specific gene. Indeed, we suggest that the synergistic action of several of the genes may
be contributing to the clinical findings. Furthermore, other genetic mechanisms such as
position effects leading to facultative inactivation of adjacent genes by the duplicated
Xp region may be a consideration.

Introduction

Structural chromosomal rearrangements are the result of breakage, followed by
reconstitution of the broken chromosomal regions as an abnormal combination.
Insertions are structural alterations that occur when a single chromosome breaks in two
places, and a piece of the chromosome is reinserted into another non-homologous
chromosome (interchromosomal insertion) or a different location of the same
chromosome (intrachromosomal insertion). Since these rearrangements require at least
three break events, they are classified as complex chromosomal rearrangements (CCR)
[Kang et al., 2010].

The rate of insertions was previously considered to be a relatively rare event
when determined solely by cytogenetic approaches. The incidence was estimated to be
about 1 in 80.000 live births [Van Hemel and Eussen 2000]. However, more recently,

with the increased genomic resolution afforded by array comparative genomic
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hybridization (aCGH), the number of detected insertions has been demonstrated to be
much higher, with an estimated incidence of 1 in 500 individuals tested [Kang et al.,
2010].

The phenotypic consequences of insertions may vary depending on their size,
gene content, and the orientation of the inserted fragment [Gu et al., 2016]. Also, the
derivative chromosome formed after the insertion can affect the gene function and
consequently result in an abnormal phenotype by several different ways such as
increased gene expression due to the presence of one or more genes at the duplicated
segment; either loss or gain of function by disruption, deletion or duplication of genes
located at the breakpoint regions; or even abnormal gene expression due to position
effect [Kang et al., 2010].

Balanced insertions carriers generally have a normal phenotype, except when
the breakpoint interrupts a gene with a dominant effect [Higgins et al., 2008]. The risk
of chromosome imbalances in the offspring can vary from 15 to 50% [Madan and
Menko 1992]. For interchromosomal insertions, unbalanced products are mostly caused
by segregation anomalies. In contrast, abnormal offspring in intrachromosomal insertion
carriers are associated only with recombinant chromosomes [Blanchard et al., 2014].

We describe the genotype and phenotypic effects of a patient with 13.05 Mb
interstitial duplication of Xp22.33-p22.13 that arose from a maternal balanced
intrachromosomal insertion. The proband carrying a recombinant X chromosome was
referred for clinical genetic evaluation due to developmental delay, intellectual

disability, behavioral disorders, and mild dysmorphic facial features.

Case Presentation

The proband, a 20 years-old boy was referred for the clinical genetic evaluation
due to global development delay (including speech delay- first words at 3), intellectual
disability and behavioral disorder such as hyperactivity and aggressiveness. He was the
first child of non-consanguineous young parents (mother 21 years-old, father 24 years-
old). Pregnancy and birth were uneventful and the child was delivered by normal birth.
His birth parameters were: weight 3.7 kg (p50-p75), length 49.5 cm (p25-p50). On his
first physical examination at 7-years-old, his weight was 30.4 kg (p95), length was 117
cm (p25-50), and head circumference was 51 cm (p50). Dysmorphic facial features
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included narrow forehead, hypertelorism and telecanthus, down-slit palpebral fissures,
epicanthic folds, broad nose, short philtrum and thin superior lip. Single palm fold on
the right hand and bilateral clinodactyly were also noticed (Fig. 1A, B). Brain CT and

MRI were normal.

Methods

Chromosomal analysis of the patient and his mother was performed in
peripheral blood samples using the GTG-banding technique at an approximately 550
band level. Karyotype description followed the recommendations of the International
System for Human Cytogenetic Nomenclature [ISCN, 2016]. Array-CGH study was
performed in the proband using Agilent Array Kit, 2x400K according to manufacturer’s
recommendations. Data were analyzed by the Ogt software (CytoSure, USA) using
hg19/GRCh37 as reference. FISH for aCGH validation was carried out using the BAC
clone RP11-484B13 (Xp22.31) SpectrumOrange in association with the commercial
centromeric X probe (LPE 0XG-SpectrumGreen - Cytocell, UK) following standard
procedures. The BAC clone was selected on the public database UCSC Genome
Browser. M-band analysis of chromosome X was performed in both, the patient and his
mother, using the human mband probe Xcyte X (Metasystems, Germany). Metaphase
slides were analyzed with an epifluorescent microscope and images were captured using

Isis software (Metasystems, Germany).

Results
The karyotype of the proband was initially described as 46,XY ,inv(9)(p13g21)

(Fig. 1C). His mother with normal phenotype was also evaluated and her initial
karyotype was 46,XX,inv(X)p22.1,inv(9)(p13g21) (Fig. 1D). Paternal karyotype was
normal.

Cytogenomic analysis by aCGH technique revealed that the proband was a
carrier of a 13.05 Mb duplication located on chromosome X (Xp22.33Xp22.12) defined
as: arr[hg19] Xp22.33p22.13(4220086-17269548)x2 (Fig. 2A). The chromosomal
abnormality detected by aCGH encompasses 99 genes of which, 14 are reported in
OMIM database as disease causative genes (NLGN4, STS, KAL1, GPR143, CLCN4,
MID1, HCCS, AMELX, FMRPD4, TRAPPCE, OFD1, FANCEB, PIGA, AP1S2).

FISH evaluation using the BAC clone (RP11-484B13 — Xp22.31) performed in

the patient and his mother (Fig. 2B,C), revealed that the patient duplication was located
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at the terminal portion of the long arm of chromosome X (Xq) (Fig. 2B). The FISH
studies also suggested that the Xp duplication was the consequence of a balanced
insertion inherited from his mother, rather than an inversion as initially described (Fig.
2C).

The M-band analysis confirmed the occurrence of the intrachromosomal
pericentric insertion of the bands Xp22.33-Xp22.13 at Xq26.1 for both the proband and
his mother (balanced insertion carrier) (Fig. 3).

The G-banded karyotype of the proband was thus redefined to be
46,XY ,rec(X)dup(Xp)ins(X)(g26.1p22.33p22.13)mat whereas the maternal karyotype
was reported as 46,XX,ins(X)(q26.1p22.33p22.13).

Discussion

We report a patient with a 13.05 Mb duplication of the region Xp22.33-p22.13
linked to the presence of a balanced intrachromosomal pericentric Xp insertion detected
in the proband's healthy mother. The imbalance is carried by a recombinant X
chromosome resulting from meiotic crossing-over between the displaced chromosomal
segment and its normally located counterpart. In this process the pairing of homologous
segments may be achieved by the formation of a double loop. If the crossing-over
occurs in the loop formed by the non-inserted segment, unbalanced recombinants with a
deletion or a duplication of the inserted segment are produced. This is the most frequent
possibility and the one we see in our patient. On the other hand, a single crossing-over
in the loop formed by the inserted segment, would produce recombinants with either
deletions or duplications of the non-inserted segment [Madan and Menko, 1992].
Outside the loops, crossing-overs produce normal or inserted balanced chromosomes.

Intrachromosomal insertions may be challenging to distinguish from
inversions. According to Madan and Nieuwint [2002], after a careful revision of 13
cases of recombinant chromosomes firstly diagnosed as arisen from parental inversions,
only two or three were correctly identified. Of the remaining ten cases, at least six could
have their mechanisms of origin much more readily explained by interpreting the
parental rearrangement as an insertion instead of an inversion. In our case, the
karyotype of the proband’s mother was first described as a paracentric inversion of
chromosome X (46,XX,inv(X)p22.1,inv(9)(p13g21)). By routine cytogenetic analysis,
the abnormal chromosome X was not identified in the proband. Further analyses

combining FISH and aCGH suggested that both mother and the proband were carriers
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of an intrachromosomal Xp pericentric insertion. These findings were confirmed by m-
banding analysis (Fig. 3). The situation reported here shows the importance of parental
studies by cytogenetics methods (karyotype and FISH) for genetic counseling. Since
these techniques currently used as confirmation methods, can be the only way to
identify the mechanisms and to estimate the recurrence risks for certain unbalances
reported by aCGH, their use cannot be minimized.

Duplications on chromosome X overlapping the region Xp22.33-Xp22.13 are
not uncommon. The DECIPHER database harbors approximately 400 patients
overlapping this duplicated region, ranging in size from 2 Kb to 155 Mb. However,
according to Lintas et al. [2015], many of them, especially those with larger
duplications, are described with some other chromosomal imbalances and, therefore,
can not be directly compared with patients carrying only the Xp22.33-Xp22.13
duplication.

The phenotype described in patients with a gain overlapping the cytobands
cited above mainly includes global neurodevelopmental and speech delay, intellectual
disability, autism spectrum disorder (ASD), epilepsy, short stature and dysmorphisms
[Mohamed et al., 2018]. A correlation between the size of the duplications previously
reported and the severity of the clinical features could not be established, suggesting
that the gene content of each alteration may have an important influence under the
phenotype, rather than the size.

The Xp duplication spanning 13.05 Mb observed in our patient harbors 99
genes. Although it is known that single nucleotide mutations and or deletions of some of
these genes may be associated with neurodevelopmental disorders
(NLGN4; OFD1; AP1S2) or may play an essential role in the nervous system
(FRMPD4; SYAP1; GLRA2), the clinical impact of the overexpression of the genes
presented in this region remains unclear [Lintas et al., 2015].

While hard to establish a correlation between the duplication of single genes
and our patient’s phenotype, there are several reports in the literature associating the Xp
duplication with abnormal phenotype [Honda et al., 2010, Salaria et al., 2012, Lintas et
al 2015, Mohamed et al., 2018]. Sismani et al. [2011] described a family with
syndromic X-linked intellectual disability caused by a 9 Mb Xp22.2-22.13 duplication.
The phenotype of the affected carriers includes intellectual disability, developmental
delay, cardiovascular problems and mild dysmorphic facial features. Even small gains

diagnosed in the short arm of chromosome X have been reported as causative of
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abnormal phenotypes. Esplin et al. [2014] described nine patients with Xp22.31
microduplication and clinical features as developmental delay and or intellectual
disability, talipes anomalies, seizures, feeding difficulties, ASD, and hypotonia. The
authors suggest that the Xp22.31 microduplications may contribute to the observed
common phenotypic effects.

Previous studies have provided evidence that other genomic mechanisms as
gene disruption or position effect, rather than copy number imbalances, can contribute
to the presence of abnormal phenotype even in patients diagnosed with duplications or
deletions of specific genes [Sun et al., 2009; Kim et al., 2010; Fonseca et al.,

2013; Avristidou et al., 2017]. DeStefano et al. [2013] described a patient carrying a 389
kb interchromosomal insertion in a family with X-linked congenital generalized
hypertrichosis. The authors suggested that the presence of the chromosomal
rearrangement rather than the content of the insertion that occurred in an extragenic
palindromic sequence at Xg27.1 may have changed the expression patters of the

gene FGF13 leading to the phenotype observed in the affected patients.

Moreover, the X chromosome inactivation patterns may also contribute to the
abnormal phenotypes described in patients with X rearrangements. According to the
literature, about 21% of the genes contained on the chromosome X typically escape
from X-inactivation and several of them are located on the short arm [Carrel et al.,
1999; Brown and Greally, 2003]. The ‘Lyon hypothesis’ postulates that females with X
chromosomal duplications are generally less severely impaired than males [White et al.,
1998]. However, females with anomalies in the X chromosome inactivation may show
severe intellectual disability, developmental delay, dysmorphic facial features and heart
defects [Migeon et al., 1993]. The phenotype described in these females somehow
resembles our patient.

Due to the large size of the Xp duplication presented in our case, it is not
possible to identify any specific genes or sets of genes responsible for a characteristic
phenotype. Rather, the synergistic action of some of the 99 genes presented in this
duplication could be contributing to the clinical findings. Furthermore, other genetic
mechanisms such as position effect and X-inactivation may be involved. For more
clarifications, these two last mechanisms should be investigated using genome-wide

transcriptomic approaches.
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Figure 1: Proband facial features and karyotype analysis

Proband facial features and karyotype analysis. (A,B) Craniofacial anomalies of the
proband showing narrow forehead, hypertelorism, telecanthus, down slit palpebral
fissures, epicanthic folds, broad nose, short philtrum and thin superior lip. (C) G-
banded karyotype of the proband showing the inversion of chromosome 9. (D) G-
banded karyotype of the mother of the proband showing the inverted chromosomes X
and 9.
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Figure 2: Array-CGH results and FISH validation. (A) Shows the 13.05 Mb interstitial
X duplication detected in the proband. The alteration harbors 99 genes. (B-C)
Metaphase FISH analyzes of the proband and his mother (balanced insertion carrier).
FISH was carried out using the BAC Probe RP11-484B13 (Red signal) in association
with the centromeric probe of chromosome X (CEP X- Green signal) as control. (B)
Proband FISH analysis showing the recombinant chromosome X with two red signals
(yellow arrow). The signal located at the long arm of chromosome X (Xq) refers to the
region Xp22.31 insertion occurred. (C) FISH analysis of the mother of the proband,
showing the normal chromosome X (blue arrow) and the derivative chromosome X
mapping the insertion of Xp22.31 on Xq (Orange arrow).
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s 1

Figure 3: M-band analysis confirming the occurrence of the intrachromosomal
pericentric X insertion in the proband and his mother (balanced insertion carrier). (A)
Color patters of the normal chromosome X using the multi-color band probe (Xcyte X
Metasystems, Germany). (B) Recombinant chromosome X of the proband showing the
duplicated region (red signal) inserted between the two green signals at Xg26.1. (C)
Chromosome X of the mother of the proband showing the balanced rearrangement
where half of the red signal is inserted at Xg26.1 between the two green signals.
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Abstract

Wolf-Hirschhorn syndrome (WHS) is caused by a distal 4p
monosomy usually involving the region of the WHSCT and
WHSC2 genes. About 40-45% of WHS patients show an un-
balanced translocation leading to both 4p monosomy and
partial trisomy of another chromosome arm. In this case re-
port, we describe 2 female cousins (P1 and P2) with a deriva-
tive chromosome leading to a 4p16.3pter deletion and
12g24.31qter duplication. Conventional karyotyping and
genomic analyses showed that they both had the same re-
arrangement derived from a balanced parental transloca-
tion involving chromosomes 4 and 12, t(4;12)(p16.3;q24.31).
The rearrangements occurred between 4p16.3pter and
12g24.31qter detected by array-CGH analysis, with a 2.7-Mb
loss at 4p and a large 12.4-Mb gain at 12q. Both affected pa-
tients shared global developmental delay and craniofacial

dysmorphisms with some distinct phenotypic findings asso-
ciated with both WHS and 12qter trisomy. P2 was more se-
verely impaired than P1, and she showed severe intellectual
disability, seizures, midface hypoplasia, unilateral microtia,
and deafness which were absent in P1. Previous studies of
distal 4p monosomies have found phenotypic variability in
WHS which does not correlate with haploinsufficiency of
specific genes. Features of 12q trisomies are diverse with de-
velopmental and growth delay, intellectual disability, be-
havioral problems, and facial abnormalities. Collectively, our
analysis of the literature of 3 similar translocations involving
4p and 12q, together with the clinical features of the affected
cousins in this familial translocation, permits an evaluation
of genes closely linked to WHSCT and WHSC2 in the context
of WHS and the genes involved in 12q trisomy.

© 2019 S. Karger AG, Basel

Unbalanced t(4;12) translocations leading to mono-
somy of distal 4p16 and partial trisomy of 12q are ex-
tremely rare with only 3 previous reports in the literature
[Melnyk et al., 1981; Tajara et al., 1985; Wilson and Oei,
1998]. In this study, we describe the genomic and clinical
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Fig. 1. A Pedigree of the family showing the patients, balanced translocation carriers, and normal individuals.
The arrow indicates the index case (P1). All the individuals shown in the pedigree were cytogenetically investi-
gated. FISH and array CGH were also performed on the balanced translocation carries and affected patients. B,
C Craniofacial anomalies in P1, showing microcephaly, triangular face, ptosis, strabismus, retrognathia, and dys-
plastic ears. D, E Craniofacial anomalies in P2, showing ocular proptosis, beaked nose, macrostomia, microret-
rognathia, and prominent left ear.
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features of another example of a t(4;12) translocation in
2 cousins who both inherited an unbalanced der(4)t(4;12)
(p16.3;q24.31), leading to a combination of partial mono-
somy 4p and partial trisomy 12q.

Deletionsin4pl6areassociated with Wolf-Hirschhorn
syndrome (WHS). The clinical features of WHS include
a characteristic facial appearance, delayed growth and de-
velopment, intellectual disability, hypotonia, and seizures
[reviewed in Battaglia et al., 2015]. The genomic size of
monosomy 4pl6 varies among patients with WHS, and
recent studies suggest that larger deletions may lead to
more severe features [Corréa et al., 2018].

Clinical presentations of patients with 12q trisomies
may include developmental delay, intellectual disability,
behavioral problems, and growth delay, together with
distinctive facial features. The severity can also depend on
the size, gene content, and the location of the trisomy
[Bouman et al., 2013].

In this case report, we describe the clinical and geno-
mic features of patient 1 (P1), a 13-year-old girl, and pa-
tient 2 (P2), her 20-year-old female cousin; both carry the
same inherited unbalanced chromosomal translocation
46,XX,der(4)t(4;12)(p16.3;q24.31), but each patient has
distinct clinical findings. We also compare the phenotyp-
ic effects of 3 other similar unbalanced t(4;12) transloca-
tion cases that also have monosomy of distal 4p16 and
partial trisomy 12q with the clinical findings of our cases
P1 and P2.

Patients and Methods

Clinical Reports

We describe 2 related patients with a familial unbalanced trans-
location of chromosomes 4 and 12 with clinical findings marked
by intellectual disability, microcephaly, distinctive facial features,
and hearingloss. The index case, P1 was referred to the department
for genetic evaluation due to failure to thrive, psychomotor devel-
opmental delay, dysmorphic facial features, precocious puberty,
and behavioral disorder. An extended analysis of the family re-
vealed no occurrence of miscarriages, but there was a paternal un-
cle who died at the age of 2 due to unspecified congenital malfor-
mations. Our analysis also found that the second cousin (P2) of our
index case had some similar phenotypic features (Fig. 1A), prompt-
ing a more extensive genetic study of both cases.

Patient 1 is a 13-year-old girl, the only child of nonconsan-
guineous healthy parents. The pregnancy was unremarkable, and
she was born at 38 weeks’ gestation by elective C-section with no
complications. Her birth weight was 2,500 g (between the 25th
and 50th centile), OFC was 31cm (10th centile), and Apgar scores
were 6 and 9. Hypotonia, feeding difficulties, facial dysmor-
phisms, and cleft palate were observed. Her neuropsychomotor
development was globally delayed (she walked within 31 months
and spoke her first words when she was 8 years old). A physical
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examination was performed when she was 12 years old, which
showed microcephaly with moderate intellectual disability and
failure to thrive with all parameters <3rd centile (weight: 27.5 kg,
height: 140.5 cm, and OFC: 49 cm). Dysmorphic features are de-
tailed in Table 1 (also see Fig. 1B, C). Transthoracic echocardiog-
raphy revealed an atrial septal defect (3 mm) and brainstem
evoked response audiometric testing showed a moderate bilat-
eral sensorineural hearing loss. Abdominal ultrasound and cra-
nial MRI were normal.

Patient 2 is a 20-year-old girl, the second child of nonconsan-
guineous healthy parents. The pregnancy was unremarkable, and
she was born at 38 weeks’ gestation. No adverse events in the an-
tenatal period were noticed. Her birth weight was 2,050 g (<3
centile), length 45 cm (10th centile), and OFC was 33 cm (50th
centile). She also presented with hypotonia, feeding difficulties,
and dysmorphic features. All developmental milestones were
more significantly delayed in comparison to P1 (she never walked
or was able to speak). Seizures were observed when she was 8
months old. All her current growth parameters are <3rd centile
(weight: 19.1 kg, height: 130 cm, and OFC: 45 cm), and her cra-
niofacial dysmorphisms include a characteristic appearance
called the “Greek warrior helmet”, comprising a high forehead
with prominent glabela and a beaked nose that is typical of WHS.
The clinical features are detailed in Table 1 (see Fig. 1d, e). Neu-
rological investigation showed temporal lobe epilepsy and to-
mography of the temporal bone showed atresia of the external
auditory canal on the right side with severe bilateral sensorineu-
ral hearing loss.

Methods

Cytogenetic analysis of peripheral blood samples was per-
formed according to standard methods. The karyotypes were in-
terpreted according to the International System for Human Cyto-
genetic Nomenclature [ISCN, 2016]. We used LSI probes (Cyto-
cell, UK) specific for the regions 4pter (4pl6.3 LPTO4PR,
SpectrumRed) and 12qter (12q24.33 LPT12QG, SpectrumGreen)
according to the manufacturer’s instructions. Array CGH was per-
formed on P1, P2, and their relatives (balanced translocation car-
riers) using Agilent Array Kit, 2x400K according to manufactur-
er’s recommendations. Data were analyzed using Nexus Copy
Number version 7.0 software (BioDiscovery, El Segundo, CA,
USA). All genomic coordinates for copy number changes are re-
ported using human reference sequence hg19/GRCh37.

Results

Cytogenetic and Cytogenomic Findings

The karyotype analysis revealed that both P1 and P2
carried extra material derived from chromosome 12 on
the short arm of chromosome 4. Subsequent cytogenetic
analysis performed on their relatives showed that the fa-
ther of P1 was a carrier of an apparently balanced trans-
location defined as 46,XY,t(4;12)(p16.3;q24.31). Further
cytogenetic studies indicated that the paternal grand-
mother of P1 and both the sister and the mother of P2
had the same balanced rearrangement, resulting in triso-
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Table 1. Clinical features of patients with 4p;12q translocations

Melnyk et al.,  Tajara et al,, Wilson and Oei,  This study
1981 1985 1998 P1 P2
Neurological features
Hypotonia + n.d. n.d. + +
Developmental delay + + n.a. + +
Intellectual disability + + n.a. + +
Seizures + + n.a. - +
Behavioral disorder n.d. n.d. n.a. + -
Neurosensorial deafness n.d. n.d n.a. - +
Craniofacial features
Microcephaly + + + + +
Prominent forehead + + + + +
Low-set and/or malformed ears + + + + +
Hypertelorism + + + - -
Strabismus n.d. + n.d + -
Flat nasal bridge + + + + +
Wide mouth with downturned corners  + + n.d. - +
Cleft palate - - + + -
Micrognathia + + + + +
Musculoskeletal and limb features
Single palmar creases + + n.d. - -
Clinodactyly + + n.d. + +
Hyperextensibility + n.d n.d + -
Sacrococcygeal anomalies + + - + +
Feet deformity + + + + +
Subluxation of hips n.d. n.d. + - -
Genitourinary anomaly + + - - -
Cardiovascular anomaly + - n.d. + -
Other features
Failure to thrive + + + +
Widely spaced nipples + + + - -
Loose skin at nape - + - - -
Chromosomal abnormality
4p deletion 4plépter 4plépter 4pl5.2pter 4pl6.3pter 4pl6.3pter
12q duplication 12q24.1qter 12q24.31qter 12q21.3qter 12q24.31qter 12q24.31qter

n.a., Not available, patient died 12 h after birth; n.d., not discussed; +, present; -, absent.

my of 12qter for both patients: 46,XX,der(4)t(4;12)
(p16.3;q24.31) (Fig. 2A, B).

FISH analysis showed that both patients had a partial
monosomy 4p at the 4p16.3 cytoband that had not been
detected by G-banding. FISH analysis also showed that
the carriers of the balanced translocation with a normal
phenotype did not carry a detectable monosomy at 4p
(Fig. 2C, D).

Array-CGH analysis showed a partial 4p terminal loss
(2.7 Mb) involving 53 genes and a partial 12q gain (12.4

Analysis of Cousins with 4p16 Deletion
and Partial 12q Duplication

Mb) comprising 139 genes for both patients: defined
as arr[GRCh37] 4p16.3(73629_2780849)x1;12q24.31q24.
33(121446691_133851895)x3 (Fig. 2E, F). The loss in
chromosome 4 comprised the WHS critical region
(OMIM 194190) including the WHCSI, WHSC2, and
LETM1 genes. No evidence of genomic alterations was
found in the breakpoint regions of the relatives with ap-
parently balanced translocation.

Mol Syndromol 2019;10:264-271
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Discussion

In this study, we report 2 cousins, both with partial 4p
monosomy and 12q trisomy and distinct clinical pheno-
types. Analysis of the family suggests that this rearrange-
ment was likely caused by the abnormal chromosome
segregation of an inherited parental balanced transloca-
tion.

Partial trisomy 12q is a rarely observed chromosomal
anomaly. Of the 50 previous cases of partial trisomy 12q,
there are 13 that overlap with the same duplicated region
present in our patients (12q24.31q24.33) [Zabel and Bau-
mann, 1981; Tajara et al., 1985; Jardine et al., 1993; Rodri-
guez et al., 2003; Ireland et al., 2004; Lagier-Tourenne et
al., 2004; Bao and Schorry 2005; Sathanoori et al., 2007;
Semerci et al., 2010]. The sizes of the trisomies in the pre-
vious cases vary from 2.3 to 67.9 Mb, with more severe
phenotypic effects being reported for more extensive tri-
somies. The phenotypes typically associated with 12q tri-
somies are an abnormally shaped skull, hypertelorism, a
flat nasal bridge with a downturned or prominent nasal
tip, downturned mouth, skeletal and limb abnormalities,
sacral dimples, single palmar crease, and occasional brain
and heart defects [Bouman et al., 2013]. The duplicated
region in both our probands includes 139 genes. Of these
genes, 15 are reported in the OMIM database as possi-
bly disease-causing genes (ORAII, CIl2orf65, SCARBI,
P2RX2, POLE, HPD, PUSI1, BCL7A, ANKLE2, WDR66,
EIF2B1, DIABLO, TCTN2, VPS33A, and ATP6V0A2).
Mutations in DIABLO and P2RX2 are associated with de-
velopmental anomalies leading to sensorineural hearing
deficits [Cheng et al., 2011; Faletra et al., 2014]. Since both
our patients have trisomy of this region, their hearing loss
may be related to gene dosage effects. It is likely that al-
though this trisomy occurs in both cousins, the large
number of genes duplicated may have resulted in syner-
gistic action of multiple genes contributing to the varia-
tion in phenotypes between P1 and P2. In addition, the
influence of other genetic mechanisms and environmen-
tal factors should not be disregarded.

Fig. 2. G-banded chromosomes and FISH analysis. A G-banding
results showing the derivative chromosome 4 with the addition of
12q in P1. B G-banded chromosomes showing the apparently bal-
anced translocation between chromosomes 4 and 12 in P2’s moth-
er. C, D FISH analysis using LPT04PR-Red (4p16.3) and LP-
T12QG-Green (12q24.33) probes for patients and carriers. FISH
analysis (P2) showing 3 green signals (C), one of them in the de-
rivative chromosome 4 with the addition of the subtelomeric 12q

Analysis of Cousins with 4p16 Deletion
and Partial 12q Duplication

The variability of phenotypic findings in WHS has
been associated with the extent of the partial deletion in
4p. About 40-45% of the WHS cases involve an unbal-
anced translocation and a deletion of 4p as well as partial
trisomy of a different chromosome arm [Battaglia et al.,
2015]. The core phenotype is defined by a broad, flat nasal
bridge, a prominent high forehead, and hypertelorism
which has led to the descriptive term Greek warrior hel-
met appearance.

The association of the 4p monosomy and 12q trisomy
has been previously reported in only 3 cases [Melnyk et al.,
1981; Tajara et al., 1985; Wilson and Oei, 1998], analyzed
by classical cytogenetics (Table 1). The phenotypic findings
are very similar among the patients including developmen-
tal delay, intellectual disability, and craniofacial dysmor-
phisms. Prominent forehead, flat nasal bridge, microgna-
thia, and malformed ears were described in all cases. Three
patients presented with seizures, and cleft palate was re-
ported in 2. Microtia and deafness was exclusively observed
in case P2. Ou et al. [2011] suggest that sequence homolo-
gies present in low-copy repeat clusters at 4p16 may make
this region prone to chromosomal rearrangements.

The deleted region at 4p16.3 in our patients comprises
53 genes, including 3 major genes (WHSCI, WHSC2, and
LETM1I) known to be associated with the WHS pheno-
type. WHSCI is thought to regulate multiple processes in
development [Battaglia et al., 2015], and its deletion may
disrupt normal morphogenesis and neurodevelopment
leading to some phenotypic features found in WHS [Zol-
lino and Doronzio, 2018]. The WHSC2 gene may be in-
volved in more global aspects in WHS. The combined
haploinsufficiency of WHSCI and WHSC2 could signifi-
cantly alter the “transcriptome landscape” during devel-
opment, which may have an adverse overall impact on
normal developmental processes in addition to having
tissue-specific effects on different organs [Kerzendorfer
et al, 2012].

The LETM]I gene may play a role in the pathogenesis
of seizures in patients with 4p deletion. The LETM1 pro-
tein regulates Ca*?/H* influx and efflux levels in the mito-

region. The normal chromosomes 4 (red) and 12 (green) are also
indicated. FISH analysis of P2’s sister showing the derivatives and
normal chromosomes (D). The derivative chromosome 4 with the
addition of 12q is marked in green and the derivative chromosome
12 with addition of 4p in red. E, F Microarray mapping of P1. E The
2.7-Mb deletion in chromosome 4 (4p16.3) is indicated in red.
F The 12.4-Mb duplication in chromosome 12 (12q24.31q24.33) is
shown in blue.
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chondria affecting cerebral activity [Jiang et al., 2013], but
haploinsufficiency of LETM1 by itself may be insufficient
to lead to seizures [Andersen et al., 2014]. More recently,
the genes CTBPI, PIGG, and CPLX1, all involved in neu-
ronal synaptic activity, were suggested as additional can-
didates for the development of seizures [Bayindir et al.,
2013; Zollino et al., 2014; Battaglia et al., 2015]. Ho et al.
[2016] suggest that WHS patients are less likely to have
seizures if the terminal 751 kb of the short arm of chromo-
some 4 remains intact. The terminal 4p deletions detected
in P1 and P2 are the same at the genomic level and com-
prise all candidate genes for the onset of seizures, suggest-
ing that other reasons may underlie why patient P1 did not
have a phenotype involving seizures as observed in her
cousin P2. There is some evidence that epileptic disorders
act as an independent factor for the final degree of intel-
lectual disability in patients [Oh et al., 2017], and this may
explain the more severe neurodevelopmental impairment
in case P2 in comparison to P1.

The deletion in 4p16.3 also includes the FGFRLI gene.
It has been proposed that FGFRLI could contribute to the
craniofacial phenotype and skeletal features in 4p dele-
tions based on targeted deletion of fgfrlI in zebrafish [Hall
et al., 2006] and mice [Catela et al., 2009]. The jaw mal-
formations and defects in heart septation observed in
these fgfrl1 knockouts have similar features to clinical ob-
servations in P1, such as cleft palate and persistent inter-
atrial communication.

Both P1 and P2 had some phenotypic features in com-
mon with other reported cases of monosomy 4p and tri-
somy 12q. Since both our patients carry the same genom-
ic alterations and only P2 shows the distinctive Greek
warrior helmet appearance typical of monosomy 4p, it
seems possible that the large 12q trisomy has slightly dif-
ferent effects in P1 and P2.

Our study of this rare unbalanced t(4;12) translocation
draws attention to several related genes that could help
explain the genotype-phenotype correlations in patients
with similar monosomies and trisomies at 4p and 12q.
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