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Investigacdo de alteracdes cromossdmicas cripticas em individuos com deficiéncia
intelectual idiopatica

RESUMO

Em todos os estudos etiologicos sobre a DI, as anomalias cromossémicas sdo fatores que
contribuem significativamente para essa condig¢do. Nos tultimos anos, a técnica de MLPA
(Multiplex Ligation Probe Amplification) tem permitido grandes avangos no campo da
citogenética clinica, tornando possivel o diagnéstico de reorganizagdes complexas muitas
vezes nio detectadas ao microscopio optico, garantindo assim, um major conhecimento das
causas que podem originar a DI. O objetivo deste trabalho foi implantar a técnica de MLPA
no Laboratério de Genética Humana e Médica - FMRP-USP e, através dessa metodologia,
investigar a presenca de alteragGes cromossdmicas cripticas em 50 individuos com DI
idiopética, provenientes das Associa¢gdes de Pais € Amigos dos Deficientes (APAEs) das
cidades de Altindpolis-SP, Limeira-SP e Serrana-SP, estabelecendo a frequéncia e os tipos
dessas anomalias e correlacionando as altera¢cdes encontradas com o fendtipo clinico dos
pacientes. Além disso, aplicar o método de array-CGH (Comparative Genomic Hidridization)
na amostra de individuos selecionados na APAE de Limeira-SP. Os resultados anomalos
obtidos por ambas as técnicas foram validados por qQPCR (quantitative Polymerase Chain
Reaction). A andlise de 50 individuos com DI por MLPA (kits P036, P070 e P245) detectou
duas (2/50=4%) altera¢des cromossdmicas cripticas. Em seguida, a técnica de array-CGH foi
realizada em 25 desses 50 individuos, identificando 13 (13/25=52%) desequilibrios
cromossOomicos cripticos: 6 (6/25=24%) considerados patogénicos e 7 (7/25=28%)
classificados como variagdes neutras ou de significado clinico indeterminado. Recomenda-se
a realizagdo de MLPA com kits para regides subteloméricas em individuos com exame
cariotipico normal que apresentam fendtipo sugestivo de cromossomopatia, enquanto o kit
para sindromes de microdelegdo € indicado para individuos com cari6tipo normal que
apresentam fenotipo especifico de alguma sindrome de microdele¢do comum. Ja o array-
CGH deve ser utilizado em individuos com DI associada a dismorfias que apresentaram
exames de caridtipo e de MLPA normais, e que, apds intensa investigacdo genético-clinica
permaneceram sem diagnéstico. Portanto, € indicado o uso dos exames de MLPA e array-
CGH na rede institucional de auxilio aos deficientes intelectuais, pois tais técnicas sdo
capazes de detectar um numero expressivo de anomalias cromossOmicas cripticas

consideradas clinicamente relevantes.

Palavras-chave: DI idiopatica. Alteragdo cromossdmica criptica. MLPA. Array-CGH.



Investigation of cryptic chromosomal abnormalities in individuals with idiopathic
intellectual disability

ABSTRACT

In all etiologic studies of intellectual disability (ID), chromosomal abnormalities are factors
that significantly contribute to this condition. In recent years, the technique of MLPA
(Multiplex Ligation Probe Amplification) has led to major advances in the field of clinical
cytogenetics, enabling the diagnosis of complex reorganizations often not detected by optical
microscopy, thus ensuring a greater understanding of the causes that can lead ID. The
objective of this work was to implement the MLPA technique in the Laboratory of Human
Genetics and Medical - FMRP-USP and through this methodology to investigate the presence
of cryptic chromosomal abnormalities in 50 patients with idiopathic, from the Associagdo de
Pais e Amigos dos Deficiéntes (APAEs) the of cities of Altindpolis-SP, Limeira-SP and
Serrana-SP, establishing the frequency and types of these anomalies and correlating the
alterations found with the clinical phenotype of the patients. Moreover, applying the method
of array-CGH (Comparative Genomic Hidridization in array) in the sample of individuals
selected in APAE of Limeira-SP. The anomalous results obtained by both techniques were
validated by qPCR (quantitative polymerase chain reaction). The analysis of 50 patients with
idiopathic ID by MLPA (kits P036, P070 and P245) detected two (2/50 = 4%) cryptic
chromosomal alterations. Then, the technique of array-CGH was performed in 25 of these 50
subjects, identifying 13 (13/25 = 52%) cryptic chromosomal imbalances: 6 (6/25 = 24%) were
considered pathogenic and 7 (7/25 = 28 %) classified as neutral variations or of undetermined
clinical significance. It is recommended to perform the technique of MLPA with kits for
subtelomeric regions in individuals who, despite of the karyotype normal, have suggestive
phenotype of change chromosomal , while the application of the kit for microdeletion
syndromes is indicated in cases with normal karyotype which presenting phenotype specific
of a microdeletion common syndrome .Whereas the array-CGH must be used in individuals
with ID associated to dysmorphias that showed normal results of karyotype and MLPA and,
after intensive research, clinical genetic remained undiagnosed. Therefore, the use of tests
MLPA and array-CGH in the network institutional for the intellectually disabled is indicated,
as these techniques are able to detect a significant number of cryptic chromosomal
abnormalities considered clinically relevant.

Key-words: Idiopathic ID. Cryptic chromosomal alteration. MLPA. Array-CGH.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da DI

A Deficiéncia Intelectual (DI) é uma condi¢do com grandes efeitos sociais que
acomete ndo apenas as pessoas afetadas, mas também a familia e a sociedade como um grupo
(KATZ; LAZCANO-PONCE, 2008). No decorrer dos anos o conceito de DI recebeu diversas
defini¢bes e terminologias para caracteriza-la, tais como oligofrenia, retardo mental, atraso
mental e deficiéncia mental (LYSAGHT et al., 2012).

De acordo com a décima revisdo de World Health Organization (WHO): "Deficiéncia
Intelectual é um distarbio definido por um desenvolvimento mental incompleto ou reprimido,
caracterizado principalmente pela deterioragdo das fung¢Ges concretas em cada estagio do
desenvolvimento e que contribuem para o nivel global de inteligéncia, tais como as fungdes
cognitivas, de linguagem, motoras e de socializag@o; nos pacientes a adaptagcdo ao ambiente é
sempre afetada. Em casos de DI os escores dos niveis de desenvolvimento intelectual devem
ser determinados com base em todas as informag¢des disponiveis, incluindo sinais clinicos,
comportamento adaptativo do individuo no meio cultural e das constatagdes psicométricas”
(WHO, 2007).

Por outro lado, a American Association of Intellectual and Developmental Disabilities
(AAIDD) sugere que, além de um funcionamento intelectual significativamente abaixo da
média, devem ser observadas também limita¢des concomitantes em duas ou mais 4reas de
habilidades adaptativas, incluindo: comunicag¢&o; cuidados pessoais; vida doméstica; aptiddes
sociais; autonomia; saude e seguranga; capacidades académicas; momentos de lazer e
trabalho; devendo a deficéncia intelectual manifestar-se antes dos 18 anos de idade (AAIDD,
2010). Em sintese, a DI € caracterizada por evidentes limita¢gdes no funcionamento intelectivo
e no comportamento adaptativo, esse ultimo expresso como habilidades adaptativas
conceituais, sociais e praticas. Portanto, de acordo com a AAIDD, para a avaliagdo da DI
devem ser consideradas cinco dimensdes: aptiddo intelectual; nivel de adaptagdo;
participagdo, interagdo e fungGes sociais; e saide e contexto social (SALVADOR-CARULLA
et al., 2011). Essa definicdo estd em conformidade nZo apenas com a International
Association for the Scientific Study of Intellectual Disability (IASSID), mas também com a
World Health Organization's International Classification of Functioning, Disability and
Health (IFC) (LUCKASSON; REEVE, 2001).
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A DI € clinicamente definida por trés critérios: (a) quociente de inteligéncia (QI)
abaixo de 70; (b) limitagbes em dois ou mais comportamentos adaptativos, tais como
comunicagdo, cuidados pessoais, habilidades sociais, utilizagdo dos recursos comunitarios,
autonomia, saude e seguranga, (c) e evidéncias de que as desordens mentais comegaram antes
dos 18 anos de idade (DSM-IV, 2000). A DI pode revelar-se nos primeiros anos de vida como
um atraso do desenvolvimento global. Nesse caso, criangas menores de cinco anos que
apresentam déficits do desenvolvimento e adaptagdo sdo diagnosticadas com atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM), devido a dificuldade em mensurar o QI nessa
faixa etaria (SHEVELL et al., 2003).

A DI nd3o é considerada uma doenga, mas um agrupamento de um grande e
heterogéneo conjunto de distirbios sindrOmicos e ndo sindrémicos que possuem como
caracteristica comum o comprometimento das habilidades intelectuais (VAN BOKHOVEN,
2011). Dessa forma, faz-se uma distingdo classica entre DI sindromica, em que os pacientes
tém anomalias adicionais, como caracteristicas dismorficas ou defeitos anatomicos, € DI nio
sindromica, em que a DI é a unica caracteristica clinica. No entanto, é necessario um exame
clinico dismorfoldgico especializado para diferencia-las (VAN BOKHOVEN, 2011).

Uma das classificag6es da DI é feita com base no nivel de comprometimento mental:
QI 50-69 (DI leve), QI 35-49 (DI moderada), QI 20-34 (DI grave) e QI <20 (DI profunda),
sendo que, 85% dos individuos com déficit de inteligéncia apresentam DI leve, 10% DI
moderada, 4% possuem DI severa e 1% apresenta DI profunda (AAMR, 2002). Muitas vezes
uma classificag@o mais simples € utilizada, em que a DI grave compreende todos os valores
de QI abaixo de 50 e a DI leve inclui os valores entre 50-70. Individuos com um QI entre 70 e
85 sdo considerados como limitrofes. Inicialmente achava-se que a avaliagdo genético-clinica
deveria ser realizada apenas nos casos de DI grave, no entanto, nos dias de hoje recomenda-se
que essa avaliagdo ocorra em todos os individuos com DI independentemente do grau (VAN
KARNEBEEK et al., 2005).

A classificag@o etiopatogénica, adotada por profissionais que estudam a etiologia e a
patologia da DI, considera os elementos causais relacionados & deficiéncia cognitiva como
(KATZ; LAZCANO-PONCE, 2008):

1- Fatores genéticos:

a) doengas cromossOmicas;
b) monogeénicas;
c) poligénicas;

d) mitocondriais.
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3- Fatores adquiridos ou ndo genéticos:

a) congeénitos;

b) pds-natais.

Dentro dos fatores adquiridos ou ndo genéticos existem os determinantes
socioculturais. Estudos epidemioldgicos apontam uma importante correlagéo entre pobreza e
DI, devido, principlamente, a existéncia de uma relagéo entre pobreza e exposi¢do a uma
ampla gama de fatores ambientais e psicossociais. Desse modo, fatores ambientais e
socioculturais sdo causas diretas do aumento desproporcional da incidéncia de DI nos paises
em desenvolvimento (VAN KARNEBEEK et al., 2005).

Entre as classificagGes a etiologica € a mais importante por ser considerada estratégica
para um pais saber quais as causas de DI em sua populagdo e quais sdo suas frequéncias
relativas, visando o estabelecimento de politicas publicas de prevengdo primaéria. Essa
classificagéo inclui (KATZ; LAZCANO-PONCE, 2008):

1- Causas ambientais: decorrentes de exposig¢des inadequadas durante os periodos pré,
peri e pés-natais, como encefalopatia hipoxico-isquémica (sofrimento fetal crénico, trauma e
anoxias de parto, etc.); prematuridade, principalmente as extremas; infec¢des congénitas
(toxoplasmose, sifilis, citomegalovirose, rubéola); infec¢des pos-natais (meningites
bacterianas); radia¢Ges intrauterinas; alcool e drogas na gesta¢do; e uso de medicamentos
teratogénicos.

2- Causas genéticas, que podem ser:

2.1- CromossOmicas - alteragdes cromossOmicas numeéricas e/ou estruturais
relacionadas & aneuploidias, completas ou parciais, ou as sindromes de microdelegdes ou
microduplicagdes cromossOmicas.

2.2- Monogeénicas - sindromes de etiologia ligada ao X ou autossémicas, que podem
ser dominantes ou recessivas, relacionadas a DI.

3- Causas multifatoriais: doengas com predisposi¢do genética e com recorréncia
familial, mas com poucos casos distribuidos nos heredogramas, associadas a desencadeantes
ambientais, como por exemplo, a deprivagdo de acido folico que pode causar defeitos de
fechamento do tubo neural (anencefalias, meningomieloceles e encefaloceles isoladas).

4- Causas desconhecidas: casos de DI isolados na familia e sem diagndstico clinico e
etioldgico, cujos riscos de recorréncia também sdo indefinidos.

5- Causas heterogéneas: casos de DI em que a patologia diagnosticada ¢ de origem
heterogénea e que na situagio em questfio nfo foi possivel estabelecer qual das possiveis

causas contribuiu para a determinagéo da DI.
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A prevaléncia da DI ¢ mundialmente estimada em cerca de 1 a 4% (WHO, 2007).
Segundo a Pan American Health Organization (PAHO), nos paises em desenvolvimento a
frequéncia de deficiéncia cognitiva em criangas menores de 18 anos de idade é de
aproximadamente 4,6% (PAHO, 2001), enquanto que a prevaléncia estimada em paises
desenvolvidos € de 0,5 a 2,5% (FREY; TEMPLE, 2008). Parece haver um consenso de que a
frequéncia da DI seja maior nos paises em desenvolvimento, uma vez que fatores etiologicos
associados a esta condi¢gdo sio mais comuns nessas regides (SOTELO, 2008; KATZ;
LAZCANO-PONCE, 2008). Estudos sugerem ainda que a prevaléncia da DI nos paises de
baixa a média renda pode variar de 0,09 a 18,3% (MAULIK; DARMSTADT, 2007). Essa
variagdo, no entanto, sofre interferéncias metodoldgicas, incluindo vieses na avaliagdo
influenciada por questdes culturais e ambientais (MERCADANTE et al., 2009). De acordo
com o censo demografico realizado no Brasil no ano 2000, pelo menos 2,8 milhdes de
pessoas (1,6% da populagdo) eram afetadas por DI, que é certamente uma subestimativa, visto

que a prevaléncia esperada nos paises em desenvolvimento € trés vezes maior
(CHRISTOFOLINI et al., 2009).

1.2 Etiologia

Os determinantes ambientais apresentam um importante papel, ja que contribuem
principalmente para a prevaléncia da DI leve (PATEL et al., 2010). Por outro lado, as causas
genéticas da DI s3o mais frequentes no grupo de DI grave e incluem alteragGes
cromossOmicas, tanto numéricas quanto estruturais, doengas genéticas e doengas
monogénicas. Esses fatores genéticos representam até 65% das DI graves, embora esta
percentagem varie amplamente em varios estudos (CHELLY et al., 2006; RAUCH et al.,
2006, CHIURAZZI et al., 2008; PATEL et al., 2010). Considera-se que um diagnostico
genético ou metabolico possa ser alcangado em aproximadamente 50% a 65% dos pacientes
com DI grave, em contraste com 20% nos casos de DI leve (VAN BANKHOVEN, 2011).

A distribuigdo das causas da DI varia de acordo com a severidade, a sele¢do dos casos,
a verificagdo das fontes e a idade dos pacientes (RAYNHAM et al., 1996). Nos paises
desenvolvidos 30% das DI sdo decorrentes de fatores genéticos, enquanto 15% resultam de
determinantes ambientais. No restante dos casos, entre 20 a 50%, a etiologia da DI é

desconhecida (HOCHSTENBACH et al., 2009). Apesar da DI ser mais dificil de ser
diagnosticada nos paises em desenvolvimento, ha varios elementos que sugerem uma maior

prevaléncia dessa condi¢do nesses territorios. Por exemplo, fatores etiolégicos como
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desnutrigdo, auséncia de cuidado perinatal e exposigéo a agentes tdxicos e infecciosos, que
sd0 mais comuns nas nagdes em desenvolvimento, contribuindo para uma maior prevaléncia
da DI nesses paises (SOTELO, 2008; KATZ; LAZCANO-PONCE, 2008).

O alto indice de casos em que ndo € possivel determinar a etiologia da DI limita tanto
o diagndstico etioldgico como a eficiéncia do aconselhamento genético, impedindo a
identificagdo de individuos portadores e o diagndstico pré-natal em familias com um ou mais
membros afetados por essa condigio (VERDU-PEREZ et al, 2011). Em determinadas
circunsténcias, apos o nascimento de uma crianga com DI, alguns familiares optam por evitar
novas gestagdes, a menos que lhes seja assegurado um baixo risco de recorréncia ou um
minucioso exame pré-natal (RAUCH et al., 2006). Portanto, a determinagio etioldgica da DI
se configura como um objetivo assistencial prioritario, do qual emana o estabelecimento do
prognostico, medidas terapé€uticas globais, tanto especificas como inespecificas, € o
aconselhamento genético, considerado de grande importincia para os familiares
(ADEYINKA et al., 2005). Dependendo do diagnostico etioldgico, o risco de recorréncia da
DI geralmente varia entre o background a 50%, podendo raramente chegar a 75% ou mesmo a
100%. Independentemente da etiologia da DI, estima-se que o risco de recorréncia dessa
condi¢do seja de 8,4% (VAN NARDEN BRAUN et al., 2005).

Segundo a WHO, a solugdo basica para reduzir a incidéncia de individuos com DI é
atuar nas prevengdes (WHO, 1981). Na prevengdo primaria sdo desenvolvidas a¢des para
evitar o nascimento de uma crianga com deficiéncia intelectual. Uma delas é o
aconselhamento genético, definido como um processo de comunicagdo sobre os riscos de
ocorréncia ou recorréncia familial de doengas genéticas, que busca fornecer aos pacientes e
seus familiares uma ampla compreensdo das implicagdes relacionadas a doenga genética em
discussdo. Ja a prevengdo secundaria tem como objetivo o estabelecimento do diagndstico
precoce, devendo esse ocorrer antes que a deficiéncia seja manifestada clinicamente
(diagnéstico intra-utero ou peri-natal). Por ultimo, a prevengdo terciaria, que tem como
finalidade limitar as consequéncias adversas da condi¢do existente, ¢ também, melhorar o

nivel funcional do individuo afetado.
1.3 Alteracdes cromossémicas como determinantes da DI
O desenvolvimento da citogenética humana data de 1956, quando Tjio e Levan (1956)

comprovaram que o conjunto cromossOmico diploide na espécie humana contém 46

cromossomos, apresentando pela primeira vez uma classificagdo dos cromossomos mitdticos
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humanos. Contudo, os primeiros casos de anomalias cromossdmicas humanas foram relatados
por Lejeune et al. (1959) que revelaram uma associagdo definitiva de uma anomalia
cromossOomica com a sindrome de Down, referindo-se a trissomia do cromossomo 21, em
seguida, Jacobs e Strong (1959) descreveram a sindrome de Klinefelter, Ford et al. (1959)
propuseram a sindrome de Turmner e Jacobs et al. (1959) definiram a sindrome do Triplo-X
féemea. Estabeleceu-se nessa época que, embora as sindromes de Klinefelter e Triplo-X
ocorram em pessoas com intelecto normal, elas sdo proporcionalmente mais frequentes em
individuos com DI, evidenciando a presenga de genes no cromossomo X relacionados com a
inteligéncia. Essas descobertas empolgaram os citogeneticistas de todo o mundo que
comegaram a selecionar individuos com doengas congénitas para a investigagdo de aberragées
cromossdmicas, contribuindo significativamente para a elucidagdo da etiologia de doengas
humanas (BROWN, 1968).

Desde entdo, uma grande quantidade de estudos vinculando rearranjos cromossomicos
ndo equilibrados a fenétipos clinicos de individuos com DI foram compilados (SCHINZEL,
2001), ja que, além da DI, as desordens cromossémicas podem estar associadas, na maioria
das vezes, a problemas no crescimento, a um grande nimero de anomalias menores, como
dismorfias faciais e néio faciais, € a outras malformagées (GUITART-FEILIUBADALO et al.,
2006).

Segundo Rauch et al. (2006), as anomalias cromossdmicas s@o responsaveis por
aproximadamente 29% dos casos de DI, sendo que 15,8% dessas alteragdes s@o
microscopicamente visiveis e detectdveis no exame citogenético convencional, enquanto o
restante corresponde a anomalias cromossOmicas cripticas, incluindo sindromes de
microdelecdo (5,3%), desordens subteloméricas (1,3%) e alteragGes submicroscopicas
detectadas por array-CGH (6,6%) (Figura 1). Infere-se que desequilibrios cromossomicos
sejam responsaveis por 30 a 40% dos casos de DI moderada a grave e 10 a 20% dos casos de
DI leve (FLINT et al., 1995; KNIGHT et al., 1999).

No entanto, ¢ dificil estabelecer a verdadeira estimativa da contribui¢do das alteragées
cromossOmicas para a DI em razdo da variabilidade nos pardmetros, tanto de sele¢do dos
casos clinicos, quanto da sensibilidade das técnicas empregadas (HOCHSTENBACH et al.,
2009).
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Figura 1 - Visdo geral da distribui¢do de varias causas etioldgicas, agrupadas em categorias
diagnésticas, identificadas no grupo de pacientes com DI (n = 670). A contribui¢do das técnicas de
array foi calculada a partir dos 10% de aberragdes detectadas por array-CGH de alta resolugio, apds a
exclusdo de pacientes com microalteragdes identificadas clinicamente ou por triagem subtelomérica.
ACS, aneussomias cromossdmicas segmentares (incluindo aquelas constatadas no primeiro e segundo
caridtipo); Trissomias em mosaico, tecidos mosaicos ndo identificados em hemocultura. Equilibradas,
alteracGes equilibradas de novo detectadas por caridtipo convencional ou FISH com sondas
subteloméricas. Sindromes de microdelegdo, sindromes clinicamente reconheciveis diagnosticadas
através da analise de FISH locus-especifico (DiGeorge, Williams-Beuren, etc.). Monogénicas, doengas
monogénicas decorrentes de muta¢des; Mendelianas, doengas ndo classificadas que apresentam
evidéncias de heranga mendeliana através da genealogia ou padrdes de inativagdo do X. Sindromes,
sindromes clinicamente reconhecidas sem etiologia conhecida. UDP, dissomia uniparental (Adaptado
de Rauch et al., 2006).

A identificagdo precoce de uma etiologia com base cromossémica € de grande
importdncia tanto para o paciente como para seus familiares. Inicialmente, ela ira
proporcionar opg¢des de tratamento adequadas permitindo o rastreio pré-sintomatico de
complica¢des que estdo associados com a doenga. Seguidamente, um prognostico a curto e
longo prazo pode ser inferido, possibilitando outras formas de assisténcia, além da educativa.
Depois, ¢ possivel realizar uma avaliagdo do risco de recorréncia no contexto do
aconselhamento reprodutivo, podendo tornar disponivel a identificagdo do portador, bem
como o diagndstico pré-natal. Posteriormente, a familia pode ser encaminhada & servigos
médicos e sociais adequados, além de grupos de apoio. Finalmente, o reconhecimento da
etiologia evitara, ndo apenas gastos dispendiosos, mas também o consumo de tempo

consideravel com testes adicionais desnecessarios (HOCHSTENBACH et al., 2009).
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1.4 Regioes Subteloméricas

Os telomeros sdo constituidos por hexameros ricos em TG, (TTAGGG)n, repetido
centenas a milhares de vezes. Proximo a essas repeti¢des situam-se as regides subteloméricas,
formadas por familias complexas de sequéncias de DNA repetitivo. A homologia entre as
regides subteloméricas de cromossomos ndo homologos facilita a troca de material genético
entre diferentes cromossomos durante a meiose, resultando assim, em rearranjos
subteloméricos e, consequentemente, em um desequilibrio na dosagem génica de cada
cromossomo envolvido (MEFFORD; TRASK 2002).

As regides subteloméricas s@o definidas operacionalmente como a porgdo
correspondente aos 500 kilobases (kb) de eucromatina terminais de cada brago cromossémico,
uma vez que essa parte € conhecida por compreender quase todas as repetigdes subteloméricas
previamente caracterizadas (MACINA et al., 1995). Os subteldmeros sdo constituidos por um
mosaico de sequéncias pardlogas compostas por repetigdes associadas aos telomeros
(Telomere-Associated Repeats - TAR), repetigdes subteloméricas (Srpts) e duplicagdes
segmentares ou duplicons subteloméricos, decorrentes de translocag¢des recentes promovidas
predominantemente por ligagdo de pontas ndo homologas (Non-homologous End-Joining -
NHEJ) (LINARDOPOULOU et al., 2005). Duplicons subteloméricos constituem 25% do
segmento distal de 500 kb e 80% da sequéncia de 100 kb adjacente aos telomeros
(AMBROSINI et al., 2007).

A arquitetura de cada subtelomero é determinada pelo conteudo e organizagdo das
duplicagdes segmentares (AMBROSINI et al., 2007). Grandes variagdes nas regides de DNA
subtelomérico foram detectadas em muitos teldomeros humanos. Os "menores" alelos podem
diferenciar-se dos "maiores" alelos em centenas de kb, levando a enormes disparidades
alélicas no conteido da sequéncia de DNA subtelomérico e, consequentemente, na separagéo
de genes de cOpia-unica nas extensdes terminais (TTAGGG)n (RIETHMAN et al., 2005).
Segundo Linardopoulou et al. (2005), os subtelomeros alélicos podem variar enormemente
devido ao conteudo e disposi¢do dos duplicons, enquanto subteldomeros ndo alélicos podem

compartilhar até mais que 100 kb de continua identidade de sequéncia (Figura 2).
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Figura 2 - Estruturas subteloméricas de Homo sapiens. Cromossomo A representando um modelo de
organizagdo subtelomérica proposto por Flint e al. (1997). Outras estruturas subteloméricas sdo
exibidas nos cromossomos B, C e D. B1 e B2 representam cromossomos homdlogos que diferem
muito no contetido subtelomérico (Adaptado de Mefford; Trask, 2002).

Essas grandes disparidades alélicas, vistas no contetido e na organizagdo de sequéncias
de DNA subtelomérico, sdo postuladas a ter um impacto na dosagem de transcritos
incorporados dentro das sequéncias repetidas, na transcri¢do de genes em regides adjacentes
ao DNA de cépia Unica e na estrutura da cromatina ao mediar fung¢des teloméricas, incluindo
estabilidade cromossOmica (RIETHMAN et al., 2005).

A estrutura molecular e a alta frequéncia de recombinacdes das regides teloméricas
sdo fatores que predispdem a ocorréncia de tais rearranjos (SACCONE et al., 1992; BROWN
et al,, 2001). Dessa forma, rearranjos envolvendo os telomeros podem originar graves
consequéncias fenotipicas devido a alta concentracdo de genes nesses pontos, incluindo um
grande numero de genes candidatos relacionados a sindromes genéticas conhecidas
(ALTHERR et al., 1991; KUWANO et al., 1991; SACCONE et al., 1992; KNIGHT; FLINT,
2000) (Figura 3).
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Figura 3 - Subtelomeros e rearranjos cromossOmicos. a) A extensa homologia entre subtelomeros de
diferentes cromossomos, juntamente com grandes diferengas no conteiido subtelomérico entre
cromossomos homologos podem levar & um mispairing de cromossomos durante a meiose. Sem
recombinag@o ectdpica, os gametas recebem um complemento equilibrado (1 ou 1I' e 2 ou 2'). Na
recombinagio ectdpica entre os blocos homdlogos, como no bloco azul em A, os gametas recebem um
complemento cromossdmico equilibrado, entretanto variantes da sequéncia subtelomérica so transferidas
entre diferentes cromossomos. Se um crossover ocorrer proximo a regido subtelomérica, um complemento
ndo equilibrado sera transferido para trés de quatro gametas. Aqui, o bloco azul medeia o pareamento
homodlogo, ocorrendo um crossover desigual em B através de dois elementos Alu incorporados em DNA de
copia-tinica cromossomo-especifico. Em B, o crossover ocorre proximo ao gene X no cromossomo 1 € em
um intron do gene Y no cromossoma 2 '. b) Os quatro resultados possiveis de um evento como esse sdo
mostrados. Apenas gametas I apresentam complemento equilibrado intacto. Os outros trés gametas
possuem nimero andmalo de cdpias do gene X e/ou copia descontinua do gene Y, podendo resultar em
fenétipo clinico. der, cromossomo derivado resultante de translocago.

Uma série de trabalhos populacionais foi realizada com o propdsito de estipular a real
frequéncia de desordens cromossOmicas subteloméricas na populagéo de individuos com DI
idiopatica, principalmente nos casos associados a dismorfias. Entretanto, a inconsisténcia da
seleg¢do clinica revelou uma grande varia¢do entre os resultados obtidos (ROSSI et al., 2001;
FAN et al, 2001; JOYCE et al., 2001; RIEGEL et al., 2001), demonstrando assim, a
importincia de uma pré-sele¢do clinica eficaz, devido principalmente aos altos custos e a

complexidade das técnicas utilizadas.
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Em vista disso, de Vries et al. (2001) desenvolveram um checklist fundamentado nas
caracteristicas fenotipicas comuns observadas em individuos com DI e alteragdes
subteloméricas, com o intuito de auxiliar na pré-selegdo de casos suspeitos de terem tais
anomalias. Os cinco itens listados pelos autores foram: 1) historia familial de DI; 2) déficit de
crescimento intrauterino; 3) anomalias no crescimento pos-natal, 4) duas ou mais
caracteristicas dismorficas faciais; 5) uma ou mais caracteristicas dismorficas ndo faciais e/ou
anomalias congénitas. Segundo de Vries et al. (2001), para a inclusdo de um individuo em
uma triagem de alteragGes subteloméricas, o0 mesmo deve somar trés ou mais pontos no

checklist (Tabela 1).

Tabela 1 - Checklist clinico aplicado em individuos com suspeita de altera¢des subteloméricas.

Itens Pontuacio

1. Histéria familial de DI
Compatibilidade com Heranga Mendeliana 1

Incompatibilidade @~ com  Heranga  Mendeliana

(incluindo fenotipos discordantes) 2
2. Déficit de crescimento intrauterino 2
3. Anomalias no crescimento pos-natal Maximo 2 pontos

Para cada um dos itens abaixo marque 1 ponto.
Baixa estatura, Alta estatura, Microcefalia,

Macrocefalia

4. Duas ou mais caracteristicas faciais dismoérficas 2
Especialmente Hipertelorismo ocular, Anomalias

nasais, Anomalias de orelhas

5. Uma ou mais dismorfias nao faciais e anomalias

congénitas Maximo 2 pontos
Para cada um dos itens abaixo marque 1 ponto.
Especialmente Hipospadias e/ou criptorquidismo,

Anomalias de maos, Anomalias cardiacas

Adaptado de de Vries et al. (2001). DI: Deficiéncia Intelectual
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Os resultados encontrados pelos autores sugerem que o déficit de crescimento pré-
natal e um histérico familial de DI, juntamente com a presenga de caracteristicas fenotipicas
sugestivas de cromossomopatia, sdo bons indicativos de alteragdes subteloméricas e devem
ser empregadas na selegdo de pacientes com DI (DE VRIES et al., 2001). Embora de Vries et
al. (2001) tenham desenvolvido o checklist com o objetivo de selecionar individuos com DI
suspeitos de apresentarem anomalias subteloméricas, os critérios mostraram-se aplicaveis
também na triagem para anélise de alteragdes cromossOmicas cripticas, tanto subteloméricas
quanto intersticiais, através de técnicas de microarray (DE VRIES et al., 2003).

Atualmente, os principais desafios incluem a descoberta da verdadeira extensdo e
natureza das estruturas subteloméricas e das variagdes no nimero de copias (Copy Number
Variations-CNVs) de segmentos gendmicos, bem como o desenvolvimento de métodos para

rastrear variagdes alélicas individuais no contexto de DNA gendmico total (RIETHMAN,
2008).

1.5 DI e alteracdes cromossomicas subteloméricas cripticas

Por mais de 50 anos, o cari6tipo através de bandamento G tem sido um método eficaz
para detectar a presenga de anomalias cromossOmicas. Entretanto, essa técnica possui uma
resolugdo limitada, sendo capaz de identificar alteragdes cromossOmicas maiores que 5 a 10
megabases (Mb) de DNA em resolugdes que variam de 400 a 550 bandas por conjunto
hapléide (ISCN, 2005; KRIEK et al., 2007; HOCHSTENBACH et al., 2009). Portanto, a
qualidade do exame citogenético é de fundamental importéncia, visto que, quanto mais
criteriosa for a anélise de um cromossomo, menor sera a necessidade da utilizagdo de outros
testes moleculares para a detecgdo de anomalias cromossomicas (FLINT; KNIGHT, 2003;
BONAGLIA et al., 2005).

Dependendo da indicagéo clinica, pequenas alteragdes cromossOmicas localizadas em
regides especificas precisam ser melhores visualizadas, necessitando do emprego de um
padréo de bandas mais alongado (CURRY et al., 1997; JACKSON, 2002). Para isso, utiliza-
se 0 exame citogenético de alta resolugdo, considerado apto para identificar alteragdes
cromossOmicas maiores que 2 Mb de DNA com uma resolugdo de 650 a 850 bandas
(JACKSON, 2002; ISCN, 2005). Muitas vezes, técnicas de citogenética molecular devem ser
aplicadas juntamente com o exame cariotipico de alta resolugdo, visto que desequilibrios

cromossdmicos com extensdo de 1 a 2 Mb de DNA nfo sfo detectaveis por cariotipo, nem

mesmo o de alta resolugdo (JACKSON, 2002).
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Em 1992, Ledbetter (1992) especulou sobre a importidncia das alteragGes
cromossOmicas subteloméricas cripticas na etiologia das malformagées congénitas multiplas e
da DI. Tal raciocinio foi fundamentado no reconhecimento de uma arquitetura gendmica
complexa dessas regides que, associada a altas taxas de recombinagdo meidtica desses loci e a
elevadas taxas de concentragdo génica nas bandas distais, poderiam contribuir para a
formag&o de desequilibrios cromossémicos patogénicos.

Seguidamente, Wilkie (1993) publicou o primeiro estudo sobre anomalias
subteloméricas cripticas em individuos com DI idiopética através de uma técnica em que
polimorfismos presentes em regides hipervaridveis do DNA, no caso, o numero variavel de
repeti¢cdes em tandem (VNTRs, Variable Number of Tandem Repeats), foram detectado por
sondas. Dois anos depois, Flint et al. (1995) empregaram esse mesmo método para analisar 28
regides subteloméricas de 99 individuos com DI. Apds identificarem 03 alteragbes de novo,
confirmadas por FISH, os autores sugeriram que anomalias subteloméricas sdo responsaveis
por aproximadamente 6% dos casos de DI idiopética, tornando-as um importante meio para a
caracterizagdo das bases genéticas do neurodesenvolvimento.

Apesar dos trabalhos de Wilkie (1993) e Flint et al. (1995) demonstrarem que
anomalias cromossOmicas subteloméricas contribuem significativamente para a etiologia da
DI, a metodologia utilizada apresentou-se muito complexa para ser empregada como rotina
diagnostica. Além disso, os dados em relagdo a frequéncia das alteragdes subteloméricas
foram inconclusivos devido & baixa sensibilidade e especificidade do teste e pelo pequeno
tamanho da amostra.

Em 1999, Knight et al. (1999) desenvolveram uma nova metodologia, que possibilitou
a andlise simultanea das regides subteloméricas de cada cromossomo, utilizando um conjunto
de sondas com cerca de 100% de sensibilidade e especificidade. Apds a andlise de 284
criangas com DI grave e 182 com DI leve, as frequéncias de anomalias subteloméricas
encontradas foram 7,4% e 0,5%, respectivamente. Segundo os autores, o estudo de
desequilibrios subteloméricos cripticos em pacientes com DI idiopética € fundamental para a
compreensdo da patogénese dessa condigdo e para o manejo clinico dos individuos afetados.

Pouco tempo depois, Aderlid et al. (2002) empregaram FISH com sondas
subteloméricas para investigar alteragdes cripticas em 111 individuos com DI idiopatica e
fenétipo altamente sugestivo de desordem cromossomica. Foram encontradas 09 (8,2%)
anomalias subteloméricas, incluindo 05 delegdes de novo e 04 translocagdes ndo equilibradas
(uma de novo e 03 herdadas de pais com translocagdes equilibradas). Segundo os autores, a

identificagdo de anomalias cromossomicas em individuos da mesma familia € de grande
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importancia, principalmente no aconselhamento genético e nos exames pré-natais. Barocini et
al. (2005) também utilizaram FISH para investigar anomalias subteloméricas em 219
pacientes com DI idiopatica. Os autores encontraram 12 (5,5%) dessas alteragGes (06 delegGes
de novo e 06 translocagdes ndo equilibradas de origem indeterminada). A grande maioria dos
individuos com alteragdes subteloméricas encontrada nesse estudo apresentou DI de grau
moderado a grave (91,7%). Conforme Barocini et al. (2005), tais resultados mostram que a
coleta de dados clinicos dos pacientes positivos pode ajudar a delinear o fendtipo relacionado
a uma alteragdo subtelomérica especifica, além de adaptar os cuidados de saude as
necessidades particulares desses pacientes.

~Ainda assim, as caracteristicas clinicas de um individuo, mesmo ele apresentando
cariétipo normal, podem sugerir regides especificas a serem investigadas por FISH através de
sondas proprias para os loci de interesse (BOCIAN et al., 2004). Algumas sindromes
genéticas, tais como sindrome de dele¢do 1p36 e sindrome de DiGeorge (delegdo 22q11), sdo
exemplos de sindromes que podem ser clinicamente reconhecidas devido a combinagdo de
caracteristicas clinicas faciais conhecidas como “gestal’(DE VRIES et al., 2001). Em 2010,
Bogdanowicz et al. (2010) investigaram 76 individuos com DI e caracteristicas dismorficas,
suspeitos de possuirem alteragdes subteloméricas. Apds a realizagdo do FISH, os autores
identificaram 04 desequilibrios subteloméricos (5,3%) clinicamente relevantes, incluindo 03
casos de delegdo subtelomérica 1p36 e uma translocag@o ndo equilibrada de novo entre os
cromossomos 19 e 22.

Apesar de FISH detectar anomalias subteloméricas em pacientes com DI e
caracteristicas dismorficas com frequéncia significativa de aproximadamente 6% (FLINT et
al., 1995; BIESECKER, 2002), essa técnica € considerada por muitos autores como
inadequada para a detec¢do de duplicagdes submicroscopicas sequenciais e delegdo de
pequenos éxons (DE VRIES et al.,, 2003). Para tal proposito, metodologias quantitativas mais
sensiveis como MLPA, PCR quantitativa em tempo real (qQPCR) e array-CGH, tém
demonstrado serem mais apropriadas (BOEHM et al, 2004; MADRIGAL et al., 2007,
CHRISTOFOLINI et al., 2010). O uso dessas metodologias no estudo de regides
subteloméricas contribui fornecendo novos dados sobre a incidéncia de alteragdes
subteloméricas na populagdo em geral, assim como as relagdes dessas anomalias com a DI
(MADRIGAL et al., 2007).

Em 2002, Schouten et al. (2002) descreveram um método para a quantificagdo relativa
de 40 diferentes sequéncias de DNA utilizando apenas 20 nanogramas (ng) de DNA humano.

Aplicagdes dessa técnica, denominada Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
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(MLPA), demonstraram sua capacidade para identificar delegées e duplicagdes de éxons de
genes humanos (BRCAI, MSH2, MLHI), trissomias; caracterizagdo de aberragdes
cromossOmicas em linhagens celulares e amostras de tumores; além de localizar mutagdes de
polimorfismos de copia inica. No MLPA néo sé@o as amostras de acido nucleico, mas sim, as
sondas adicionadas a essas amostras que sdo amplificadas e quantificadas. A amplificagdo das
sondas por PCR depende da presenga da sequéncia-alvo dessa sonda na amostra. Cada sonda
consiste de dois oligonucleotideos que hibridam aos sitios adjacentes da sequéncia-alvo. Apos
a hibridagfio dessas sondas, as mesmas se ligam possibilitando uma posterior amplificagio.
Todas as sondas ligadas possuem sequéncias finais idénticas, o que permite uma amplificagio
simultdnea por PCR utilizando apenas um par de primer. Devido a presenca da sequéncia
Stuffer em um dos oligos que formam a sonda, ¢ produzido um produto de amplificagdo de
tamanho tinico, entre 130 a 480 pares de bases (pb). Apos a separagéo por eletroforese em gel
capilar, os produtos de amplificagdo podem ser analisados de acordo com a area ou altura do
pico de cada produto de amplifica¢do, refletindo assim o mimero de copias relativas da
sequéncia-alvo. Dessa forma, delegdes e duplicagdes existentes nas sequéncias localizadas no
final dos cromossomos podem ser facilmente identificadas (SCHOUTEN et al., 2002).

A capacidade diagndstica do MLPA foi confirmada por Rooms et al. (2004) que
aplicaram essa técnica para investigar a presenca de anomalias subteloméricas em 75
individuos afetados por DI. Foram encontradas 04 (5,3%) delegdes subteloméricas, todas
confirmadas por FISH. Segundo os autores, esse estudo demonstrou que o0 MLPA é um
método de investiga¢do rapido e seguro, sendo adequado para uso no diagndstico de rotina.
Koolen et al. (2004) avaliaram 210 individuos com DI idiopatica atwavés de MLPA e FISH e
encontraram 09 (4,3%) desequilibrios subteloméricos clinicamente relevantes, incluindo 07
alteragdes de novo e duas duplicagdes herdadas de pais similarmente afetados. A técnica de
FISH confirmou todas as dele¢des de novo, mas nédo foi capaz de identificar nenhuma das
dele¢des herdadas, talvez porque essas alteragdes familiais podem apresentar pequenos
polimorfismos genémicos incapazes de serem detectados pelas sondas utilizadas. Quanto as
duplicagdes, trés delas ndo foram detectadas por FISH, possivelmente por estarem localizadas
muito proximas uma das outras no genoma. Segundo os autores, 0 MLPA é um método
confiavel para detectar alteragGes subteloméricas, além de revelar duplicagées subteloméricas
que algumas vezes nédo foram identificadas por FISH.

Com o objetivo de aumentar a taxa de detecgdo de diagndstico de alteragbes

subteloméricas cripticas introduzindo uma tnica técnica molecular, Stegmann et al. (2008)

empregaram a técnica de MLPA em pacientes com DI idiopéatica, com ou sem anomalias
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congénitas. A principio, os 466 individuos foram examinados através de caridtipo e FISH,
sendo detectadas 39 (8,3%) anomalias cromossomicas. Em seguida, com a adi¢do dos kits de
MLPA P036 e P070, foram encontradas mais 18 (3,9%) alteragdes, totalizando 57
desequilibrios cromossdmicos. Observa-se que a taxa de detec¢do de alteragGes
cromossOmicas passou de 8,3% (sem MLPA) para 12,2% (com MLPA), representando um
aumento de 46%. Conforme os autores, a aplicagdo do exame de MLPA como rotina em
laboratérios de citogenética, possibilita um aumento significativo na obtengdo de
diagnosticos. Também utilizando os kits de MLPA P036 ¢ P070, Hila et al. (2009) analisaram
29 individuos com DI idiopatica, sendo que 03 (10,3%) deles apresentaram alteragées
subteloméricas.

Em 2010, Madrigal et al. (2010) investigaram através da técnica de MLPA a presenga
de alteragdes subteloméricas cripticas em 300 individuos com DI idiopatica. Os autores
encontraram 14 (4,7%) anomalias clinicamente relevantes. Estudo semelhante foi realizado
por Vérdu-Pérez et al. (2011) que analisaram 200 pacientes com DI/ADNPM idiopatico
utilizando os kits de MLPA P036 e P070 para regides subteloméricas. Os autores detectaram
09 (4,5%) alteragdes subteloméricas patogé€nicas, 08 delas ocorreram de novo enquanto a
outra resultou de uma translocagéo equilibrada em um dos pais. Mundhofir et al. (2013)
analisaram 436 individuos com DI idiopatica através da técnica de MLPA com os kits P036 e
P070. Os autores identificaram alteragdes subteloméricas em 16 pacientes, representando
3,7% dos individuos estudados.

Recentemente, Medina et al. (2014) estudaram um grupo de 119 individuos com DI
idiopatica que, apds serem submetidos a exames fisicos completos e avaliagdes para descartar
outras etiologias da DI, foram selecionados para a investigagdo de anomalias subteloméricas
cripticas. Ap6s o emprego da técnica de MLPA com os kits P036 e P070, os autores
identificaram alteragGes subteloméricas fenotipicamente relevantes em 05 (4,2%) individuos.

Portanto, considera-se que a prevaléncia de alteragdes subteloméricas patogénicas em
individuos com DI idiopatica seja de aproximadamente 5% (KOOLEN et al., 2004).
Entretanto, a frequéncia de alteragdes subteloméricas cripticas detectadas por MLPA em
individuos com DI idiopatica varia de 3,7% a 10,3% (HILA et al. 2009; MUNDHOFIR et al.,
2013), sendo que essa disparidade pode ser atribuida a diferentes estratégias na selegdo de
pacientes e aos diferentes padrdes de qualidade tanto da avaliag&o clinica pré-sele¢do como do

cari6tipo convencional (RAUCH et al., 2006).

Por fim, uma alteragfio cromoss6mica subtelomérica s6 deve ser determinada como

causa da DI se ela estiver presente em outros pacientes com fenétipos semelhantes, quer
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dentro da mesma familia ou em casos ndo relacionados (DE VRIES et al., 2003; FLINT;
KNIGHT, 2003). Isso porque, polimorfismos subteloméricos comuns (ndo patogé€nicos) com
variagdo de comprimento de até 100 kb estdo presentes em aproximadamente 1% da
populagio (LEDBETTER; MARTIN, 2007). Dessa forma, tanto para o aconselhamento
genético como para melhor entender como determinadas anomalias cromossOmicas
subteloméricas medeiam os efeitos fenotipicos, € muito importante relatar a detec¢do dessas
alteragdes, mesmo quando elas s3o consideradas provaveis polimorfismos neutros

(HENGSTSCHLAGER et al., 2005).

1.6 DI e sindromes de microdele¢cio/microduplicacio comuns

A DI pode estar relacionada a uma proporg¢do substancial de sindromes causadas por
microdele¢des/microduplicagdes de pequenos segmentos cromossOmicos, sejam eles
subteloméricos ou intersticiais. Semelhante as alteragdes subteloméricas, as anomalias
cromossOmicas intersticiais surgem da interagdo entre duplicagSes segmentares cromossomo-
especificas, tornando determinadas regiGes cromossémicas particularmente propensas a
formag¢do de rearranjos estruturais, e também awavés de recombina¢gdes homologas ndo-
alélicas desalinhadas que podem causar desequilibrios das sequéncias intervenientes (SHAW;
LUPSKI, 2004).

Embora algumas das microdelegdo/microduplicagdo resultem em um fenétipo
especifico, possibilitando assim um diagndstico clinico, um nimero de portadores de
sindromes bem conhecidas ndo ¢ de fato diagnosticado, sendo necessaria a aplicagdo de
técnicas mais apuradas. Uma delas é o MLPA, capaz de detectar também microdele¢Ges e/ou
microduplicagdes cromossOmicas intersticiais responsaveis por varias sindromes genéticas,
como as sindromes de Prader Willi/Angelman, DiGeorge, Rubinstein-Taybi, Miller-Dieker e
Smith-Magenis (SELLNER; TAYLOR, 2004; RUSU et al., 2007).

Com o objetivo de investigar alteragdes cromossOmicas cripticas relacionadas a DI,
Kirchhoff et al. (2005) examinaram 258 individuos através da técnica de MLPA, utilizando
primeiramente os kits P036 e P070 para regiGes subteloméricas. Os autores identificaram 13
(5%) anomalias subteloméricas. Depois, Kirchhoff et al. (2007) reanalisaram os 258
individuos utilizando os kits P023 e P064, especificos para sindromes de microdelegéo
comuns. Foram encontradas mais 15 (5,8%) alteragGes cromossomicas: 10 delegdes,
envolvendo as regides 1p36, 5q35, 7q11, 17pl1, 15q11 e 22ql1; e 05 duplicagdes detectadas
nas regides 5q35, 7q11, 17p13, 17pl1 e 22ql1. Dessa forma, a associagdo de diferentes Kkits
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de MLPA permitiu um aumento na taxa de detecgdo de alteragdes cromossOmicas cripticas,
que passou a ser 10,1%. Ahn et al. (2008) utilizaram dois kits de MLPA (um com sondas
subteloméricas e o outro com sondas para /oci de sindromes de microdele¢des comuns) para
pesquisar a presenga de anomalias cromossOmicas cripticas em individuos com DI idiopatica.
Dos 403 pacientes analisados, 321 foram testados com ambos os kits, 75 apenas com o kit
subtelomérico € 07 com o kit para microdele¢ées. Foram encontradas 29 anomalias
cromossOmicas cripticas: 22 detectadas pelo kit para regides subteloméricas e 07 identificadas
pelo kit de microdele¢ées comuns. De acordo com os autores, além de o MLPA ser um
método relativamente rapido e barato, a associagédo de diferentes kits pode fornecer um maior
numero de diagnoésticos.

Em um trabalho atual, Boggula et al. (2014) examinaram 203 individuos com DI por
meio de quawo kits de MLPA, dois para regiées subteloméricas (P036 ¢ P070), um para
sindromes de microdeleg¢do (P245) e o outro para o cromossomo X (DI ligada ao X) (P106).
A taxa de detecgdo total enconwada foi de 9,3% (19/203), sendo 14 (6,9%) alteragGes
identificadas apenas pelo kit P245 e 5 (2,4%) anomalias detectadas somente pelos kits P036 e
P070. Nenhuma alteragéo foi detectada com o kit P106. Os autores afirmam que o uso de kits
com sondas para regides subteloméricas associados a kits para sindromes de microdeleg¢do
proporcionam um bom rendimento diagnostico.

Embora o MLPA ndo seja capaz de analisar todo o genoma, como as técnicas de
microarrays, ele ¢ um importante método para a avaliagdo de casos com DI devido a sua

relativa facilidade de uso e baixo custo (BOGGULA et al., 2014).

1.7 Array-CGH e alteragdes cromossémicas cripticas

O array-CGH (array-Comparative Genomic Hybridization) € capaz de identificar
ganhos e/ou perdas cromossOmicas em todo o genoma, através da andlise de relagdo
semiquantitativa, comparando o DNA do paciente ao DNA referéncia simultaneamente
hibridados as sondas imobilizadas na 1dmina. Essa metodologia oferece uma rapida analise de
todo o genoma em alta resolugéo, sendo que a informagéo fornecida esta diretamente ligada
ao mapa fisico e genético do genoma humano (KOOLEN et al., 2004). Assim, o array-CGH ¢é
uma poderosa ferramenta para detectar desequilibrios cromossoémicos cripticos e € utilizado
na investigacdo, ao longo de todo o genoma, de alteragdes cromossdmicas em individuos com

DI. O array-CGH é capaz de detectar alteragdes genOmicas em até 25% dos pacientes com DI

idiopatica (HOCHSTENBACH et al., 2011).
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Shaw-Smith et al. (2004) analisaram 50 individuos com DI idiopatica através de
array-CGH com resolu¢do média de 1 Mb. A sele¢do dos pacientes foi realizada com base na
presenga de pelo menos um dos seguintes critérios: histéria familial de DI, crescimento
anormal, distirbios comportamentais, convulsdes, dismorfias, e evidéncia radiologica de
anomalias no cérebro, tronco ou membros. Os autores identificaram 12 (24%) alteragGes
submicroscépicas: 07 delegdes (06 originadas de novo € uma herdada do pai normal) e 05
duplicagdes (uma de origem de novo e 04 herdadas de pais normais), detectando uma taxa de
alteragdes cromossOmicas cripticas clinicamente relevantes de 14,0%. Rosenberg et al. (2006)
aplicaram a técnica de array-CGH, com resolug¢do aproximada de 1 Mb, em 81 individuos
com DI idiopatica associada a dismorfias faciais e outras anomalias congénitas. Alteragdes
gendmicas foram encontradas em 20 (25%) pacientes, 13 (16%) deles com desequilibrios
cromossomicos provavelmente relacionados as suas caracteristicas clinicas. O significado
clinico das 07 alteragdes remanescentes ndo pdde ser determinado. Segundo os autores, a
capacidade limitada para diferenciar entre CNVs herdadas que causam fenétipos anomalos e
variantes raras ndo relacionadas a altera¢des clinicas constitui uma barreira no uso do array-
CGH para orientar o aconselhamento genético.

A técnica de array-CGH com resolugéo aproximada de 1 MB também foi empregada
para investigar 41 individuos com DI idiopatica e fenétipo altamente sugestivos de desordens
de origem cromossOmica. Todos os pacientes realizaram exame citogenético classico, 30
foram analisados por FISH para investigar anomalias subteloméricas e 11 foram examinados
por SKY, porém, nenhuma alteragdo cromossomica foi identificada. O exame de array-CGH
revelou 04 (9,8%) delegdes intersticiais de novo. De acordo com os autores, o array-CGH é
uma importante ferramenta para o estudo de desequilibrios cromossdmicos cripticos, pois,
além de aumentar significativamente a taxa de detecgdo de alteragGes genOmicas em
individuos com DI, € possivel identificar genes envolvidos na DI, contribuindo com o
conhecimento do genoma humano através da correlagdo genétipo/fenétipo (SCHOUMANS et
al., 2005).

No estudo de Stoeva et al. (2008), foram comparados trés métodos utilizados na
detec¢do de alteragGes cromossOmicas cripticas em individuos com DI idiopatica. As
frequéncias de desequilibrios cromossomicos identificados através de FISH subtelomérico,
MLPA e array-CGH foram: 15,8% (3/19); 10,6% (5/47); e 30,4% (7/23), respectivamente. As
07 alteragdes detectadas por array-CGH foram consideradas patogénicas. Os autores sugerem
que 0 array-CGH é uma técnica confidvel e com maior rendimento diagndstico. Siggberg et

al. (2010) analisaram 150 individuos com DI idiopética através da técnica de array-CGH com
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plataforma de oligonucleotideos de alta resolugéo (43 kilobases). Alteragdes cromossOmicas
cripticas consideradas clinicamente relevantes foram encontradas em 28 pacientes,
apresentando uma taxa de detec¢do de 18,6%. Iourov et al. (2012) utilizaram uma plataforma
de array-CGH com resolugdo de 0,3 a 1 Mb para investigar a presenca de desequilibrios
cromossdmicos cripticos em 54 individuos com DI idiopatica altamente selecionados de
acordo com critério clinico e molecular e dados citogenéticos. CNVs clinicamente relevantes
foram identificadas em 15 (28%) pacientes, totalizando 26 anomalias gen6micas patogénicas.
Segundo os autores, é provavel que a alta prevaléncia de alteragées genOmicas encontrada
seja resultado do criterioso processo de sele¢éo realizado pelos pesquisadores.

A evolucdo dos modelos de microarrays permite cada vez mais uma melhor resoluggo,
possibilitando assim, um aumento no rendimento diagndstico genético-clinico através do
array-CGH. Inicialmente, os arrays eram constituidos por clones BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) e sondas para regides especificas, ou por clones com cerca de 1 Mb de
intervalo cobrindo todo o genoma, estabelecendo um diagnostico genético-clinico em 7 a 11%
dos individuos com DI e cariétipo normal (ARADHYA;CHERRY, 2007). Logo, versdes
subsequentes de microarrays incluiram sondas adicionais “backbone”, permitindo a detec¢éo
de desequilibrios gendmicos patogénicos além das regides bem conhecidas. Em seguida, um
rapido aumento na disponibilidade de arrays com densidade suficiente para permitir a
detecgdo de variagGes no numero de copias de aproximadamente 100 kilobases (kb) elevou o
rendimento diagnéstico para 11% a 15%, com base em estudos de pacientes com DI que
apresentaram cariotipo normal (MILLER et al., 2010).

Quanto maior a resolugdo da plataforma de array-CGH, maior a deteccdo de
anomalias genomicas e¢ melhor delineamento desses desequilibrios. Entretanto, com o
aumento da resolu¢do dos arrays mais dados sdo gerados, tornando a interpretacdo dos

resultados cada vez mais desafiadora (SIGGBERG et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando a DI como um problema de saide publica, ligado ao planejamento
familiar, e que o avango cientifico permite estabelecer o diagndstico clinico e etioldégico na
maioria dos casos de DI, esta sendo realizado um trabalho de estudo da etiologia dessa
condi¢do em nossa regido. Este estudo inclui as APAEs das cidades de Altindpolis, Serrana e
Limeira, todas localizadas no Estado de Sdo Paulo. Apds ampla avaliagdo clinico-genética, de
exames complementares e de métodos laboratoriais classicos de genética, tais como
citogenética e erros inatos do metabolismo, neste projeto especifico estdo sendo introduzidas
neste estudo as novas técnicas de citogenética molecular, MLPA e array-CGH, com o intuito
de pesquisar a etiologia cromossomica da DI em individuos frequentadores dessas APAEs.

Técnicas citogenéticas mais apuradas devem ser utilizadas para estudar individuos
com DI idiopatica, que apresentam determinadas indicagdes especificas (fendtipo sugestivo de
cromossomopatia com cariotipo normal), devendo ser parte fundamental na investigagdo das
possiveis causas dessa condi¢do devido a acentuada frequéncia de alteragdes cromossOmicas
cripticas observadas nesses casos. Ap6s a andlise dos resultados, serd possivel elucidar a
origem da DI e também ajudar a delinear o fenétipo associado a alteragéo criptica especifica,

colaborando com o entendimento de genes associados a essa condig&o.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

- Esclarecer as causas da DI idiopatica dos pacientes através de modernas técnicas de
citogenética molecular;

- Estabelecer a frequéncia de alteragdes cromossOmicas cripticas em uma amostra de
paciente com DI idiopética;

- Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos casos andmlaos detectados.

3.2 Objetivos especificos

- Investigar, através de MLPA e array-CGH, a presenca de anomalias cromossomicas
cripticas em individuos com DI idiopatica, e confirmar a existéncia de tais altera¢gdes por
qPCR;

- Determinar as frequéncias das alteragdes encontradas pela técnica de MLPA e de
array-CGH, evidenciando a importincia da aplicagdo desses métodos no estudo da DI
idiopética;

- Implantar a técnica de MLPA no Laboratério de Genética Médica e Humana —

FMRP-USP para ser oferecida como exame de rotina.
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4 MATERIAIS E METODOS

A triagem dos individuos que participaram dessa pesquisa foi realizada nas APAEs
das cidades de Altin6polis-SP, Limeira-SP e Serrana.

Nas APAEs de Altindpolis-SP e Serrana-SP, a médica geneticista Dra. Lisandra
Mesquita Batista e o Prof. Dr. Jodo Monteiro de Pina-Neto realizaram uma pesquisa nomeada
"Estudo genético-clinico de deficientes mentais institucionalizados', em que avaliaram
200 individuos afetados por DI.

Na APAE de Limeira - SP, os médicos geneticistas Dr. Charles Marques Lourengo,
Dra. Rafaela Simées e o Prof. Dr. Jodo Monteiro de Pina-Neto realizaram a avaliagdo

genético-clinica de 400 individuos afetados por DI.

4.1 Sele¢ao de casos com DI idiopitica para investigacio através de técmicas de

citogenética molecular: critério de inclusao

Os individuos com DI frequentadores das APAEs de Altin6polis-SP, Limeira-SP e
Serrana-SP foram examinados por médicos geneticistas através de protocolo genético-clinico,
que inclui historia clinica e familial, heredograma, historia gestacional (exposi¢do a
teratogenos ou infec¢des), exame clinico-genético, exame neurolégico e exames
complementares, tais como, exames de neuroimagem, caridtipo e testes laboratoriais para
erros inatos do metabolismo. Apés esta intensa avaliagdo clinica e laboratorial, os casos de DI
que permaneceram sem diagnoéstico etioldgico e que preencheram os critérios para suspeita de
alteragbes cromossOmicas cripticas foram selecionados e incluidos na amostra para a
investigacdo dessas desordens através da técnica de MLPA e/ou array-CGH.

Enquadram-se nos critérios para exame de MLPA:

- Individuos com DI que, apés completa investigagdo anteriormente mencionada,
permaneceram com etiologia desconhecida, e que possuem fendtipo sugestivo de desordens
de origem cromossdmica;

- ou que revelaram caracteristicas clinicas associadas a sindrome de microdele¢do ja
descritas.

Enquanto que, para andlise através de array-CGH, foi possivel a avaliagdo dos

individuos provenientes da APAE de Limeira, por ser o grupo homogéneo maior para a

obtencio de frequéncias dessas anomalias.
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O estudo incluiu apenas individuos que aceitaram participar da pesquisa e que
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo) aprovado pelo Comité de
Etica dessa institui¢do, de acordo com o Processo HCRP 12460/2010. Os exames de MLPA
foram inicialmente realizados no Laboratério de Endocrinologia e Metabolismo, com
supervisdo da Profa. Dra. Margareth Castro, sendo posteriormente realizados no Laboratorio
de Genética Humana e Médica, perante supervisdo do Prof. Dr. Jodo Monteiro de Pina-Neto
(FMRP-USP), assim como os exames de PCR quantitativo em tempo real. Os ensaios de
arraqy-CGH foram desenvolvidos no Laboratorio de Citogenética Molecular/Centro de
Pesquisa Experimental Hospital de Clinicas de Porto Alegre — RS, com supervisdo da Profa.

Dra. Mariluce Riegel.

4.2 Casuistica

A avaliag@o genético-clinica compreendeu 600 pacientes com DI, sendo que:

- na APAE de Altinépolis a analise genético-clinica realizada pela Dra. Lisandra
Mesquita Batista e pelo Prof. Dr. Jodo Monteiro de Pina-Neto abrangeu 107 individuos, sendo
15 deles selecionados para este estudo;

- na APAE de Serrana-SP, apds cumprir o exame genético-clinco em 93 pacientes, a
Dra. Lisandra Mesquita Batista e o Prof. Dr. Jodo Monteiro de Pina-Neto elegeram para esta
pesquisa 10 individuos;

- na APAE de Limeira-SP os médicos Dr. Charles Marques Lourengo, Dra. Rafaela
Simdes e o Prof. Dr. Jodo Monteiro de Pina-Neto realizaram a avaliagéo genético-clinica em

400 individuos, designando para este estudo 25 pacientes (Tabela 2).

Tabela 2 - Individuos avaliados e selecionados em cada uma das trés APAEs.

APAEs Avaliados Selecionados

Altinépolis 107 15
Serrana 93 10
Limeira 400 25
Total 600 50

Todos os 50 individuos selecionados para este estudo apresentaram pelo menos um

dos critérios clinicos descritos no checklist de de Vries et al. (2001) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Pontuagdo apresentada por cada um dos 50 individuos provenientes das APAEs ap0s a utilizagdo do checklist de de Vries.

e HF ACPN
Identificacdo CHM IHM ACIU BE AE Macrocefalia  Microcefalia =2 DF | DNF/AC Total
1 + + ++ + 5
2 + + 2
3 ++ 2
4 ++ ++ 4
5 s 2
6 + 1
7 + + 2
8 + ++ + 4
9 + + 2
10 ++ ++ 4
11 ++ ++ 4
12 ++ ++ 4
13 4F ++ + 4
14 ++ + + ++ 6
15 + + ++ ++ 6
16 + + ++ 4
17 + + 2
18 + ++ ++ + 6
19 + + 2
20 + + 2
21 + + + + 4
22 + + ++ 4
23 + + + 3
24 ++ L + + 6
25 + + + ++ + 6
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. . HF ACPN
Identificac¢iio CHM IHM ACIU BE AE Macrocefalia Microce falia =2 DF | DNF/AC Total

26 ++ ++ ++ 6
27 ++ + ++ I=F 7
28 ++ ++ + 5
29 ++ + ++ + 6
30 + ++ + 4
31 i &ie + it A=F 8
32 ++ ++ 4
33 ++ + ++ ++ 7
34 + + + ++ + 6
35 ++ < s ++ + 8
36 + ++ 3
37 = + 4
38 ++ + ++ 5
39 + + ++ 4
40 ++ + ++ 5
41 + ++ ++ 5
42 ++ + ++ 5
43 ++ - 4
44 + ++ 3
45 i + + 4
46 ++ + ++ + 6
47 + + ++ 4
48 ++ + + ++ 6
49 + + ++ + 5
50 + ++ ++ + 6

HF=Historico Familial de DI; CHM=Compativel com Heranga Mendeliana; I[HM= Incompativel com Heranga Mendeliana;
ACIU=Atraso no Crescimento Intrauterino, ACPN=Atraso no Crescimento Pos-Natal; BE=Baixa Estatura; AE=Alta Estatura;
DF=Dismorfias Faciais; DNF=Dismorfias Ndo Faciais; AC= Anomalias Congénitas.
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4.2.1 Extracio de DNA

Foram coletados de cada individuo, aproximadamente 03 mL de sangue periférico
através de puncgdo venosa com seringa e agulha descartaveis, ndo expondo os pacientes a
qualquer risco & saude. Apds a coleta, as amostras de sangue foram armazenadas em tubos
contendo EDTA 5% que foram conservados em recipiente com gelo até ser transportado ao
laboratorio.

Para a extracdo do DNA utilizou-se o Kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega Corp., Madison, WI, USA), conforme as instru¢des do fabricante, com pequenas
modificagdes. Primeiro, foi feita a transferéncia de 03 mL de sangue para tubo Falcon de 15
mL. Em seguida, realizou-se a lise das membranas celulares atwravés da adigdo e
homogeneizagéo de 09 mL da solugéo de lise celular. Depois, os tubos foram incubados em
temperatura ambiente por 10 minutos e entdo centrifugados em velocidade 2.000 X g durante
10 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Logo, foram adicionados e homogeneizados 03
mL de solucdo de lise nuclear, sendo acrescentado 01 mL da solugdo de precipitacdo de
proteinas. Apo6s vortexar por 20 segundos, o material foi novamente centrifugado em
velocidade 2.000 X g durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
Falcon 50 mL, ao qual foram acrescentados 15 mL de isopropanol para a precipitagéo do
DNA na solugéo.

Apds esse procedimento, o0 DNA foi retirado, colocado em tubo de eppendorf e seco a
temperatura ambiente, sendo posteriormente ressuspendido em 250 pl de agua destilada. A
concentragdo e a qualidade do DNA extraido foram estimadas por espectrofotometria (260
nm). Os produtos obtidos apresentaram concentragdo média de 150ng/ul. Em seguida, as

amostras de DNA diluidas em agua foram estocadas em freezer a -20° C de temperatura.

4.3 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

As reagdes de MLPA foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante
(MCR-Holland®, Amsterdan, Netherlands), com pequenas modifica¢des. Para este estudo
foram utilizados o kit SALSA MLPA P036-E1 HUMAN TELOMERE-3 (Figura 4) e o kit
SALSA MLPA P070-B2 HUMAN TELOMERE-5 (Figura 5), sendo que ambos incluem um
conjunto de sondas especificas para a amplificagdo de loci selecionados nas regides
subteloméricas de todos os cromossomos humanos, exceto para OS CrOMOSSOMOS

acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22 que efetivamente ndo apresentam o brago curto. Nestes
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casos, o fabricante incluiu, tanto no kit P036 quanto no P070, conjuntos de sondas para loci

adjacentes ao cenwomero no brago longo dos cromossomos acrocéntricos.

“l:“—m Poggo Gene ashactaco fonda NOBI3818

130 § 10 TNFRSF4 022694101761  01-001.14
i35 20 ACPl 02274408758 02000.25
142 3p (v, 3] 01721401329 GB-000_
151 40 PIGG (RL20265) 2005102047 04w SO
158 So PDCD6 0172310127  05-000.37
166 60 Ire 01724402048 06000 4
172 70 ADAP1 (CENTAL) 02275402049  07-000.93
179 8p FEXQ2S 02397101845  08-000.40
185 %0 OMRT) 01727-L02050  09-000.84
193 100 DIPX (IIAADRM)  G2277401768  10-000.48
202 ilp RICBA (RIC-8) 315402733  11-000.20
208 12p SLCEA12 02276101767  12-000.17
219 4 [R P pSPCl ArV0IAIRAT 1101924
27 + 140-cen COB1IP1 (HE110) 01732401318 14-019.86
235 + 15qcen MIRN3 072914108858 1502136
242 160 POLR3K 01734101316  16-000.04
2s0 1/0 2 G 01701315 17-000.17
258 18p usP14 0173610251 18000.19
265 190 mcA 01737401313  19-000.49
278 200 | sox12 02396101844 120000 >A
28| » 21o-cen 43 ] 01739401311 [21-014.51
289 + 220-een BID 01740401310 22-016.61
298 Xo/Yp {PAR1)  SHOX 0114810131  XWY-DAS2
7 1q SHIEPSL (KIAMA1I720) 023402149  01-247.08
313 2q CAPNLO 01742401308  §2:-241.18
322 3a aDH1 02013102052 Q3-198.76
330§ 4q TRIML2 12050111446 04-189.26
337 Sq GhNB2AL 03319402737 05-180.€0
346 6qQ PSMB1 01746401304 06-170.69
355 7q VIFR2 01747401303  07-158.60
351 8a ZCA0 (KIAA01S0) 01748101302 08-144.69
372 %a EMMT] 08205408170 09-139.%3
10q PALE (PAD) 09142409953  10-135.05

386 11q NCAPD3 (KIAADDS6) 0175140129  11-133.60
395 120 INF10 WKILNNS4 1212 M
402 13g k7 017934101297 13-112.82
411 14q MTAL QBT 1405
418 1Sa ALDM1A3 01755401295  15099.26
426 169 GASE (GAS11) 03200 LD 2665 16-088.63
434 17q ToCD 01752401293 17-078.45
441 1Rn Cl8arf22 (RJ21172) 01758401292  18-075.90
450 19q OMdP2A (BC-2) 0914310826 19-063.75
458 20q ofFRLl O2658402884 20-062.19
466 21q PRMT2 (H4T1) QSEOTEY  21-046.89
475 22q RAEL2S8 0176240871  22-049.55
433 Xa/YQ {PAR2) VAMPT (SYBL1) 017631021586 X/V-154.78

Figura 4 - SALSA MLPA P036-E1 Humam Telomere -3 probemix.
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Comprtmento Posigdo oetectaco
Inth CromossOmea Gene sonds NCBDAR31S
1322 1q SH3BPSL KIAAL720) 04084403505 01-247.08
133 p.% ATGAE (=APG4B) DE7E1{03168 02-242.25
145 3q K1AA0226 0269002842 (03-198.88
152 4q RGL 0250110284 (O4-191 1D
160 5q GNB2L3 (2790103032 05-i8D.50
166 60 TBP 02694102844 06-170.71
172 y.-] VIPR2 02793103167 07-158.63
179 Ba RECOL4 02605100510 08-145.71
185 o9g EHMT1 02792102846 09-139.78
193 10q PCHS1 2685107847  10-135.03
202 110 IGSFIB [=KIAA1030) 02697-L02848 11-133.29
211 124 ZHF1D 2686402840  13-13224
214 13q mCis 02698400753  13-114.03
225 14g MTAL Q260302890  14-104.99
233 159 TM203 (=FLI22604) 02701-L02851  15-100.01
241 16a GAS8 {=GAS11) 02702-L00734 16-088.64
250 179 SECTM1 (2703408168 1707787
i | 18q CToPt 02704403607 18-07558
265 199 BC-2 02705402853  19-D63.76
274 20a Lot (-FUIXS17) 02706400642 20-062.05
281 214 51008 02587102854 21-04685
250 22a ARSA 02707000661  22-049.41
258 X/Yq (PAR2)  VAMF? (=SYBL1) OX7O8LN285S  K-154.82
306 1p THIREFIA 02270400762 01-001.13
315 b ACP1 02709-102856 02-000.27
kyX] 3 (e} B 02896-L02363  03-000_34
Rg¥ 40 PIGG 14440116146  04-000.51
337 So D37 (=L0C133957) (279110283 40508026
346 60 IRF4 04077103462 06-00034
355 70 UNCB4A 027801012357  07-000.84
352 () FOMDZS 02715400973  08-0CD.40
370 o9 DOCKE (—F00026) 2716100688  05-0DD3R
E7:°F 10p 2MYND11 (=8S69) 65160416343  10-000.23
387 11p BETIL 02784102226  11-000.20
353 12p 1ARTD1A (=RBBP2) 02787402238  12-0DD.25
402 + *13p" PSRC1 02717403608  13-01925
400 + *14p° ADPRTL2 02718400732  14-019.90
418 + *15p" KON C40ZE1D1542  15-021.48
437 160 OECR2 02720140548  16-000.40
436 17p RPHIAL 04081103465 17-000.18
444 18p THOC1 02789102231  1B-000-20
450 190 BRAPIC CESO1-L02880 1900673
458 200 200403 (=RJ22115) 02723100641  20-000.23
456 + “21p° STCH 02724100334 21-01458
478+ ¥ ~22p" I17RA 02725116344 22-015.96
434 ¥ X/Yp {PAR1)  SHOX 0371416345  X/¥-000.52

Figura S - SALSA MLPA P070-B2 Humam Telomere-5 probemix.

Utilizou-se também o kit SALSA MLPA P245-A2 Microdeletion Syndromes-1
(Figura 6), que investiga simultaneamente a presenga de vinte uma sindromes de
microdeleggo ja descritas: 1p36, 2p16, 3q29, 4p16.3 (Wolf-Hirschhorn), Sp15 (Cri du Chat),
5935.3 (Sotos), 7q11.23 (Williams), 8q24.12 (Langer-Giedion), 9922.3, 10p15.1 (DiGeorge
2), 15q12 (Prader-Willi/Angelman), 15q24, 11p13 (WAGR), 16p13.3 (Rubinstein-Taybi),
17p11.2 (Smith-Magenis), 17p13.3 (Miller-Dieker), 17q11.2 (Sindrome de Microdelegéo

NF1), 17q21.31, 22ql1.21 (DiGeorge), 22ql13 (Phelan-McDermid), duplicagdo
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Xq28/MECP2/RETT. Os loci alvos desses kits representam genes funcionais conhecidos ou
sequéncias codificadoras de proteinas ja descritas. Os kits foram previamente validados no

laboratério, através da andlise de pacientes ja diagnosticados com alteragdes cromossdmicas

submicroscopicas.
Comgpetmento sonds POsE30 Crumosshri Sndoms
130 TNFRSF4 Probe 2269401761 1p36.33 1036 gelehon syndrome
136 GATA3 Probe 7632107317 10p DiGearne region 2 (10p)
142 PAPAHADE Probe 4120103532 17p13.3 Milier-Dieker region
148 MECP2 Probe 9310409999 An28 MECP2 / Xq28 dupbcaton
153 NSD1 Probe 259508077 5q35.3 Sotos syndrome
160 UBE3A Probe 4620—00863 15q12 Prader-Willi / Angeiman
166 GABRD Probe 4690—07966 1036.33 1036 delebon syndrome
172 CREBBP Probe 3087-102487 160133 Rubingpin-Tavts syndrome
178 GNB1 Probe 2890107963 103633 1p36 dedebon syndrame
i8¢ MECP2 Probe 9311={10002 Xq28 MECP2 / Xq28 duphcaton
190 * SEMA7ZA Probe 8380~ 10003 15024.1 *15q24 daletion syndrame®
196 CLONS Probe 1218-4 06270 22qit.21 OiGearge syndrome
202 MECP2 Probe 3409102797 Xq28 MECP2 § Xq28 dupbcaton
208 GP188 Probe 546410114 22g11.21 NiGeome svidrome
214 NDN Probe 6282-101542 15q11.2 Prader-Willi / Angeiman
220 PAX6 Probe 325302690 11p13 War syinu
26 MAPT Probe 7856~ 083IBS 17G21.31 *17a21 micodeletion”
232 LETM1 Probe 419005320 4p16.3 Wolf-Hirschhom region
238 PAFAH1B1 fyube 144308394 17p133 Millar-Diieker reaon
246 SNRPN Probe 2026110004 15q12 Prader-Willi / Anceiman
254 ¢ SHANIG Probe 10181-111409 22013.33 22a13 { Phelan-Mcdermad
260 NFA Probe 3778111180 17q11.2 NF1 micoddation syndrome
267 FANCL Probe 6385—{ 11411 2p16.1 *2p16.1 deletion syndrome®
274 LRRC48 Probe 1452-100936 17p11.2 S o is syndrome
83 = CRRE Probe 11584 5p15.3 Cri du hat syndrome
282 SNRPHM Probe 1316407970 15q12 Prader-Willi / Angelman
297 DMD Probe 141201059 ¥n21.2 GChromosome X control ovobe
304 LLGL 1 Probe 145308499 17p11.2 Smith-Macenis e
310 ELN Prote 1113400876 7q11.23 Williams syndrome
319 TGFBR1 frobe 4652-104036 9q2233 “9q22. 3 defetion syndrome”
326 CYP1AL Probe 681106406 15q24.1 ~15q24 deletion syndome”
335 NF1 Probe 250802620 17q11.2 NF1 meoadelebon sswndrame
341 MAPT Probe 785708501 17021 31 *17g21 micodeleton”
349 Hs. 538604 Probe 1230 07388 10015.1 Nifarvrw region 2 (1003
355 DLG1 Probe 839508249 3329 *3q29 delebion syndrome”
364 ELN Prabe 1336-L00878 7q1123 williams symddame
373 SNAP2S Probe 1235=1L00773 22q11.21 DiGexge syndrome
382t SHANKZS Probe 10182-111174 22a13.33 22013 { Phelan-ciemid
391 LIpex(1 Probe 1337402333 7q11.23 Williams syndbame
401 TRPS1 Probe 3081-07411 B8a%4.12 Lanoer -Giedion syndrome
409 TGFBR1 Probe 465310006 9g2213 9922 3 deletion syndrome”
418 DLG1 Probe 8401-.08255 3q29 *3q29 deletian syndrome”
427 E1F3S3 Probe 110800679 8a24.11 Langes Giedian syndrome
436 TERT Probe 376102477 5p15.33 Cri du Chat syndrame
445 WHSC1 Probe 6058-105513 4p16.3 Wolf-Hirschhom region
454 NSD1 Probe 2600402071 5q35.3 Sotos syndrome
466 t RA11 Probe 9440-L11412 17p11.2 Smith-Manenis syndrame
474 CRHR1 Probe 7859107620 12a21.31 “17a21 microdedetion”
484 REL Probe 9860-110628 2016.1 *2p16.1 deleton syndrome”

Figura 6 - SALSA MLPA P245-A2 Microdeletion-1 probemix.
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4.3.1 Protocolo da técnica MLPA

Primeiramente as amostras de DNA foram diluidas a uma concentragdo de
aproximadamente 20 ng/pl de TE (10 mM Tris HCI pH 8.2 + 0.1 mM EDTA). Em seguida
100ng/5pul de DNA foram pipetados em tubos de eppendorf de 200 pl devidamente
identificados, sendo esses colocados em termociclador por 40 minutos a 98° C para a
desnaturacdo das amostras. Enquanto isso foi preparado um master mix de hibridagdo
contendo para cada amostra: 1,5 pl de tampdo MLPA e 1,5 pl de probemix contendo sondas
especificas de acordo com o kit. Apds a desnaturagdo, as amostras foram resfriadas a 25° C, e
em seguida adicionaram-se 03 pl do master mix de hibridagdo em cada tubo, sendo esses
inicialmente incubados a 95° C por 01 minuto e, em seguida, a 60° C por 16 horas.

Posteriormente, foi realizada a segunda etapa da reagcdo de MLPA através da ligagdo
das sondas, sendo preparado o master mix ligase contendo, para cada amostra, 03 pl de
tamp@o A ligase-65, 3 pl de tampao B ligase-65, 25 pl de 4gua destilada e 01 pl de ligase-65.
O termociclador foi pausado a temperatura de 54° C, sendo adicionado a cada tubo 32 pl do
master mix ligase, homogeneizando com o auxilio da pipeta. Em seguida, as amostras foram
incubadas a 54° C por 15 minutos e depois a 98° C durante 5 minutos, sendo mantidas a 20° C.

Os produtos obtidos na etapa de ligagdo foram amplificados pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) através do master mix polimerase, produzido pela adi¢do de 02 pl de
SALSA PCR primer mix, que contém um conjunto de primers marcados com 6-FAM, mais
0,5 pl de SALSA Polimerase e 7,5 pl de 4gua destilada para cada amostra. Logo, acrescentou-
se 10 pl desse mix em cada um dos tubos presentes no termociclador a temperatura de 20° C.
Seguiu-se a programagdo do termociclador com 35 ciclos, sendo as amostras aquecidas a 95°
C por 30 segundos, resfriadas a 60° C por 30 segundos e depois reaquecidas a 72° C por 60
segundos. Por fim, os tubos foram incubados a 72° C por 20 minutos e, em seguida, mantidos
al5°C.

Para a eletroforese capilar, preparou-se primeiramente o mix de inje¢do, sendo
adicionado a cada amostra 0,2 pl de size standard 500 LIZ e 9,4 pl de formamida. Apds
homogeneiza¢do do mix, foi distribuido, em cada pogo da placa de sequenciamento, 9,6 pl do
mix de inje¢do. Em seguida, o produto de amplificagdo de cada amostra foi distribuido em
duplicata ao longo da placa em volumes correspondentes a 0,5 pl e 1,0 pl. Depois, as
amostras contidas na placa foram desnaturadas a 98° C por 5 minutos e rapidamente resfriadas
a 4° C e entdo colocadas no sequenciador ABI 3130 para apropriada separacdo dos

fragmentos.
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Cada reagdo de MLPA foi realizada com no minimo 20 pacientes, sendo 05 DNAs
controle. A cada sete pacientes adicionados, uma amostra controle também foi adicionada a
reagdo. Os casos que apresentaram qualquer alteragdo foram novamente testados para a

confirmagdo do resultado.

4.3.2 Analise dos dados de MLPA

Os produtos de amplificagdo fluorescentes foram subsequentemente separados e
analisados por eletroforese capilar utilizando o sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Em seguida, foi realizada a anélise dos padrdes
de picos identificados nos eletroferogramas utilizando o software GeneMapper v3.2 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) para avaliar a qualidade do experimento de MLPA.
Posteriormente, os dados considerados apropriados para a andlise foram entdo normalizados

através do software Coffalyser v8.0 (Figura 7).
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Figura 7 - Software Coffalyser v8.0 exibindo os métodos de normalizagdo utilizados para a analise
dos resultados.

Resumidamente, a normalizagdo acontece em duas etapas, sendo que na primeira ¢
determinada a intensidade fluorescente de cada pico de uma amostra (intranormalizag&o) onde
¢ feita a divisdo da altura de cada pico pela altura mediana dos picos dentro da amostra,

depois esses valores relativos sdo comparados aos das outras amostras (internormalizagio),



Materiais e Métodos | 50

sendo os valores normalizados de cada pico divididos pelos valores medianos correspondentes
de todas as amostras. A andlise, portanto, resulta em uma intensidade de sinal 1.0 para um
alelo ndo afetado ou selvagem, enquanto que, dele¢des e duplicagdes heterozigotas sdo
identificadas com intensidade de sinal de 0,7 ou 1,3, respectivamente. Dessa forma,
intensidade de sinal (resultante da razdo de cada sonda, + ou - o desvio padrdo referente a

mesma) maiores que 0,70 e menores que 1,3 serdo considerados normais:

Intensidade de sinal normal: 0,70< Razio + ¢ < 1,30

Sempre que sinais irregulares foram detectados, a reagdo de MLPA foi repetida.

4.4 Hibridaciio comparativas de genomas em arrays: array-CGH

A andlise de array-CGH foi realizada utilizando a plataforma Human Genome High-
Definition CGH Microarray 8x60K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), composta por
oligonucleotideos de 60 pb, representando cerca de 61.000 sequéncias humanas codificadoras
e ndo-codificadoras. Para as reagdes de marcagdo, hibridagdo e lavagem das laminas foi
utilizado o Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH for Genomic DNA Analysis kit

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA), conforme recomendagdes do fabricante.

4.4.1 Fragmentacio e marcacio do DNA gendémico

As amostras de DNA extraidas a partir do sangue periférico foram submetidas a
fragmentagdo e marcagdo seguindo o protocolo padrdo do método ULS (Universal Labeling
System) recomendado pela Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), o qual € baseado
na marcagdo ndo enzimdtica por fluorescéncia diferencial enwe as amostras de DNA
gendmico normal (DNA referéncia) e 0 DNA do individuo a ser estudado (DNA teste). A
amostra referéncia utilizada foi o DNA genOmico universal (Promega Corp., Madison, WI,
USA), feminino ou masculino, de acordo com o sexo da amostra teste.

Para a obtengdo de fragmentos com tamanho aproximado de 300 kb, primeiramente
foi necessario deixar as amostras de DNA gen6émico, tanto o DNA referéncia quanto o DNA
teste, em uma concentragio de 200 ng de DNA em um volume de 12 pL de H,O.
Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 95°C, por 03 a 10 minutos, € em seguida

mantidas em gelo durante 03 minutos.
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Na etapa de marcagdo, o0 DNA genOémico fragmentado foi adicionado a uma reagéo
contendo 0,5 pL de agua ultra-pura estéril, 0,5 pL de ULS-Cy3 (amostra teste) ou ULS-Cy5
(amostra referéncia) e 1 pL de 10 X Labeling Solution. As reagdes foram incubadas a 85°C
durante 30 minutos e depois colocadas em gelo. As amostras foram entdo purificadas
utilizando os filtros Agilent KREApure columns, conforme instrugdes do fabricante. A seguir,
as amostras de DNA purificadas foram quantificadas no espectrofotdmetro para verificar a
eficiéncia de marcagéo por fluorescéncia, segundo pardmetros indicados pela Agilent (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA).

4.4.2 Hibridacio e lavagem

Amostras de DNA marcadas e purificadas que apresentaram eficiéncia de marcagdo
entre 1,5 a 3% foram entdo submetidas as reagdes de hibridagdo empregando-se reagentes
presentes no Agilent Oligo array-CGH Hybridization Kit (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) conforme especificagdes do fabricante.

Amostras de DNA teste e referéncia que apresentaram eficiéncia de marcagdo e
concentragdo final semelhantes foram misturadas e adicionadas a reagdo de hibridagdo
contendo 5 pL de Human Cot-1DNA 1,0mg/mL (Invitrogen), 1 pL de Agilent 100 X
Blocking Agent e 55 pL de tampdo Agilent 2 X Hi-RPM Hybridization Buffer. Em seguida,
as amostras foram denaturadas a 95°C durante 03 minutos e incubadas a 37°C por 30 minutos.
Ao final da incubagdo foram adicionados 27 pL de Agilent CGH Block, utilizado para
minimizar efeitos de background no processo de hibridagéo. Posteriormente, 40 pL da reagéo
de hibridag¢do foram aplicados na lamina de microarray que em seguida foram incubadas em
estufa de hibridagéo a 65°C em uma velocidade de 20rpm durante 18 horas. Apds esse
periodo, as ldminas foram lavadas em Oligo array-CGH Wash Buffer 1 a temperatura
ambiente por 05 minutos, depois em Oligo array-CGH Wash Buffer 2 a 37°C por 01 minuto,
em seguida em acetonitrila a temperatura ambiente durante 10 segundos e finalmente em

Stabilization and Drying Solution a temperatura ambiente por 30 segundos.
4.4.3 Analise dos dados — array-CGH
As laminas foram digitalizadas através do SureScan Microarray Scanner (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA), utilizando-se o software Scan Control v8.1. Os dados foram

normalizados e extraidos através do software Feature Extraction v10.1.1.1. Em seguida,
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realizou-se a andlise dos resultados pelo software DNA Analytics v4.0, posteriormente
substituido pelo software Agilent Cytogenomics v2.7.8.0 (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA). Para a detecgdo das alteragdes gendmicas empregou-se o algoritmo estatistico ADM-2,
que identifica regides gendmicas com diferengas no nimero de copias fundamentada no log2
ratio dos sinais de fluorescéncia emitidas pelas sondas das amostras de DNA teste e
referéncia. Esse algoritmo procura por intervalos em que a média dos log2 ratio dos sinais
medidos em uma dada regido excedem um especifico threshold (DE SMITH et al., 2007)
(Figura 8). Nesta pesquisa foi utilizado o threshold de 6.0., sendo que, apenas os resultados
que apresentaram no minimo trés sondas consecutivas com razdo log2 ratio adulteradas,
foram considerados como variagdo no numero de cépias de determinado segmento gendmico.
Para eliminar grandes alteragdes com baixos valores de log2 ratio aplicou-se o algoritmo de
corregdo Fuzzy Zero. Os bancos de dados publicos University of California Santa Cruz
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu), DECIPHER (http://decipher.sanger.ac.uk),
Database of Genomic Variants (DGV, http://projects.tcag.ca/variation/) e o International
Standards for Cytogenomic Arrays (http://www.iccg.org/) foram utilizados para classificar e
interpretar as CNVs identificadas, tanto as CNVs neutras como as CNVs consideradas

patogénicas.

DNA teste DNA controle

combinagio dos dois DNAs

v

—_—
coibridizacéo
em arrays

imagem gerada apés
leitura

—_—

analise do cariétipo molecufar
com um software especifico

Figura 8 - Representacfo esquemadtica da técnica de array-CGH para identifica¢do de variacdo do
numero de copias de genes ou regides gendmicas. O DNA da amostra teste € do DNA controle séo
marcados diferencialmente por fluorescéncia e posteriormente hibridados a uma plataforma de DNA
(arrays) contendo segmentos de DNA imobilizados. Predominio da intensidade de fluorescéncia
correspondente & amostra teste ou ao controle € indicativo de ganho ou perda de copias de DNA,
respectivamente, na regido correspondente da amostra teste.
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Apds a avaliagdo visual realizada pelos softwares DNA Analytics v4.0 e Agilent
Cytogenomics v2.7.8.0 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), foram excluidas da andlise
as regides gendmicas alteradas que apresentaram associagdo com mais de trés CNVs ja
descritas. A listagem dos genes de interesse referidos no presente estudo obedeceu as regras
de nomenclatura do “HUGO (The Human Genome Organization) Gene Nomenclature

Committee (HGNC)”.

4.5 Confirmacio dos achados obtidos através de PCR quantitativa em tempo real

Para a validagdo dos resultados obtidos através das técnicas de MLPA e array-CGH,
utilizamos a técnica de PCR quantitativa em tempo real (QPCR), capaz de investigar a
presengca de microdelegdes e microduplicagdes em determinado local do genoma do
individuo. Empregando-se primers construidos dentro de regides de sequéncia unica, a gPCR
permite a produg@o de um mapa de alta resolug@o de qualquer regifio de interesse, oferecendo
uma medida quantitativa do niimero de copias de DNA além de uma caracterizagdo mais
precisa dos breakpoints cromossOmicos. Esse método proporciona maior flexibilidade e
adaptabilidade, tornando-o mais apropriado para uso em um grande niumero de laboratérios. O
método descrito neste trabalho foi adaptado para o diagnéstico molecular de qualquer regiéo
cromossdmica suspeita de possuir delegdo ou duplicagdo gendmica. Os primers e amplicons
foram desenhados através do software Primer3Plus (http://primer3plus.com/cgi-
bin/dev/primer3plus.cgi) com base nos seguintes critérios: comprimento do primer: 18-24
nucleotideos; comprimento do amplicon: 100-150 pb; temperatura de melting do primer: 58°-
60°C (com diferenga méxima de temperatura entre primers: 1°C); nenhuma corrida com mais
de trés Gs consecutivos; %GC dos primers: 40-60%; %GC do amplicon: 40-60%;
temperatura de melting do amplicon: 75°- 85°C; nenhum GC clamp na terminagdo 3' do
primer (ex. GG, CC, CG ou GC); evitar mais de 3 Gs ou Cs nas ultimas cinco bases da
terminag&o 3' do primer (DORAK, 2006).

A detecgdo e a quantificagdo de alteragdes génicas na regido estudada, resultando na
delegdo ou duplicagéio de segmentos cromossdmicos, foram feitos por meio da técnica de
PCR quantitativo em tempo real. Nesta técnica, a amplificagdo por PCR de uma regido do
genoma € acompanhada em tempo real através da adigdo de SYBR Green (Applied

Biosystems, Foster City, CA, EUA) que é um composto que se intercala a dupla fita de DNA

e emite fluorescéncia. Durante a PCR, o crescimento da emissio de fluorescéncia devido ao

aumento na quantidade de DNA de dupla fita é monitorado em tempo real por um detector de
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fluorescéncia situado no termociclador. A comparagio das curvas de amplificagdo detectadas
pelo equipamento ¢ utilizada na quantificagdo relativa do nimero de cdpias génicas nas
amostras. Esta comparagdo ¢ feita utilizando os valores do Ct (cycle threshold). O Ct € o
nimero de ciclos que uma reagdo leva para atingir uma determinada quantidade de
fluorescéncia emitida (chamada linha de threshold). Neste estudo, a linha de threshold foi

posicionada na fase de crescimento exponencial das rea¢des em todos os experimentos
(Figura 9).
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Figura 9 - Resultado de um PCR quantitativo em tempo real com as curvas de amplificagdo do gene
ALB e do gene alvo a ser avaliado em um individuo controle (rea¢des feitas em triplicata) mostrando a
linha de threshold e ilustrando o modo em que os Cts e o ACt sdo calculados.

Uma segunda reagéo, utilizando o gene ALB como controle interno com numero de
copias conhecido e invaridvel, ¢ feita como controle interno para que variagdes na
concentragdo inicial de DNA utilizado na reagdo ndo comprometam os resultados. Desta
forma, variagGes nas concentragdes de DNA vao influenciar da mesma maneira o resultado do
gene alvo a ser avaliado e do controle interno, ndo alterando a correlagdo de um com o outro.

Com isso, a diferencga entre os Cts calculados para o controle interno e para o gene alvo gera
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um valor (ACt) que pode ser comparado efetivamente com outras amostras de outros
individuos. Este procedimento € conhecido como método AACt (PONCHEL et al., 2003).

Visto que, em uma PCR em fase exponencial, a concentragdo de DNA ¢ duplicada a
cada ciclo, formando uma fun¢do exponencial de base 2, um valor de AACt igual a 1
representa uma diferenga de duas vezes o nimero de copias génicas de um individuo em
relagdo ao outro. Portanto, a relagdo do numero de copias de um determinado gene em um
individuo em comparag¢do ao nimero de copias deste mesmo gene em outro individuo pode
ser calculada pela férmula:

, . ;, . -AACt
Nimero relativo de copias =2

4.5.1 Otimizacao da concentracio de oligonucleotideos

Para que a dosagem génica possa ser calculada com precisdo através do método AACt
¢€ necessario a otimizag&o de varios fatores. Considerando que o meio de detecgdo usado foi o
SYBR Green, que se intercala com DNA de dupla fita em um processo independente da
sequéncia, a sensibilidade deste método pode ser comprometida pela formag¢o de dimeros de
oligonucleotideos e pela inespecificidade dos mesmos. A formag&o de produtos inespecificos
na reagdo pode ser detectada através de uma curva de dissocia¢do (curva de melting). Neste
procedimento os produtos da PCR sdo aquecidos lentamente e a perda de sinal fluorescente
causada pela desnaturagdo da dupla fita é acompanhada em tempo real. Esta perda de sinal se
concentrard em uma determinada temperatura nica se a reagdo tiver produzido um unico
produto. Se a desnaturagdo acontecer como eventos multiplos em temperaturas variadas
significam que amplicons de diferentes sequéncias estdo presentes naquele produto,
consequéncia de amplificagdo inespecifica. Portanto, a otimizagcdo da concentragdo dos
oligonucleotideos € essencial. Na dosagem do numero de cdpias dos genes estudados,
utilizamos oligonucleotideos especificos para os genes de interesse e, como controle interno,
oligonucleotideos especificos para o gene ALB (MEINS et al., 2005).

As reagoes foram feitas em triplicata utilizando o kit SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) com as proporgSes sugeridas pelo fabricante.
Para uma reagdo com volume final de 25 pL. foram adicionados 12,5 pL. de Master Mix 2 X,
6,5 pL de oligonucleotideos (cuja concentragdo varia dependendo da reagdo), 1,0 puL de
amostra de DNA (aproximadamente 100 mng) e 5,0 pL de agua milliQ. As reagdes foram
colocadas no sistema de qPCR 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) sendo
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submetidas a ciclagem padrdo do equipamento para reagdes com SYBR Green com curva de
dissociagdo. Os Cts foram calculados pelo software do préprio equipamento SDS v2.3. Os
resultados foram transferidos para uma planilha de Excel (MICROSOFT) onde foram
analisados.

As concentragdes 6timas de oligonucleotideos para um ensaio de PCR quantitativo em
tempo real foram as que apresentaram a maior performance reacional possivel e auséncia de
amplificagd@o inespecifica. No entanto, a escolha das concentragdes dos oligonucleotideos do
ensaio limita-se a um desempenho reacional similar ou, se possivel, idéntica entre o alvo e seu
controle interno. Foram testadas experimentalmente as concentragdes de 50, 100, 300, 500 e
1000 nmolar em uma reagdo com uma amostra de DNA controle, sendo entdo escolhidas as
concentragdes de oligonucleotideos para as reagdes realizadas, tanto com o gene ALB, como
para os genes de interesse. Foram preferidas as concentragdes de oligonucleotideos de 300

nmolar para todas as rea¢des (Figura 10).

ALB

22
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20

Ct

19
18

17
50/50 100/100 300/300 500/500 1000/1000

Concentragdo de oligonucleotideos (nmolar)

Figura 10 - Concentragdo de oligonucleotideos usada nos ensaios e os respectivos Cts atingidos. Em
vermelho a concentragdes escolhidas para o método. PCR do gene 4LB em um individuo controle.

4.5.2 Teste de diluicio do DNA

Para uma quantificagdo precisa € necessario verificar se a eficiéncia da PCR independe
da concentracdo inicial de DNA no ensaio. Cada par de oligonucleotideos foi testado em

reagdes contendo concentragdes de DNA variadas. Foram utilizadas dilui¢des de 1, 2, 4, 10,
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100 e 1000 vezes da amostra de DNA controle, correspondendo a concentragdes de DNA de
aproximadamente 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, 1 nge 0,1 ng.

Os resultados do teste de diluigdo de DNA foram transferidos para uma planilha no
Excel (MICROSOFT) gerando um grafico do log do fator de dilui¢do versus o Ct. O
crescimento linear nos Cts em relagdo ao log das dilui¢des aponta que a rea¢do mantém a sua
eficiéncia em variadas concentra¢des de DNA. Obtendo a equagdo da reta (y = ax + b) €

possivel calcular a eficiéncia da reagdo através da formula:

Eficiéncia da reagdo = 10V -1

As reagdes para os genes estudados devem apresentar eficiéncias similares e proximas
a eficiéncia maxima.

Para este estudo foram fabricados 15 pares de primers. Pela andlise dos testes de
otimizag¢do da concentra¢do de oligonucleotideos foi preferida a concentragdo de 300 nmolar
para todas as rea¢des. Quanto ao teste de diluicdo do DNA, todos os pares de primers

mantiveram sua eficiéncia em diferentes concentragdes de DNA (Tabela 4):

Tabela 4 - Sequéncia, localizagdo e eficiéncia dos primers utilizados no presente estudo.

Primers Forward 5"-3' Reverse 3'-5' Posiciio (hgl9/NBCI)  Eficiéncia
ABCC6 GTGCAGTCCTCGAACTGTGT GCTGAGGAAGACGAAGATCC chr16:16,232,260-16,232,367 0,9941
ACACA AGGCTCAGTGAGGAAGTCGT GTGCTGTGTGGGAGGTGTAG chrl17:35,381,476-35,381,577 0,9923
ACPI  GAAGGAAGAGGACAGCGAAA AGACCAGTGTGGCATGTGTG chr2:262,387-262,523 0,9932
ADAMS5 CTCCAGGTCCACCTCAATCT TCTGAGGCATCTGTTGGAAG chr8:39,307,441-39,307,557 0,9961
ALB TGGTCATTGAACTCCAGAGC ATGCCGCTCTGTCACAATAC chr4:74,279,251-74,279,355 0,9962
ATP2B2 AGATCTGAGGAGGCGTTCAT CCAGGTCGCTACCACCTATT chr3:10,392,505-10,392,616 0,9959
BCAP31 CTGCTITACTAGGCGCTACG TTCTAGCTCCACCCCICTIT chrX:152,979,957-152,980,057 0,9942
NBEAP1 GGTCCTTGTTGTCTCTTCAGC CAGAGGCAAGTGAGTCTGGA chr15:20,871,163-20,871,275  0,9996
OR4K2 TGATGGTGCAGTGCTAGTGA CATCTACAGCCTGGTCTCCA chr1420,269,502-20,269,608 0,9889
PIGG  AAAGATTGCATGGGAACTGG ACTGCCTGAGAACCTTGGAG chr4:514,875-514,964 0,9955
PRRT2 CGGCCTIGTTTACAGCTICT ATTAGTGCAGGGAGGTITGGA chr16:229,826,084-29,826,188 0,9947
PIN TGCTCTTGGTAGTTCTCTIGG CCACTCTCACAGGCACTCTT chr7:136,912,940-136,913,054 0,9972
TBX1 GGATCTGGGCTAGTGCTCTC ACTGCAGTTGGGTCACTCAG chr22:220,227,278-20,227,393 0,9942
ZNF267 GACAACCTCTCACCCTCCAT AACTGCCCACACCCTCTAAG chr16:31,881,307-31,881,414 0,9953
ZNF81 TCAGCCGGGGTITGATAGIT GATTCCATCACTGGCCACAC chrX:47,696,328-47,696,445 0,9955
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5 RESULTADOS
5.1 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

Neste estudo, foi avaliada a capacidade de uma combinagdo de kits de MLPA para
investigar a presencga de alteragdes cromossdmicas submicroscépias em individuos com DI
idiopatica, incluindo os kits P036-E1 e P070-B2, aptos para detectar alteragdes subteloméricas
em todos os cromossomos humanos, e o kit P245-A2, que investiga a presenga de vinte e uma
sindromes de microdelegdo associadas a DI.

Nos casos de alteragdes cromossomicas submicroscopicas detectadas pelo método de
MLPA, empregou-se a técnica de PCR quantitativo em tempo real utilizando SYBR Green,
procedimento capaz de confirmar os resultados de MLPA por meio da quantificagdo e

dosagem do nimero de copias génicas.
5.1.1 Kits P036-E1 e P070-B2

Foram analisados através dos kits P036-E1 e P070-B2 56 individuos, incluindo 05
controles negativos (02 homens e 03 mulheres), 01 controle positivo (CP) do sexo feminino
apresentando uma translocagdo ndo equilibrada entre os cromossomo 18 e 22, e o grupo de
estudo formado por 50 individuos com DI idiopatica (26 homens e 24 mulheres) procedentes
das APAEs de Altinépolis-SP, Limeira-SP e Serrana-SP, suspeitos de possuirem altera¢des
subteloméricas. Todos, com exce¢do do controle positivo, apresentaram cariétipo normal.
Idades de referéncia variaram de 06 a 58 anos.

Ambos os kits de MLPA P036-E1 e P070-B2 foram capazes de identificar as
anomalias cromo§sc‘>micas previamente diagnosticadas no CP, o que permitiu a validagéo do
método:

- duas alteragdes localizadas no CP, confirmando a translocagdo n&@o equilibrada
detectada no exame citogenético entre os cromossomos 18 e 22. Através do kit P036-E1 foi
observado um padréo de amplificagdo alterado (1,45) da sonda 01736-L02051 (localizagdo
chr18:186,695-186,767 pb, NCB136/hgl8), referente a uma duplicagdo no gene USPI4
(OMIM *607274) (localizagdo chr18:148,483-203,739 pb, NCBI36/hgl8; 158,483-213,739

pb, NCBI37/hgl19) localizado na regido 18p11.32, e também um produto de amplificagdo
alterado (0,48) da sonda 01762-L08761 (localizagdo chr22: 49,553,070-49,553,142 pb,
NCBI36/hg18) (Figura 11), condizente a uma delegdo no gene RABL2B (OMIM*605413)
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(localizagdo chr22:49,552,786-49,568,953 pb, NCBI36/hgl8; 51,205,920-51,222,103 pb,
NCBI37/hgl9) posicionado na regido 22ql13.33, apresentando o resultado 46,XX.mlpa
18psubtel(P036)X3, 22qsubtel(P036)X1. Enquanto o kit P070-B2 revelou um padrdo de
amplificagdo alterado (1,47) da sonda 02789-1.02231 (localizagdo chr18:204,731-204,801 pb,
NCBI36/hgl8), relativo a uma duplicagdo no gene THOC! (OMIM*606930) (localizagdo
chr18:204,520-258,059 pb, NCBI36/hgl8; 214,520-268,059 pb NCBI37/hgl9) disposto na
por¢do subtelomérica 18p11.32, além de um padréo de amplificagdo da sonda 02707-L00661
(localizagdo chr22:49,413,270-49,413,327 pb, NCBI36/hg18) compativel com uma delegio
(0,46) no gene ARSA (OMIM *607574) (localizagdo chr22:49,408,048-49,413,467 pb,
NCBI36/hgl8; 51,061,182-51,066,601 pb, NCBI37/hgl9) localizado em 22ql13.33,
fornecendo o resultado 46,XX.mlpa 18psubtel(P070)X3, 22qsubtel(P070)X1. No exame
clinico do CP, sexo feminino, 1 ano e seis meses de idade, observou-se ADNPM, estrabismo

convergente bilateral, epicanto, narinas antevertidas e filtro nasolabial longo e marcado

(Figura 12);
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Figura 11 - Exame de MLPA do CP apresentando alteragdes nos padrdes de amplificagdo das sondas
01736-L02051 e 01762-L08761 correspondentes ao gene USP/4 (duplicagdo 18p) e ao gene RABL2B
(delecdo 22q), respectivamente. Kit SALSA MLPA P036 E-1.
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Figura 12 - Controle positivo, caridtipo 46,XX,der(22) t(18;22)(p11.3;q13). Observam-se narinas
antevertidas e filtro nasolabial longo e marcado.

No grupo de individuos com DI idiopética foi identificada a presen¢a de uma anomalia
cromossOmica subtelomérica (1/50), indicando uma prevaléncia de alteragdes cromossdmicas
subteloméricas nesse grupo de individuos de 2%:

- a paciente 14 revelou através do kit P036-El um padrio de amplificagéo alterado
(0,52) da sonda 02005-L02047 (localizagdo chr4:504,896-504,969 pb, NCBI36/hgl8),
condizente com uma microdelecdo no gene P/GG (localizagdo chr4:482,989-523,320 pb,
NCBI36/hgl8; 492,989-533,320 pb, NCBI37/hgl9) localizado na regido subtelomérica
4p16.3 (Figura 13), enquanto o kit P070-B2 apresentou um padrdo de amplificagdo anémalo
(0,50) da sonda 14440-L16146 (localizagdo chr4:505,735-505,807 pb, NCBI36/hgl8)
também relacionado a uma microdelegdo no gene PIGG, enquanto os pais da probanda
apresentaram resultados normais em ambos os kits. A técnica de qPCR com primers
especificos para o gene PIGG (localizagdo chr4:514,875-514,964 pb, NCBI37/hgl9) foi
realizada para validag¢do dos resultados de MLPA. Os valores relativos de copias do gene
PIGG apresentados pela paciente 14, controle negativo (CN) 1 e CN2 foram 0,45; 0,98; e 1,0,
respectivamente (Figura 14). No exame clinico da paciente 14, sexo feminino, 22 anos,
constatou-se DI grave, estatura (E) baixa com 145 cm (<3%), peso (P) igual a 48,000 g (10-
25%), microcefalia com perimetro cefalico (PC) de 46 cm (<2%), hipertelorismo ocular com
distancia intercantal interna (DII) de 3,5 cm (£95%) e distancia intercantal externa (DIE) de
9,5 (75-97%), linha do cabelo frontal elevada, frontal alto, facies anormal, face triangular,
hipoplasia de face média, sobrancelhas elevadas e arqueadas, olhos proeminentes, hélix

anormal, apéndices pré-auriculares, labios finos e palato alto. Também foi relatado atraso de
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crescimento intrauterino e nascimento prematuro, além de crises convulsivas. Conforme
parentes, ndo ha histérico de DI na familia. Foi conferido a probanda o diagnoéstico clinico de
Sindrome de Pitt-Rogers-Danks, posteriormente confirmado através das técnicas de MLPA e

qPCR. A paciente 14 apresentou 6 pontos no checklist de de Vries (Figura 15).
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Figura 13 - Exame de MLPA da paciente 14 apresentando uma alteragdo no padrdo de amplificagao
da sonda FLJ20265 correspondente ao gene PIGG (delecdo 4p). Kit SALSA MLPA P036 E-1.
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Figura 14 — Resultado de qPCR indicando a delegdo do gene PIGG na paciente 14.
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Figura 15 - Paciente 14 diagnosticada com Sindrome de Pitt-Rogers-Danks. Observou-se
microcefalia, linha do cabelo frontal elevada, frontal alto, facies anormal, face triangular, hipoplasia de
face média, sobrancelhas elevadas e arqueadas, hélix anormal e labios finos.

5.1.2 Kit P245-A2

O kit P245-A2 ¢ capaz de identificar vinte e uma sindromes de microdeleg¢do
associadas a DI. Esse kit foi utilizado em 55 pacientes: 05 CN (02 homens e 03 mulheres) e
50 individuos com DI idiopéatica provenientes das APAEs, com ou sem suspeita clinica de
alguma das sindromes detectadas pelo kit P245-A2. Todos apresentaram cariotipo normal.
Idades de referéncia variaram de 06 a 58 anos.

Os dados obtidos através do kit MLPA SALSA P245-A2 revelaram a presenca de
alteracdes cromossomicas submicroscopicas em 2 dos 50 (4%) individuos com DI idiopatica
procedentes das APAEs:

- no caso 14 (paciente diagnosticada com Sindrome de Pitt-Rogers-Danks descrita
anteriormente), observou-se que a sonda 06058-L05513 (localizagdo chr4:1,902,200-
1,902,274 pb, NCBI36/hgl8) apresentou um valor de amplificagdo condizente com uma
microdelecdo (0,48) no gene WHSC! (OMIM*602952) (localizagdo chr4:1,842,921-
1,953,732 pb, NCBI36/hgl8; 1,873,123-1,983,934 NCBI37/hgl9) presente na regido
cromossOmica 4p16.3 (Figura 16).

- 0 paciente 27 exibiu alteragdes nos padrées de amplificacdo de trés sondas
especificas para a regido cromossomica 22ql1.2: sonda 01218-L06270 (localizagdo
chr22:17,891,318-17,891,378 pb, NCBI36/hgl18) apresentou uma amplificagdo (1,43)

compativel com uma microduplicagdo no gene CLDN) (localizagdo chr22:17,890,550-
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17,892,860 pb, NCBI36/hgl8; 19,510,547-19,515,068 pb NCBI37/hgl19); sonda 05464-
L10114 (localizagdo chr22: 18,091,521-18,091,580 pb, NCBI36/hgl8) mostrou uma
amplificagdo (1,41) correspondente a uma microduplicagdo no gene GPIBB (localizagdo
chr22:18,091,066-18,092,297 pb, NCBI36/hg18; 19,711,066-19,712,297 pb, NCBI37/hg19);
e sonda 01235-L00773 (localizagdo chr22:19,572,014-19,572,084 pb, NCBI36/hg18) indicou
uma microduplicagdo (1,38) no gene SNAP29 (localizagdo chr22:19,543,292-19,575,501 pb,
NCBI36/hgl18; 21,213,292-21,245,502 pb NCBI37/hg19) (Figura 17).
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Figura 16 - Exame de MLPA da paciente 14 apresentando uma alteragdo no padrdo de amplificagio da
sonda 06058-L05513 correspondente ao gene WHSC1 (delegdo 4p16.3). Kit SALSA MLPA P245-A2.
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Figura 17 - Exame de MLPA do paciente 27 apresentando uma alteragdo no padrdo de amplificagdo
das sondas 01218-L06270, 05464-L.10114, 01235-L00773 correspondente aos genes CLDN, GPIBB ¢
SNAP29, respectivamente (duplicagdo 22q11.2). Kit SALSA MLPA P245-A2.
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5.2 Array-CGH

A técnica de array-CGH foi realizada exclusivamente nos 25 individuos com DI
idiopatica selecionados na APAE de Limeira-SP. Todos realizaram o exame citogenético com
bandamento G e apresentaram resultado normal. Idades de referéncia variaram de 06 a 45
anos.

Dos 25 pacientes analisados por array-CGH, 14 (56%) apresentaram resultados
alterados, somando 15 desequilibrios gendmicos:

- a andlise de array-CGH identificou na paciente 26 uma delegdo intersticial da regido
cromossomica 17q12 (localizagdo chr17:34,817,433-36,168,104 pb, NCBI37/hgl9), com
extensio de 1,3 Mb, abrangendo os genes ZNHIT3 (OMIM*604500), PIGW
(OMIM*610275), GGNBP2 (OMIM*612275), LHXI (OMIM*601999), AATF
(OMIM*608463), ACACA(OMIM*200350), TADA2A (OMIM*602276), DUSPI14
(OMIM*606618), APIGBPI (OMIM*607291), DDX52(OMIM*612500) e HNFIB
(OMIM*189907) (Figura 18). A técnica de qPCR, desenvolvida com primers especificos para
o gene ACACA (localizagdo chrl17:35,381,476-35,381,577 pb, NCBI37/hg19), foi realizada
nas amostras de DNA de um individuo normal (CN1), da paciente 26 e da méde da probanda
(pai falecido), apresentando os respectivos niimeros relativos de amplicons: 1,0, 0,5 e 0,90
(Figura 19). Ao ser examinada, a paciente 26, sexo feminino, 16 anos, apresentou DI
moderada, déficit neuromotor (andar tardio e awraso acentuado de linguagem) e dificuldades
de aprendizagem. Também foi constatada estatura E=163 cm (50-75%), P=45,200 g (10-
25%), PC = 55 cm (50-98%), sobrancelhas arqueadas, telecanto com DII=3,5 cm (75-97%) e
DIE=10 cm (>97%), além de disturbio visual corrigido pelo uso de 6culos (alteragdo de
refragdo), nariz longo, palato alto, insuficiéncia velopalatina com tom de fala alto e
esganigado, respiragdo bucal, dentes mal implantados, sorriso constante, cubito valgo leve,
dedos longos e prega de Hockey Stick. Escoliose destro-convexa foi confirmada por exames
de raios-X e um eletrocardiograma revelou prolapso da valvula mitral. J& utilizou
oxcarbamazepina para controlar crises de epilepsia e, atualmente, faz uso de risperidona
devido a problemas comportamentais, principalmente agressividade, e também recebe
aplicagGes de insulina diariamente para o tratamento de diabete insulino-dependente tipo I.
Segundo a familia a paciente 26 possui otites de repetigdo, ja realizou cirurgia de amigdalas e

adenoides e exibe ciclo menstrual regular desde os 12 anos. A paciente 26 possui historico

familial de DI incompativel com heranga mendeliana, atingindo 6 pontos no checklist de de

Vries (Figura 20).
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Figura 18 — Perfil de array-CGH da paciente 26 com microdelecdo del(17)(ql2) de origem
indeterminada.
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Figura 19 — Resultado de qPCR indicando a dele¢do do gene 4ACACA na paciente 26.
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Figura 20 - Paciente 26 com del(17)(ql2) detectada por array-CGH. Observam-se sobrancelhas
arqueadas, nariz longo, dentes mal implantados, sorriso constante, cubito valgo leve, escoliose destro-
convexa, dedos longos e prega de Hockey Stick.

- no individuo 27 o array-CGH detectou uma duplicacdo de 2,8 Mb da porgdo
cromoss6mica 22ql1.21 (localizagdo chr22:18,953,012-21,801,661 pb, NCBI37/hgl9) onde
estdo localizados os genes DGCR2 (OMIM*600594), DGSI (OMIM*601755), TSSK2

(OMIM*610710),
(OMIM*601273),
(OMIM*601754),
(OMIM*602724),
(OMIM*610778),
(OMIM*602269),
(OMIM*601180),
(OMIM*609459),
(OMIM*613619),
(OMIM*142360),
(OMIM*600574),

GSC2 (OMIM*601845), SLC2541 (OMIM*190315), CLTCLI
HIRA (OMIM*600237), MRPL40 (OMIM*605089), UFDIL
CDC45L (OMIM*603465), CLDNS (OMIM*602101), SEPTS
GPIBB (OMIM*138720), TBXI (OMIM*602054), GNBIL
TXNRD2 (OMIM*606448), COMT (OMIM+116790), ARVCF
DGCR8 (OMIM*609030), TRMT24 (OMIM*611151), RANBPI
ZDHHC8 (OMIM*608784), RTN4R (OMIM*605566), DGCR6L
RIMBP3 (OMIM*612699), ZNF74 (OMIM*194548), SCARF2
MEDI5 (OMIM*607372), PI4KA (OMIM*600286), HCF2
SNAP29 (OMIM*604202), CRKL (OMIM*602007), LZTRI
THAP7 (OMIM*609518), P2RXL! (OMIM*608077), SLC7A44
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(OMIM*603752), RIMBP3C (OMIM*612701), RIMBP3B (OMIM*612700) e grande parte
da sequéncia génica de HIC2 (OMIM*607712) (Figura 21). A técnica de qPCR, realizada
com primers especificos para o gene TBX! (localizagdo chr22:20,227,278-20,227,393 pb,
NCBI37/hgl9), foi aplicada nas amostras de DNA do CNI, paciente 27, do pai e da mae do
probando, exibindo os respectivos nimeros relativos de cdpias do gene TBXI: 1,0; 1,5; 0,98 e
1,1 (Figura 22). No exame clinico do paciente 27, sexo masculino, 13 anos, constatou-se
E=173 cm (> 97%), P=56,500 g (75%) e PC=55 cm (50-98%). Também foi observado atraso
de linguagem, atraso motor e DI grave, distirbio comportamental (agressividade), além de
dismorfias incluindo face triangular, sobrancelhas arqueadas, hipertelorismo ocular com
DII=3 cm (50-75%) e DIE=9,8 cm (>97%), frontal estreito, fissuras palpebrais para baixo,
epicanto, nariz com ponta bulbosa, narinas antevertidas com columela saliente, orelhas
proeminentes e displasicas um pouco rodadas com presenca de pit pré-auricular (Figura 23).
Ainda notou-se a presenga de clinodactilia, prega flexdo de transicdo, pectus excavatum com
linha de hipopigmentagdo reta dividindo a regido toracica central e pés chatos. O paciente 27

possui historico familial de DI incompativel com heranga mendeliana, totalizando 7 pontos no
checklist de de Vries.

qi1.22
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q12.3
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Figura 21 - Perfil de array-CGH do paciente 27 com microduplicagdo dup(22)(q11.21) de novo.
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Figura 22 - Resultado de qPCR indicando a duplicagdo do gene 7BX/ no paciente 27.

Figura 23 - Paciente 27 com dup(22)(q11.21) detectada por array-CGH. Observa-se face triangular,
sobrancelhas arqueadas, frontal estreito, nariz com ponta bulbosa, narinas antevertidas com columela
saliente, orelhas proeminentes e displasicas um pouco rodadas, presenga de clinodactilia, prega flexdo
de transi¢do, pectus excavatum com linha de hipopigmentagao reta dividindo a regido toracica central.
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- no paciente 28 o exame de array-CGH identificou uma delecéo intersticial na regido
16pl1.2 (localizagdo chrl6:29,673,954-30,198,600 pb, NCBI37/hgl9) com extensdo
aproximada de 524 kb, onde estdo situados os genes SPN (OMIM*182160), QPRT
(OMIM*606248), KIF22  (OMIM*603213), MAZ  (OMIM*600999),  PRRT?
(OMIM*614386), PAGRI  (OMIM*612033), MVP  (OMIM*605088), CDIPT
(OMIM*605893), KCTDI3 (OMIM*608947), TAOK2 (OMIM*613199), HIRIP3
(OMIM*603365), DOC24 (OMIM*604567), FAMS57B (OMIM*615175), ALDOA
(OMIM*103850), PPP4C (OMIM*602035), TBX6 (OMIM*602427), YPEL3
(OMIM*609724), MAPK3 (OMIM*601795) e grande parte do gene COROIA
(OMIM*605000) (Figura 24). Aplicou-se a técnica de QPCR com primers especificos para o
gene PRRT?2 (localizagdo chr16:29,826,084-29,826,188 pb, NCBI37/hgl9) nas amostras de
DNA do CNI1, do paciente 28, do pai e da méde do probando, que revelou, nessa ordem, os

seguintes nimeros relativos de copias do gene PRRT2: 1,0; 0,48; 0,98 e 0,53 (Figura 25).
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Figura 24 - Perfil de array-CGH do paciente 28 com microdelegdo del(16)(pl1.2) de heranga
matema.

- no exame clinico do paciente 28, sexo masculino, 14 anos, verificou-se E=155 cm (10-
25%), sobrepeso com P=87,200 g (>97%), PC=55 cm (50-98%), DII=3,2 cm (75%) e DIE=8,9
cm (50-75%), além de atraso motor grosso e fino (comegou a andar aos 2 anos), DI leve, atraso de
linguagem e dificuldade para completar o raciocinio. Foram observadas poucas dismorfias,

incluindo estreitamento frontal do cranio, olhos fundos, fendas palpebrais para cima e narinas
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antevertidas, além de apresentar problemas comportamentais que incluem atitude hostil e
episodios de autoagressdo. O paciente 28 exibe historico familial de DI incompativel com heranga

mendeliana, somando 5 pontos no checklist de de Vries (Figura 26).
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Figura 25 - Resultado de qPCR indicando a dele¢do do gene PRRT?2 no paciente 28 e em sua mie.

Figura 26 - Paciente 28 com del(16)(p11.2) detectada por array-CGH. Observa-se estreitamento
frontal do cranio, olhos fundos, narinas antevertidas e sobrepeso.



Resultados | 71

- na paciente 31 a andlise de array-CGH detectou uma duplicagido de 82,272 pb da
regido cromossdmica Xq28 (localizagdo chrX:152,949,788-153,032,059 pb, NCBI37/hg19),
envolvendo os genes SLC648 (OMIM*300036), BCAP31 (OMIM*300398), ABCDI
(OMIM*300371) e parte do gene PLXNB3 (OMIM*300214). A técnica de qPCR,
desenvolvida com primers especificos para o gene BCAP31 (localizagdo chrX:152,979,957-
152,980,057 pb, NCBI37/hgl9), foi realizada nas amostras de DNA do CNI, CN2 e da
paciente 31, apresentando os respectivos nimeros relativos de amplicons: 1,0; 1,0 e 0,99
(Figura 27). Realizou-se um segundo exame de array-CGH na amostra de DNA da paciente
31, entretanto, nenhuma alteragdo gendmica foi encontrada. Dessa forma, a técnica de qPCR

ndo foi aplicada nos pais da probanda. Como o array-CGH apresentou uma alteragéo falso-

positiva o resultado néo foi reproduzido.
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Figura 27 — Resultado de qPCR da paciente 31 indicando valor relativo de copias do gene BCAP31
normal.

Na avaliag¢do clinica, a paciente 31, sexo feminino, 19 anos, apresentou DI leve,
dificuldade de aprendizagem e déficit de atengdo, baixa estatura E=144 cm (<3%), corpo
esguio com P=36,000 g (<3%), microcefalia com PC=52 cm (£2%), DII=2,6 cm (£25%) e
DIE=8,6 cm (50-75%). Também foram constatadas algumas dismorfias, incluindo assimetria
de face, nariz com ponta bulbosa e narinas antevertidas, labio superior fino, implantagdo
irregular dos dentes superiores, prognatismo, prega de Hockey Stick, camptodactilia bilateral
do 3°, 4° e 5° dedos e clinodactilia bilateral do 5° dedo. Exames de raios-X confirmaram
acentuada escoliose a direita em S e irregularidades de vértebras toracicas. A mée relatou que

probanda apresentou atraso de crescimento intrauterino e malformagdes cardiacas (Tetralogia
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de Fallot) corrigidas cirurgicamente. A paciente 31 ndo apresenta histérico de DI na familia,

reunindo 8 pontos no checklist de de Vries (Figura 28).

Figura 28 — Paciente 31. Observa-se corpo esguio, microcefalia, assimetria de face, nariz com ponta
bulbosa e narinas antevertidas, labio superior fino, prognatismo e acentuada escoliose.

- a andlise por array-CGH identificou no paciente 33 uma dele¢do intersticial da
regidio cromossdmica 14ql1.2 (localizagdo chr14:20,253,739-20,376,267 pb, NCBI37/hg19)
com 122,529 pb de extensio envolvendo as sequéncias referéncias (RefSegs - reference
sequence) dos genes OR4N2 (NM_001004723) e OR4K2 (NM_001005501.1) (Figura 29). A
técnica de qPCR, realizada com primers para a regido OR4K?2 (localizag¢do chr14:20,269,502-
20,269,608 pb, NCBI37/hgl9), apresentou os seguintes nimeros relativos de cdpias para o
CNI, paciente 33, pai e mae do probando: 1,0; 0,48; 1,1; 0,52 (Figura 30). No exame clinico,
o paciente 33, sexo masculino, 12 anos, apresentou E=164 cm (95-97%), P=77,500 g (97%),
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PC=56 cm (75-98%), DII=3,3 cm (50-75%), DIE=10,6 cm (>97%). O probando também
exibiu DI moderada, atraso de desenvolvimento motor (comegou a andar aos dois anos),
atraso de linguagem (primeiras palavras aos trés anos), dismorfias incluindo face triangular,
discreta sinofre, sobrancelha com pelos ao contrario na regido de dentro, epicanto, estrabismo
convergente, miopia, rotacdo posterior das orelhas, prega dividindo a ponta nasal em duas
por¢des, palato arqueado, filtro curto e bem marcado, labio superior proeminente em arco de
cupido, labio inferior grosso e evertido, prognatismo acentuado e pescogo curto. Além disso,
constatou-se clinodatilia do 5° dedo, braquidactilia dos dedos da mao, mado medindo 18,4 cm
(75-97%) e dedo médio com 7,2 cm (50-75%) relagdo dedo/mao 39% (<3%), e dos pés, com
intervalo aumentado entre o 1° e 2° artelhos e criptorquidia corrigida por cirurgia. Segundo
familiares, o probando apresenta comportamento agressivo, com mania de morder os dedos. O
paciente 33 possui histérico familial de DI incompativel com heran¢a mendeliana, alcangando

7 pontos no checklist de de Vries (Figura 31).

e12

11 =2

qi13.1

2
-
W
(]

o s
NNRRNRR
AUWW W RN
Na W 2 o @R

2
Www

a2

qQ32.2

-2 -1 o ‘1 2

Figura 29 — Perfil de array-CGH do paciente 33 com microdelegdo del(14)(ql1.2) de heranga
materna.
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Figura 30 - Resultado de gPCR indicando a delegdo do gene OR4K2 no paciente 33.

Figura 31 — Paciente 33 com del(14)(q11.2) detectada por arrgy-CGH. Observa-se face triangular,
rotagdo posterior das orelhas, filtro curto e bem marcado, ldbio superior proeminente em arco de

cipido, labio inferior grosso e evertido, prognatismo acentuado, pescogo curto, clinodatilia do 5° dedo
e braquidactilia dos dedos da mao.
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- o exame de array-CGH da paciente 35 revelou uma delecdo intersticial da porgédo
cromossdmica 7q33-q34 (localizagédo chr7:134,870,494-141,359,194 pb, NCBI37/hgl19) com
cerca de 6,4 Mb de extensdo. Nessa regido situam-se os genes STRA8 (OMIM*609987),
CNOT4 (OMIM*604911), NUP205 (OMIM*614352), SLC1344 (OMIM*604309), LUZP6
(OMIM*611050), MTPN (OMIM*606484), CHRM2 (OMIM*118493), PIN
(OMIM*162095), DGKI (OMIM*604072), CREB3L2 (OMIM*608834), AKRIDI
(OMIM*604741), TRIM24 (OMIM*603406), SVOPL (OMIM*611700), ATP6V0A4
(OMIM*605239), KIAA1549 (OMIM*613344), ZC3HAVI (OMIM*607312), UBN2
(OMIM*613841), LUC7L2 (OMIM*613056), HIPK2 (OMIM*606868), TBXASI
(OMIM*274180), PARPI2 (OMIM*612481), MKRNI (OMIM*607754), NDUFB2
(OMIM*603838), BRAF (OMIM*164757), MRPS33 (OMIM*611993) e o gene AGK
(OMIM*610345) (Figuras 32). A técnica de qPCR foi realizada utilizando-se primers
desenhados especificamente para o gene PTN (localizagio chr7:136,912,940-136,913,054 pb,
NCBI37/hgl9), indicando que o nimero relativo de copias do gene PTN apresentado pelo
CN1, paciente 35 e pai da probanda foi 1,0, 0,46 e 0,99, respectivamente (Figura 33). A mie
da probanda nio pode ser estudada. Na avaliagéo clinica, a paciente 35, sexo feminino, 32
anos, exibiu baixa estatura E=140 cm (<3%), PC=53 cm (2-50%), hipertelorismo ocular com
DII=3,2 cm (50-75%) e DIE=9,7 cm (97%), DI grave, atraso motor e de linguagem (fala
disartrica), face grotesca, nariz proeminente com raiz alta e ponta bulbosa, orelhas com
implantag¢do baixa, filwo curto e marcado e boca grande com labio superior fino. Também
foram constatados hipotireoidismos, obesidade truncal com seios vastos, mdos com dedos
longos e finos, afilamento das falanges distais, polegar com implantagéo alta e mobilidade
diminuida. Familiares informaram que a probanda iniciou a puberdade precocemente, com
periodos menswruais normais. Foi relatado ainda atraso de crescimento intrauterino, ocorréncia
de crises convulsivas neonatais (hipocalcemia) e crises nervosas, ambas tratadas com
diazepam, além de comportamentos compulsivos (comer e mexer em feridas) e frequentes
episodios de distirbio do sono, apesar do emprego de remédios para insénia. A paciente 35
exibe histdrico familial de DI incompativel com heranga mendeliana, atingindo 8 pontos no

checklist de de Vries (Figura 34).
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Figura 32 - Perfil de array-CGH da paciente 35 com microdele¢do del(7)(q33-q34) de origem
indeterminada.
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Figura 33 — Resultado de qPCR indicando a deleg@o do gene PTN na paciente 35.



Resultados | 77

Figura 34 - Paciente 35 com del(7)(q33-q34) detectada por array-CGH. Observa-se face grotesca,
nariz proeminente com raiz alta e ponta bulbosa, filtro curto e marcado, boca grande com labio
superior fino, obesidade truncal com seios vastos, maos com dedos longos e finos, afilamento das
falanges distais e polegar com implantagdo alta.

- 0 array-CGH da paciente 38 apresentou uma duplicag@o intersticial na regido
cromossOmica Xpl1.3-p11.23 (localizagdo chrX:44,375,988-48,372,445 pb, NCBI37/hgl9),
com dimensdo de 3,996,458 pb, compreendendo os genes FUNDC! (OMIM*300871),
DUSP21 (OMIM*300678), KDM6A4 (OMIM*300128), MIR221 (OMIM*300568), ZNF673
(OMIM*300585), ZNF674 (OMIM*300573), CHST7 (OMIM*300375), SLC947
(OMIM*300368), RP2 (OMIM*300757), PHF16 (OMIM*300618), RGN (OMIM*300212),
NDUFBI11 (OMIM*300403), RBMI10 (OMIM*300080), UBAI (OMIM*314370), INEI
(OMIM*300164), CDKI6 (OMIM*311550), USP11 (OMIM*300050), ZNF157
(OMIM*300024), ZNF41 (OMIM*314995), ARAF1 (OMIM*311010), SYNI
(OMIM*313440), TIMP1 (OMIM*305370), CFP (OMIM*300383), ELK! (OMIM*311040),
UXT (OMIM*300234), ZNF81 (OMIM*314998), ZNF21 (OMIM*314993), SPACAS5
(OMIM*300593), ZNF630  (OMIM*300819), SSX6 (OMIM*300541), SSX5
(OMIM*300327), SSXI (OMIM*312820), SSX9 (OMIM*300544), SSX3 (OMIM*300325),
SSX4 (OMIM*300326), SLC3845 (OMIM*300649), FTSJI (OMIM*300499) e parte do gene



Resultados | 78

PORCN (OMIM*300651) (Figura 35). A técnica de qPCR foi empregada com primers
construidos especificamente para o gene ZNF§! (localizagdo chrX:47,696,328-47,696,445 pb,
NCBI37/hgl9) e realizada nas amostras de DNA do CNI1, CN2 e da paciente 38 que
revelaram os respectivos numeros relativos de copias: 1,0; 1,1 e 1,64 (Figura 36). Na
avaliacdo clinica da paciente 38, sexo feminino, 44 anos, constatou-se DI moderada, atraso
motor leve, déficit de linguagem acentuado, E=155 cm (£25%), tendéncia para obesidade com
sobrepeso com P=83,500 g (95-97%), macrocefalia com PC=60 cm (>98%), frontal
proeminente, hipertelorismo ocular com DII=3,6 cm (>97%) e DIE 9,8 cm (£97%), orbitas
cheias, labios finos, palato alto e pescogo curto. Segundo familiares a probanda teve menarca
aos 12 anos de idade, apresentando ciclos regulares. Atualmente, devido a distirbios
comportamentais, faz uso dos farmacos haloperidol e carbamazepina. A paciente 38 apresenta
histdrico familial de DI incompativel com heranga mendeliana, obtendo 5 pontos no checklist

de de Vries (Figura 37).
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Figura 35 - Perfil de array-CGH da paciente 38 com microduplicagdo dup(X)(pl1.2-p11.23) de
origem indeterminada.
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Figura 36 — Resultado de qPCR indicando a duplicagdo do gene ZNF8! na paciente 38.

Figura 37 - Paciente 38 com dup(X)(pl1.2-p11.23) detectada por array-CGH. Observa-se
macrocefalia, frontal proeminente, labios finos, pescogo curto e sobrepeso.

- no paciente 39 foi revelado uma duplicagio de 127,265 pb no segmento
cromossOdmico 8pl1.22 (localizagdo chr8:39,258,894-39,386,158 pb, NCBI37/hgl19), onde
estdo localizados parte dos pseudogenes ADAMS5 e ADAM3A (Figura 38). Realizou-se qPCR
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com primers para o pseudogene ADAMS (chr8:39,307,441-39,307,557 pb, NCBI37/hg19) nas
amostras de DNA do CN1, CN2 e do paciente 39 que apresentaram os valores relativos de
copias 1,0, 0,99 e 1,5, respectivamente (Figura 39). Os pais do probando ndo aceitaram

participar da pesquisa.
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Figura 38 - Perfil de array-CGH do paciente 39 com microduplicagdo dup(8)(pl1.22) de origem
indeterminada.

0
CN1 CN2 Paciente 39
Figura 39 — Resultado de qPCR indicando a duplicag@o do gene ADAM3 no paciente 39.
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Na analise clinica o paciente 39, sexo masculino, 24 anos, apresentou DI moderada,
E=1,76 cm (50-75%), P=79,000 g (£75%), microcefalia com PC=53 cm (<2%), DII=3,0 cm
(50%) e DIE=9,0 cm (50-75%). Foram relatadas crises convulsivas controladas com o uso de
carbamazepina. O probando apresentou poucas dismorfias, incluindo raiz nasal baixa, orelhas
proeminentes e espagamento bilateral entre 1° e 2° artelhos. O paciente 38 possui histérico
familial (materno) de DI compativel com heranga mendeliana, apresentando 4 pontos no

checklist de de Vries (Figura 40).

Figura 40 — Paciente 39 com dup(8)(p11.22) detectada por array-CGH. Observa-se raiz nasal baixa
e orelhas proeminentes.

- no paciente 41 a andlise de array-CGH detectou uma duplicagdo da regido
cromossémica 15q11.1-q11.2 (localizagdo chr15:20,481,702-22,378,143 pb, NCBI37/hg19)
contendo 1,896,442 pb onde estdo localizados os genes NBEAPI(OMIM*601889) e POTEB
(OMIM*608912) (Figura 41). A técnica de qPCR realizada com primers para o gene
NBEAP]I (localizagdo chr15:20,871,163-20,871,275 pb NCBI37/hg19) revelou que o nimero
relativo de copias do gene NBEAP! apresentado pelo CNI1, paciente 41, pai e méde do
probando foi 1,0; 1,6; 1,6 e 1,1, respectivamente (Figura 42).
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Figura 41 - Perfil de array-CGH do paciente 41 com microduplicagdo dup(15)(ql11.1-q11.2) de
heranga paterna.
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Figura 42 — Resultado de qPCR indicando a duplicag@o do gene NBEAP! no paciente 41 e no seu pai.

No exame clinico do paciente 41, sexo masculino, 16 anos, verificou-se baixa estatura
E=158 cm (5-10%), P=62,400 g (+50%), PC=54,5 cm (+50%), DII=3,6 cm (>97%), telecanto
com DIE=9,6 cm (75-97%), DI leve, déficit de aprendizagem e dismorfias incluindo epicanto
com fenda palpebral obliqua para cima, orelha rodada, frouxiddo ligamentar, prega de Hockey
Stick bilateral e intervalo aumentado entre 1° e 2° artelhos bilateralmente. O paciente 41
apresenta histérico familial (materno) de DI compativel com heranga mendeliana, somando 5

pontos no checklist de de Vries (Figura 43).
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Figura 43 — Paciente 41 com dup(15)(ql11.1-q11.2) detectada por array-CGH. Observa-se orelha
rodada e labios salientes.

- o resultado de array-CGH do paciente 44 indicou uma duplicagdo do segmento
cromossdmico 15q11.1-ql11.2 (localizagdo chr15:20,102,541-22,509,254 pb, NCBI37/hgl9)
abrangendo aproximadamente 2,4 Mb e envolvendo os genes NBEAPI(OMIM*601889) e
POTEB (OMIM*608912) (Figura 44). A técnica de qQPCR, efetuada com primers desenhados
especificamente para o gene NBEAPI (localizagdo chr15:20,871,163-20,871,275 pb,
NCBI37/hg19), mostrou que os nimeros relativos de copias do gene NBEAP! exibidos pelo
CNI1, paciente 44 e sua mée foram, nessa ordem, 1,0; 1,7 e 1,1 (Figura 45). O pai do probando
ndo aceitou participar da pesquisa. Na avaliagdo clinica, o paciente 44, sexo masculino, 17
anos, apresentou DI moderada, E=171 cm (50-75%), P=63,500 g (50-75%), PC= 54,5 cm
(£50%), DII=3,3 cm (£75%), DIE=9,3 cm (£75%), face alongada, epicanto com fenda
palpebral medindo 3,1 cm (>95%), orelhas proeminentes, narinas antevertidas e labio superior
fino. O paciente 44 possui histérico familial (paterno) de DI compativel com heranga

mendeliana, atingindo 3 pontos no checklist de de Vries (Figura 46).
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Figura 44 - Perfil de array-CGH do paciente 44 com microduplicagdo dup(15)(ql1.1-q11.2) de
origem indeterminada.
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Figura 45 — Resultado de qPCR indicando a duplicagdo do gene NBEAP1 no paciente 44.
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Figura 46 — Paciente 44 com dup(l5)(ql1.1-ql1.2) detectada por array-CGH. Observa-se face
alongada, orelhas proeminentes, narinas antevertidas e labio superior fino.

- na paciente 45 a andlise de array-CGH revelou uma duplicaco intersticial da regido
cromossomica 16p11.2 (localizagdo chrl16:31,897,383-33,604,468 pb, NCBI37/hgl9) com
extensdo aproximada de 1,7 Mb, envolvendo parte do gene ZNF267, além de uma delecdo de
127,265 pb no segmento cromossdmico 8pl1.22 (localizagdo chr8:39,258,894-39,386,158 pb,
NCBI37/hgl19) compreendendo parte dos pseudogenes ADAMS e ADAM3A (Figura 47). A
técnica de qQPCR para verificagdo das alteragGes foi realizada com primers para o gene ZNF267
(localizagdo chr16:31,881,307-31,881,414 pb, NCBI37/hgl9) e para o pseudogene ADAMS
(chr8:39,307,441-39,307,557 pb, NCBI37/hg19). Os respectivos valores relativos de copias do
gene ZNF267 para o CNI1, paciente 45 e pai e mie da probanda foram 1,0; 0,99; 0,99 e 0,98
(Figura 48). Enquanto o numero relativo de copias do pseudogene ADAMS apresentado pelo
CNI, paciente 45, pai e mae da probanda foram 1,0; 0,5; 1,1; e 1,1 respectivamente (Figura 49).
No exame clinico a paciente 45, sexo feminino, 17 anos, apresentou DI leve, E= 164 cm (50%),
sobrepeso com P=78,000 g (£95%), microcefalia com PC= 51,5 cm (<2%) e desvial tibial

importante do 4° e 5° artelhos. A paciente 45 exibe histérico familial de DI incompativel com

heranga mendeliana, alcangando 4 pontos no checklist de de Vries (Figura 50).
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Figura 47 - Perfil de array-CGH da paciente 45 com microdele¢do del(8)(p11.22) de novo.
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Figura 48 - Resultado de qPCR da paciente 45 indicando valor relativo de copias do gene ZNF267
normal.
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Figura 49 — Resultado de qPCR indicando a delegdo do gene ADAMS5 na paciente 45.

Figura 50 — Paciente 45 com del(8)(p11.22) detectada por array-CGH. Observa-se microcefalia e
sobrepeso.
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- no individuo 47 o exame de array-CGH identificou uma delegdo de
aproximadamente 1,9 Mb da regiio cromossdmica 15ql11.1-q11.2 (localizagdo
chr15:20,575,646-22,509,254 pb, NCBI37/hgl9) compreendendo os genes NBEAPI
(OMIM*601889) e POTEB (OMIM*608912) (Figura 51), além de uma duplicagdo do
segmento cromossdmico 3p25.3 (localizagdo chr3:9,576,330-11,382,152 pb, NCBI37/hgl9),
com cerca de 1,8 Mb, abrangendo totalmente os genes MTMR14 (OMIM*611089), BRPF1
(OMIM*602410), OGGI (OMIM*601982), CAMKI (OMIM*604998), TADA3
(OMIM*602945), ARPC4 (OMIM*604226), CIDEC (OMIM*612120), ILI7RE
(OMIM*614995), ILI7RC (OMIM*610925), CRELD1 (OMIM*607170), FANCD?2
(OMIM*613984), BRKI1 (OMIM*611183), VHL (OMIM*608537), IRAK2 (OMIM*603304),
GHRL (OMIM*605353), SEC13L1 (OMIM*600152), ATP2B2 (OMIM*108733), SLC6A411
(OMIM*607952), SLC641 (OMIM*137165) e HRH1 (OMIM*600167), e parcialmente os
genes LHFPL4 (OMIM*610240) e ATG7 (OMIM*608760) (Figura 52). O exame de qPCR
foi realizado com primers para os genes NBEAP1 (localizagédo chr15:20,871,163-20,871,275
pb, NCBI37/hgl19) e ATP2B2 (localizagdo chr3:10,392,505-10,392,616 pb, NCBI37/hg19).
Os valores relativos de copias do gene NBEAP] para o CN1, paciente 47 e sua mée foram,
nessa ordem, 1,0; 0,5 e 0,98 (Figura 53). Enquanto o numero relativo de copias do gene
ATP2B?2 apresentado pelo CN1, paciente 47 e sua mée foram 1,0; 1,6 e 1,58, respectivamente
(Figura 54). Ao ser examinado, o paciente 47, sexo masculino, 20 anos, apresentou DI leve,
baixa estatura E=168,5 cm (10-25%), sobrepeso com P=90,000 g (90%), PC=56 cm (50%),
DII=3,0 cm (50%), DIE=9,0 cm (50-75%), face levemente triangular, retragdo temporal e
orelhas proeminentes e um pouco rodadas. Exibiu bom desenvolvimento puberal. O probando
apresenta histérico familial (matemo) de DI compativel com heranga mendeliana, somando 3

pontos no checklist de de Vries (Figura 55).
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Figura 51 - Perfil de array-CGH do paciente 47 com microdelegdo dei(15)(ql1.1-q11.2) de origem

indeterminada.

Figura 52 - Perfil de array-CGH do paciente 47 com microduplicagdo dup(3)(p25.3) de heranga

materna.
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Figura 53 — Resultade qPCR indicando a dele¢do do gene NBEAPI no paciente 47.

15

0,5

Numero Relativo de Copias - ATP2B2
(=

CN1 Paciente 47 Maiae 47

Figura 54 - Resultado de qPCR indicando a duplica¢do do gene ATP2B2 no paciente 47 e em sua
mae.
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Figura 55 — Paciente 47 com del(15)(ql1.1-q11.2) e dup(3)(p25.3) detectadas por array-CGH.
Observa-se face levemente triangular, retragdo temporal, orelhas proeminentes e um pouco rodadas.
Foto nfo atual.

- na paciente 48 a analise de array-CGH revelou uma duplicagdo da regido
cromossOmica 16p13.11-p12.3 (localizagdo chr16:16,031,655-17,330,246 pb, NCBI37/hgl9),
com extensdo aproximada de 1,3 Mb, incluindo os genes ABCCI(OMIM*158343), ABCC6
(OMIM*603234), NOMO3 (OMIM*609159) e, parcialmente, o gene XYL7T1(OMIM*608124)
(Figura 56). O método de qPCR, efetuado com primers para o gene ABCC6 (localizagdo
chr16:16,232,260-16,232,367 pb, NCBI37/hg19), apresentou os seguintes valores relativos de
copias génicas para o CNI1, paciente 48, pai e mde da probanda: 1,0; 1,6; 1,1; e 0,98,
respectivamente (Figura 57). No exame clinico a paciente 48, sexo feminino, 14 anos,
apresentou DI moderada, baixa estatura E=140,5 cm (<3%), baixo peso P=31,000 g (<3%),
microcefalia com PC=49,5 cm (<2%), DII=2,7 cm (3-25%) e DIE=7,8 cm (3-25%), narinas
antevertidas, filtro marcado, labio superior delgado e em arco, prognatismo, alteragdes
esqueléticas incluindo frouxiddo ligamentar (dedos e artelho), dolicocefalia, aracnodactilia
(punho e polegar) e camptodactilia da 3% e 4* falanges distais. Também foi relatado atraso de
linguagem (primeiras palavras aos 5 anos) crises de auséncia, alteragdes psicoticas,

comportamento agressivo, temperamento disruptivo e episodios de epilepsia (exame de



Resultados | 92

eletroencefalograma alterado) tratados com uso de acido valproico. A paciente 48 exibe
histérico familial de DI incompativel com heran¢a mendeliana, atingindo 6 pontos no

checklist de de Vries (Figura 58).
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Figura 56 — Perfil de array-CGH da paciente 48 com microduplicagéo dup(16)(p13.11-p12.3) de
origem indeterminada.
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Figura 57 — Resultado de qPCR indicando a duplicac¢do do gene ABCC6 na paciente 48.
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Figura 58 — Paciente 48 com dup(16)(p13.11-p12.3) detectada por array-CGH. Observa-se baixo
peso, microcefalia, narinas antevertidas, filtro marcado, labio superior delgado e em arco, prognatismo
e aracnodactilia.

- o individuo 50 apresentou uma duplicagdo do segmento cromossémico 3p25.3
(localizagdo chr3:9,576,330-11,382,152 pb, NCBI37/hg19), com cerca de 1,8 Mb, abrangendo
totalmente os genes MTMRI4 (OMIM*611089), BRPFI (OMIM*602410), OGGI!
(OMIM*601982), CAMKI (OMIM*604998), TADA3 (OMIM*602945), ARPC4
(OMIM*604226), CIDEC (OMIM*612120), [LI7RE (OMIM*614995), ILI7RC
(OMIM*610925), CRELDI (OMIM*607170), FANCD2 (OMIM*613984), BRKI
(OMIM*611183), VHL  (OMIM*608537), IRAK2  (OMIM*603304), GHRL
(OMIM*605353), SECI3L1 (OMIM*600152), ATP2B2 (OMIM*108733), SLC6AI1I
(OMIM*607952), SLC641 (OMIM*137165) e HRHI (OMIM*600167), e parcialmente os
genes LHFPL4 (OMIM*610240) e ATG7 (OMIM*608760) (Figura 59), idéntica a encontrada
em seu irmdo o paciente 47. A técnica de qPCR realizada com primers para o gene ATP2B2
(localizagéo chr3:10,392,505-10,392,616 pb, NCBI37/hg19) mostrou que os valores relativos

de copias gene do ATP2B2 para o CN1, paciente 50 e sua mie foram, nessa ordem, 1,0; 1,6 €
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1,59 (Figura 60) . No exame clinico do paciente 50, sexo masculino, 22 anos, observou-se DI
leve, E=165 cm (£5%), sobrepeso com P=100,000 g (£97%), PC=58 cm (98%), DII=3,2 cm
(50-75%), DIE=9,1 cm (50-75%), implantacdo dos cabelos em tridente na nuca, retra¢do
temporal, sobrancelhas grossas, orelhas proeminentes e um pouco rodadas, pescogo curto e
pectus excavatum. Apresentou bom desenvolvimento puberal. A mde referiu déficit de
crescimento intrauterino e relatou atraso de fala (com inicio aos sete anos, trés meses apos ser
matriculado na APAE). Atualmente sabe ler e escrever, porém com dificuldade. O paciente 50

possui historico familiar (materno) de DI compativel com heranga mendeliana, somando 6

pontos no checklist de de Vries (Figura 61).
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Figura 59 — Perfil de array-CGH do paciente 50 com microduplicagdo dup(3)(p25.3) de heranga
matermna.
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Figura 60 — Resultado de qPCR indicando a duplicagdo do gene ATP2B2 no paciente 50 e em sua
mae.

Figura 61 - Paciente 50 com dup(3)(p25.3) detectada por array-CGH. Observa-se implantagdo dos
cabelos em tridente na nuca, retragdo temporal, sobrancelhas grossas, orelhas proeminentes e um
pouco rodadas, pescogo curto, pectus excavatum e sobrepeso.
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6 DISCUSSAO

A DI afeta aproximadamente 3% da populagéo, entretanto, ndo € possivel fornecer um
diagnostico etioldgico ou uma elucidagdo do problema a uma porcentagem consideravel
desses pacientes e suas familias (PEREZ et al., 2011). Dessa forma, empregamos as técnicas
de MLPA e array-CGH em um grupo de individuos com DI idiopatica provenientes de trés
APAEs, localizadas nas cidades de Altindpolis-SP, Limeira-SP e Serrana-SP, com o intuito de
esclarecer as causas dessa condi¢do e também demonstrar a capacidade diagnostica do MLPA
e do array-CGH na investigagao de alteragdes cromossémicas cripticas em pacientes com DI

idiopatica.

6.1 Alteracoes detectadas pela técnica de MLPA

A andlise de 50 individuos com DI procedentes das APAEs de Altindpolis-SP,
Limeira-SP e Serrana-SP, através dos kits de MLPA P036 e P070 especificos para as regides
subteloméricas, detectou apenas 01 caso andmalo posteriormente confirmado por gPCR,
representando, neste estudo, uma taxa de detec¢do de alteragdes subteloméricas cripticas de
2% (1/50). Esta frequéncia (2%) ¢ inferior a encontrada nos estudos de Koolen et al. (2004)
(4,3%), Rooms et al. (2004) (5,3%), Kirchhoff et al. (2007) (4,2%), Hila et al. (2009)
(10,3%), Mandal et al. (2009) (4,6%), Li et al. (2009) (6,7%), Madrigal et al. (2010) (4,7%),
Jehee et al. (2011) (4,2%), Verda-Pérez et al. (2011) (4,5%), Pohovski et al. (2013) (7,3%),
Mundhofir et al. (2013) (3,7%), Medina et al. (2014) (4,2%) e Boggula et al. (2014) (7,4%),
onde a taxa média de alteragdes cripticas detectadas em individuos com DI idiopatica através
de kits de MLPA para regides subteloméricas foi de 5,5%, variando de 3,7% a 10,3%.

Os 50 individuos com DI idiopatica também foram examinados através do kit P245,
para sindromes de microdelecdo comuns, que identificou a presenga de anomalias
cromossOmicas cripticas em dois pacientes (2/50), incluindo uma dele¢do na regido 4p
detectada anteriormente pelos kits P036 e P070 (paciente 14) e uma duplicagdo na regido
22q11.2 (paciente 27). Portanto, no presente estudo, a prevaléncia de desequilibrios
cromossOmicos cripticos detectados através do kit P245 foi de 4%, menor que as encontradas
nos trabalhos de Kirchhoff et al. (2007) (5,8%), Jehee et al. (2011) (9,2%), Pohovski et al.

(2013) (14%) e Boggula et al. (2014) (6,9%), que revelaram uma frequéncia média de
detecgfio de 9%.



Discussdo | 97

Considera-se que, as diferentes frequéncias encontradas nos estudos sobre individuos
com DI idiopatica analisados pela técnica de MLPA resultem das diferentes estratégias de
selecdo de pacientes, do tamanho amostral, dos variados padrdes de avaliagdo clinica pré-
triagem e da qualidade do exame cariotipico convencional (RAUCH et al., 2006).

Segundo Flint e Knight (2003), embora o cariétipo convencional seja considerado
capaz de identificar anomalias cromossdomicas com, no minimo, 5-10 Mb de extensdo, o
tamanho médio das altera¢des detectadas por técnicas de triagem subtelomérica em individuos
com DI idiopatica que apresentaram exame cariotipico normal é de aproximadamente 10 Mb,
sendo que 15% delas possuem tamanho superior a 20 Mb. Rauch et al. (2006) investigaram
através de varias metodologias a presen¢a de altera¢cdes cromossOmicas em individuos com
DI idiopatica que apresentaram caridtipo normal. Entretanto, apos a realizagdo do screening
subtelomérico os pacientes foram submetidos a novo exame cariotipico com foco especial em
certa regido suspeita de estar alterada devido ao quadro clinico ou pela andlise de um
citogeneticista mais experiente. O novo exame de caridtipo revelou 10 anomalias
subteloméricas ndo detectadas anteriormente, que foram entdo excluidas da amostra. Com
isso, a frequéncia de alteragdes subteloméricas realmente cripticas encontrada em individuos
com DI idiopética foi de 1,8% (10/570).

Com a aplicagdo complementar do kit P245 aos kits P036 e P070, foi possivel
aumentar a taxa de deteccdo de alteragdes cromossOmicas cripticas de 2% para 4%, uma vez
que o kit para sindromes de microdelecdo identificou uma microduplicagéo na regido 22q11.2
ndo avaliada pelos kits para regides subteloméricas. Considera-se a utilizagdo de kits para
regides subteloméricas juntamente com o kit para sindromes de microdelegdo uma Gtima
opcdo para a wiagem diagnéstica de rotina de anomalias cromossOmicas cripticas,
proporcionando um rendimento diagnéstico consideravelmente maior e, algumas vezes,
fornecendo um melhor delineamento da alteragdo cromossOmica, como observado nos
trabalhos de KIRCHHOFF et al. (2007) (10,1%) AHN et al. (2008) (5,5%) e BOGGULA et
al. (2014) (9,3%).

6.2 Alteracoes detectadas pela técnica de array-CGH

A investigagdo por array-CGH identificou variagdes genomicas em 56% (14/25) dos
individuos com DI idiopatica provenientes da APAE de Limeira, totalizando 16 variantes
gendmicas cripticas, visto que dois pacientes apresentaram duas varia¢gdes cada um. A técnica

de qPCR, realizada para validag@o dos achados de array-CGH, confirmou 14 e invalidou duas
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(dupXq28; dupl6ql1.2) das 16 variantes gendmicas detectadas por array-CGH, revelando
uma frequéncia de falso-positivo de 8% (2/25). Entretanto, das 14 variagdes genOmicas
identificadas por array-CGH, apenas 6 foram consideradas patogénicas (del7q33-q34;
dell6pl1.2; dell7q12; dupl6pl3.11-p12.3; dup22ql1.21; dupXpl1.3-p11.23), enquanto as
restantes foram classificadas como variagdes neutras (del8pl1.22; del14ql1.2; dell5ql1.1-
ql1.2; dup8pl11.22; e duas dup15ql1.1-q11.2) ou de relevancia clinica indeterminada (duas
dup3p25.3). Portanto, apds a analise por array-CGH de 25 individuos com DI idiopatica, a
frequéncia de alteragGes gendmicas clinicamente relevantes detectada neste estudo foi de 24%
(6/25).

Ap0s a revisdo de 18 estudos baseados na analise por array-CGH de individuos com
DI/ADNPM, Hochstenbach et al. (2009) encontraram uma varia¢do diagnéstica de 6 a 20%
(fora um estudo com pequena amostra de pacientes que detectou alteragées em 50% dos
casos). Conforme os autores, uma das causas dessa variagdo € a diferenga nas estratégias de
selecdo dos pacientes. Segundo Iorunov et al. (2012), a aplicagdo de array-CGH em pacientes
altamente selecionados é capaz de demonstrar uma maior taxa de detec¢do de variagdes
gendmicas. Portanto, um dos fatores que contribuiram para a alta prevaléncia de anomalias
gendmicas encontradas no presente estudo foi o criterioso método de selegdo realizado apds
intensa investigagdo genético-clinica.

Além disso, a plataforma de oligonucleotideos 8X60K (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) utilizada nesta pesquisa possui uma resolu¢do de aproximadamente 60 kb, o que
permite a identificagdo de um maior numero de altera¢gdes gendmicas quando comparada a
plataformas de arrays com menor resolu¢do, como as construidas com BAC (WINCENT et
al., 2011). No trabalho realizado por Kashevarova et al. (2013), 71 individuos com DI
idiopatica foram investigados por array-CGH através das plataformas 4X44K e 8X60K
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA), sendo identificados 14 (20%) individuos com
alteragdes gendmicas consideradas clinicamente relevantes, representando uma frequéncia
proxima a detectada em no presente estudo.

Como observado nos trabalhos de Bernardini et al. (2010) (27%) plataforma Agilent
44K, Tucker et al. (2011) (30%) plataformas Affymetrix S00 K SNP arrays, Agilent 244K e
NimbleGen 385K, Wincent et al. (2011) (13%) plataforma Agilent 244K; Lundvall et al.
(2012) (26,3%) plataforma Affymetrix Genome-Wide Human SNP 6.0 Array), o emprego de
plataformas de array-CGH de alta resolugéo, capazes de detectar CNVs com 50 a 100 kb,

permite uma maior detecgio de variagBes gendmicas, apresentando um rendimento
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diagnostico de 13 a 31%, em grupos de individuos com DI idiopatica, com frequéncia média
de aproximadamente 24%

Consequentemente, plataformas de alta resolugdo sdo capazes de identificar novas
variantes no nimero de coépias que podem ndo ser responsaveis pela DI do paciente
(WINCENT et al., 2011). Preocupagdes vém sendo levantadas de que o aumento da resolugéo
de plataformas de array acarreta uma maior detecgdo de CNVs, algumas delas de significado
incerto, representando um desafio para cientistas, médicos e familiares (PALMER et al.,
2013). Além disso, nem sempre é possivel obter amostras de ambos os pais para determinar a
origem da variagdo gen6mica, como nos casos 39, 44 e 47, e também a possibilidade de ndo
paternidade ndo pode ser totalmente descartada. A interpretagdo de um resultado pode ser
ainda mais complicada pelo fato de que a CNV herdada de um dos pais fenotipicamente
normal pode ser patogénica, como observado no caso 28; ou mesmo uma CNV de novo
detectada por um array de alta densidade pode representar uma variante comum, como no
caso 45 (MILLER et al., 2010). Por isso, sugere-se a realizagcdo da correlagdo genotipo-
fen6tipo em todos os casos que apresentaram anomalias genOmicas.

Segundo Palmer et al. (2013), ¢ demasiado simplista avaliar a potencial contribuigéo
de CNVs detectadas em individuos com DI baseado puramente no tamanho da variag¢do, na
presenga da CNV nos pais ou em alguns controles saudaveis, ou mesmo, pela falta de genes
conhecidos por estarem associados a doengas. Pelo contrario, ¢ melhor classificar a CNV
detectada ao longo de uma escala qualitativa como mais ou menos provavel de ser patogénica,
dependendo dos niveis de evidéncia, e usar essa classificagdo para informar o aconselhamento

e acompanhamento clinico dos pacientes.

6.3 Correlacgio Genétipo X Fenétipo

6.3.1 Microdelecio 4p16.3 — Paciente 14

Microdelegio na regifio 4p, como a identificada na paciente 14 através de MLPA, séo
bem conhecidas pela manifestagdo fenotipica caracteristica da sindrome de Wolf-Hirschhorn
(WHS - Wolf-Hirschhorn syndrome) (OMIM#194190) (ESTABROOKS et al., 1995), uma
vez que, a regido critica dessa sindrome (WHSCR - Wolf-Hirschhorn syndrome critical
region) localiza-se no segmento cromossémico 4pl16.3, onde esta situado o gene WHSCI
(OMIM*602952). Entretanto, apesar da dele¢dio 4p identificada na paciente 14 incluir o gene

WHSC1, a mesma apresentou caracteristicas fenotipicas um pouco distintas da WHS, sendo
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diagnosticada com a sindrome de Pitt-Rogers-Danks (PRDS - Pitt-Rogers-Danks Syndrome)
(OMIM#194190), considerada uma variante clinica da WHS por ambas resultarem de uma
delegdio na regidio 4p16.3 (CABRERA LOPEZ et al., 2001). Atualmente, reconhece-se que
WHS e PRDS apresentam espectro clinico associado a uma unica sindrome, embora ja
tenham sido descritas como distarbios distintos (BATTAGLIA et al., 2011).

O tamanho minimo da dele¢do detectada na paciente 14 ¢ de 1,4 Mb e, embora ja
tenha sido descrito uma correlagdo entre o tamanho da dele¢do 4p e o fenétipo apresentado,
alguns pesquisadores concluiram que ndo existe essa correspondéncia (BATTAGLIA et al.,
2011). Entretanto, presume-se que alguns defeitos estruturais associados, como fenda palatina
e defeitos cardiacos, ocorrem mais frequentemente em individuos com dele¢des terminais
superiores a 3 Mb de comprimento (ZOLLINO et al., 2008).

South et al. (2008) realizaram um estudo com o objetivo de investigar o significado
patogénico das delegbes 4p16.3 distais em individuos com WHS. Os autores concluiram que
monossomias dos primeiros 400 kb da regido 4p16.3 provavelmente ndo sdo patog€nicas e
podem ser herdadas de pais fenotipicamente normais. Enquanto que, dele¢des terminais que
se estendem a 1,4 Mb dessa regido revelam-se patogénicas, com DI relativamente leve,
possiveis convulsdes e déficit de crescimento. Ja as delegGes distais que se estendem até 1,9
Mb da regido 4p16.3 podem resultar em um fendtipo com significativa sobreposigéo, e talvez,
até a classificagdo de um fendtipo mais brando de WHS, sugerindo que alguns genes nesta
regido desempenham um papel no desenvolvimento craniofacial e contribuem para o fenétipo
global. Por fim, as delegbes terminais maiores que 1,9 Mb resultam claramente em um
completo fenotipo de WHS. Portanto, mesmo sem conhecer o tamanho exato da alteragdo
cromossOmica identificada na paciente 14, pode-se inferir, com base nos resultados de South
et al. (2008), que a dele¢do envolve uma extensdo maior que 1,4 Mb e menor que 1,9 Mb da

regido distal de 4p16.3.

6.3.2 Microdelecio 17q12 - Paciente 26

Delegdes 17q12 envolvendo o gene HNFIB (OMIM*189907), como a encontrada na
paciente 26, estdo associadas a algumas, todas ou nenhuma das seguintes caracteristicas:
anomalias renais, incluindo cistos; anomalias do trato genital; Diabetes mellitus tipo MODY 5
(maturity-onset diabetes of the young 5); caracteristicas dismorficas leves; e DI, com ou sem
disturbios comportamentais (DIXIT et al., 2012). Apesar da maioria dos casos descritos na

literatura de deleg¢&o 17q12 incluindo o gene HNF'1f ser intelectualmente normal e apresentar
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doenga renal e/ou MODY, estudos recentes tém relatado pacientes com a mesma
microdelecdo que exibiram caracteristicas dismorficas e DI, sem apresentar qualquer alteragéo
renal (CHEROKI et al., 2008).

Cheroki et al. (2008) descreveram um caso de microdelegdo 17ql2 de novo
envolvendo o gene HNFIB. A paciente com 45 anos apresentou DI, assimetria da face, ligeiro
desvio da raiz nasal e do maxilar, palato ogival, bragos e pernas longos e esguios, crises
convulsivas e auséncia completa do ttero e da vagina, sem a ocorréncia de diabetes ou
malformagdes renais. Loirat et al. (2010) relataram trés pacientes com microdelegdo 17q12 e
haploinsuficiéncia de HNF1f que exibiram DI, comportamentos estereotipados e cistos renais
ou rins hiperecogénicos. Portanto, nota-se que muitas das caracteristicas clinicas veiculadas
pela microdelecdo 17ql2, como DI, disturbios comportamentais € anomalias renais, mostram
uma penetrancia incompleta (DIXIT et al., 2012).

Palumbo et al. (2014) descreveram um caso de microdelecio 17ql2
(chr17:34,816,256-36,244,358 pb, hgl9), em que a regido envolvida é muito semelhante a
encontrada na paciente 26. O probando apresentou DI, atraso de fala, comportamentos
estereotipados, assimetria de face, frontal estreita, hipotelorismo ocular, pavilhdes auriculares
grandes, malares salientes, filtro longo, 1abio superior fino e clinodactilia do 5° dedo, porém,
sem os aspectos clinicos tipicos geralmente presentes em pacientes portadores desta delegéo,
como desordens renais e MODY 5. Conforme os autores, o fenétipo renal também pode estar
sujeito a uma penetrancia incompleta e expressividade variavel, embora em menor grau em
relagé@o ao fendtipo neurocomportamental.

Trabalhos sugerem que, entre os genes envolvidos na regido deletada 17q12, LHX1 €
um interessante candidato para explicar o fen6tipo neurocognitivo (MORENO-DE-LUCA et
al., 2010; PALUMBO et al., 2014). Como um potencial regulador transcricional que
desempenha um papel na diferenciagdo de células neuronais e o controle transcricional de
orientagdo axonal, ele é expresso no cérebro durante o desenvolvimento inicial (MORENO-
DE-LUCA et al., 2010). No entanto, deleg¢des unicas do gene LHXI, rupturas ou mutagdes
que causam sua haploinsuficiéncia ainda ndo foram detectadas, ndo havendo ainda associagdo
desse gene com doengas em seres humanos. Mais estudos sdo necessarios para identificar o
gene ou genes responsaveis pelo fendtipo neurocomportamental em pacientes com a delegdo
17q12 (PALUMBO et al., 2014).

Portanto, o quadro clinico manifestado pela paciente 26, incluindo DI e problemas

comportamentais, é decorrente da microdelegio 17ql2, enquanto a auséncia de desordens

renais, diabetes do tipo MODY 5 e anomalias genitais, comuns a individuos com esta mesma
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alteragdo, pode ser explicada pela penetrdncia incompleta e expressividade varidvel desta
sindrome. Apesar da paciente 26 ndo manifestar o tipo de diabete comumente presente em
individuos com microdele¢do 17q12, a probanda apresenta diabete insulino-dependente tipo
1.

A microdelegdo 17q12 detectada no caso 26 foi confirmada pela técnica de qPCR,
enquanto a mie da probanda apresentou dosagem génica normal. Porém, como o pai néo
participou da pesquisa, ndo foi possivel determinar a origem da alteragdo identificada na

paciente 26.

6.3.3 Microduplicacio 22q11.21 - Paciente 27

A microduplicagdo na regido 22q11.21 identificada no paciente 27 foi inicialmente
detectada pela técnica de MLPA através do kit P245 para sindromes de
microdelecdo/microduplicagdo. Posteriormente, foi empregado o exame de array-CGH que
forneceu uma melhor caracterizagdo da duplicagdo com 2,8 Mb de extensdo e pontos de
quebra em 18,9 Mb e 21,8 Mb do cromossomo 22. De acordo com a literatura, a maioria dos
casos de duplicagdo 22q11.2 compreende uma regido de 3 Mb correspondente a regido
tipicamente deletada descrita nas sindromes de DiGeorge (DGS - DiGeorge Syndrome)
(OMIM#188400) e Velocardiofacial (VCFS - Velocardiofacial Syndrome) (OMIM#192430)
(PORTNOI, 2009). Entretanto, duplicacdes de 1,5 Mb envolvendo a regifio critica de
DiGeorge (DGCR - DiGeorge Critical Region) também ja foram relatadas (ENSENAUER et
al., 2003; YU et al., 2008).

Tanto a regido duplicada de 3 Mb, como a de 1,5 Mb, incluem o gene TBXI
OMIM*602054), um membro da familia T-box de fatores de transcri¢do que quando deletado
¢ considerado responsdvel pela maioria das caracteristicas fenotipicas das DGS/VCFS
(CHRISTOPOULOU et al., 2013). Curiosamente, o aumento do nimero de copias do gene
TBXI resulta em um espectro fenotipico semelhante ao provocado por muta¢des de perda de
fungfo ou delegdes, confirmando que a superexpressdo de 7BXI pode ser responsavel pela
sindrome de microduplicagdo 22q11.2 (PORTNOI, 2009). Isso explica porque algumas
caracteristicas clinicas associadas a microduplicagdo 22ql1.2 se sobrepdem aquelas da
sindrome de delegdo 22ql1.2, como defeitos cardiacos, insuficiéncia velofaringea com ou
sem fenda palatina, voz hipernasalizada e anomalias urogenitais (PORTNOI, 2009; SOYSAL
etal., 2011).
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As caracteristicas fenotipicas associadas a sindrome de microduplicagdo 22q11.2 sdo
exwemamente varidveis, incluindo defeitos cardiacos, insuficiéncia velofaringea (com ou sem
fenda palatina), fala hipernasalizada, surdez, anomalias urogenitais, atraso de
desenvolvimento, dificuldades de aprendizagem, problemas comportamentais e vdrias
dismorfias (SOYSAL et al.,, 2011). As caracteristicas dismorficas faciais reportadas na
sindrome de microduplicagdo 22q11.2 sdo microcefalia, frontal alto, sobrancelhas arqueadas,
hipertelorismo ocular, fendas palpebrais inclinadas para baixo, epicanto, ponte nasal larga,
filtro pouco marcado, orelhas grandes e displasicas, hipoplasia da maxila, micro/retrognatia e
face longa e estreita (ENSENAUER et al., 2003).

O paciente 27 apresentou déficit de desenvolvimento, DI, atraso de fala, distarbios
comportamentais com episodios de agressividade e algumas dismorfias, como sobrancelhas
arqueadas, hipertelorismo ocular, epicanto, fissuras palpebrais inclinadas para baixo, nariz
bulboso, orelhas grandes e displésicas, pit pré-auricular e clinodactilia, caracteristicas
fenotipicas presentes na sindrome de duplicagdo 22q11.2 (SOYSAL et al., 2011). Ou et al.
(2008) identificaram 10 casos de microduplicagdo 22q11.2 envolvendo a regido comum de 3
Mb. Os autores encontraram uma grande variabilidade de manifestagGes clinicas nesses
pacientes, sendo as caracteristicas dismorficas mais comuns microcefalia, padrdes incomuns
de redemoinhos no couro cabeludo, hipoplasia de face média, orelhas grandes e displésicas,
pit pré-auricular, caracteristicas nasais varidveis, filtro suave e clinodactilia. Insuficiéncia
velofaringea ou hipernasalidade de fala também foram notadas em varios pacientes. O grau de
transtorno no desenvolvimento variou de leve atraso no desenvolvimento global a atraso de
fala isolado ou mesmo cogni¢édo normal.

Porém, problemas cardiacos, insuficiéncia velofaringea com ou sem fenda palatina,
hipernasalidade da voz, desordens urogenitais, microcefalia e micro/retrognatia ndo foram
encontradas no paciente 27. Essa ampla variabilidade fenotipica observada em casos de
microduplicagdo 22q11.2 envolvendo o gene TBX! pode ser consequéncia da expressividade
varidvel desse gene, em conjunto com outros fatores genéticos, epigenéticos, ou ndo genéticos
adicionais necessérios para expressividade completa de 7BX! (CHRISTOPOULOU et al.,
2013), o que explica a auséncia em nosso paciente de algumas caracteristicas associadas a
microduplicagdo 22q11.2.

A duplicagdo 22q11.2 detectada no paciente 27 foi confirmada pela técnica de qPCR,

enquanto seus pais apresentaram dosagem génica normal, evidenciando tratar-se de uma

microduplicagdo 22q11.2 de novo.
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6.3.4 Microdelecoes 16p11.2 - Paciente 28

Microdelegbes na regido 16pl11.2, como a identificada no paciente 28 através da
técnica de array-CGH, t€m sido encontradas com uma prevaléncia semelhante de 0,3% a
0,7% em amplos estudos compreendendo individuos com DI ou outros problemas de
desenvolvimento e, em aproximadamente, 0,6% de todos os pacientes com desordens do
espectro autista (CIULADAITE et al., 2011). O método de qPCR confirmou a alteragio no
paciente 28 e indicou valor de dosagem génica normal para o pai do probando, enquanto a
mae apresentou um resultado condizente a uma dele¢do no mesmo segmento, mostrando que
a alteragdo 16p11.2 detectada no paciente 28 foi herdada de sua mae.

As caracteristicas clinicas mais comuns da microdelecdo 16p11.2 incluem atraso de
fala e de linguagem, DI, déficit motor, distirbios comportamentais, frontal amplo,
micrognatia, hipertelorismo ocular, achatamento de tergo médio da face, além de anomalias
congénitas, incluindo hérnia diafragmatica, fenda palatina, polidactilia, defeitos cardiacos, rim
multicistico displésico, fusdo de costelas inferiores e estenose pilérica (SHINAWI et al.,
2010). Além disso, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade em individuos com delegéo
16pl1.2 € maior do que na populagdo em geral (WALTERS et al., 2010). Em um caso (5035)
registradlo no ECARUCA, (European-based database, http://umcecaruca0l.extern.
umcn.nl:8080/ecaruca/ecaruca.jsp), o individuo apresentou atraso no desenvolvimento, QI
abaixo da média, atraso de fala, comportamento autista e distirbios comportamentais, sendo
diagnosticado com uma microdele¢do 16pl 1.2 com pontos de quebra (29,5 a 30,2 Mb/hg19)
muito semelhantes aos detectados no paciente 28. Individuos com microdelegdo 16pl1.2
associada a DI, atrasos de fala e linguagem e obesidade também foram registrados no banco
de dados DECIPHER (casos 248634, 248636, 251007 e 252407). Dessa forma, as
caracteristicas clinicas encontradas no paciente 28, como atraso de fala, déficit motor, DI,
problemas comportamentais € sobrepeso, sdo comuns a outros casos de microdelegdo 16pl1.2
publicados, indicando que a microdelegdo 16pl1.2 detectadas no paciente 28 corresponde a
uma CNYV patogénica.

A regido 16p11.2 inclui varios genes envolvidos na neurotransmissdo ou na formagéo
e manutencdo sindptica, refor¢ando a existéncia de vias bioloégicas comuns nas desordens do
desenvolvimento neurolégico (HANSON et al., 2010). Um deles é o gene SEZ6L2,
considerado um forte candidato para caracteristicas comuns associadas a microdelegdo
16p11.2 devido ao alto nivel de expressio no cérebro, além da forte homologia com o gene

SRPX2 (OMIM*300642) que desempenha um papel no desenvolvimento da fala e dos centros
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de linguagem no cérebro (CIULADAITE et al, 2011). Outro gene é o MAPK3
(OMIM*601795), que codifica uma proteina-quinase ativada por mitégeno responsavel por
fosforilar uma série de fatores de transcri¢do, tais como CREB e Elk-1, permitindo a
expressdo de genes fundamentais, tanto para o remodelamento e eficicia sinaptica, quanto
para varias formas de aprendizagem (MAZZUCCHELLI et al., 2002). J& a haploinsuficiéncia
do gene TBX6 (OMIM*602427), que codifica um regulador de transcri¢do envolvido em
processos de desenvolvimento, pode ser responsavel pelas malformagSes vertebrais
congénitas identificadas nos casos publicados (CTULADAITE et al., 2011).

Apesar de uma fragdo significativa de individuos com dele¢do 16pl11.2 apresentar
graves problemas de desenvolvimento e transtornos neuropsiquiatricos, alguns nio possuem
qualquer alterag@o fisica ou de desenvolvimento, ou podem, at€é mesmo, exibir varios graus de
DI sem manifestar desordens do espectro autista (SHIMOJIMA et al., 2009). Isso indica que a
microdelegdo 16p11.2 exibe penetrancia incompleta e expressividade variavel (SHIMOJIMA
et al., 2009; SHINAWI et al., 2010; CIULADAITE et al., 2011), o que pode explicar a
auséncia de algumas caracteristicas fenotipicas no paciente 28, como também, o fendtipo
aparentemente normal da mée do probando. Como ndo € possivel afirmar através da anélise
de qPCR que as delegdes 16p11.2 do paciente 28 e de sua mie sejam idénticas, pode ser que
tais alteragGes possuam diferentes pontos de quebra, resultando, assim, em caracterisiticas
fenotipicas distintas.

Conforme Shen et al. (2011), existem algumas explicagdes para a expressividade
variavel e heterogeneidade clinica em doengas gendémicas. Uma delas € que os pontos de
quebra das delegdes podem néo ser idénticos. No entanto, ha relatos de casos familiais com a
mesma delegdo 16p11.2 que apresentaram variages fenotipicas e penetrdncia incompleta.
Outra, € que a dele¢do herdada pode revelar uma mutago recessiva em outros alelos (SHIOW
et al., 201-0). Como consequéncia dessa variabilidade fenotipica, individuos com delegéo
16p11.2 raramente podem ser identificados com base na histéria clinica ou exame
dismorfoldgico, ressaltando a importdncia da realizagdo de testes de andlise cromossdmica

por microarray em pessoas com desordens de desenvolvimento neurolégico, incluindo atrasos
de fala e de linguagem, DI e autismo (HANSON et al., 2010).

6.3.5 Microdelecio 14q11.2 - Paciente 33

No paciente 33 o array-CGH identificou uma microdeleg¢éo na regido 14q11.2 com

aproximadamente 122,5 kb de extensdo (20,2 a 20,3 Mb/hg19), incluindo os genes receptores
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olfativos OR4N2 e ORKN2. O método de qPCR confirmou a alteragdo no paciente 33 e
indicou valor de dosagem génica normal para o pai do probando, enquanto a méie apresentou
um resultado correspondente a uma dele¢do na mesma regido cromossomica, mostrando que a
alteracdo detectada no paciente 33 foi herdada de sua mée.

Varios estudos sobre a presengca de CNVs em individuos saudéveis, catalogados no
Database Genomic Variants (DGV, http://projects.tcag.ca/variation/) (PINTO et al., 2007;
ZOGOPOULOS et al., 2007; MATSUZAK et al., 2009; PANG et al., 2010; XU et al., 2011),
apoiam que microdele¢des 14q11.2, como a detectada no probando e sua mée, sdo variantes
neutras, sugerindo que as caracteristicas fenotipicas observadas no paciente 33 ndo estdo

relacionadas a dele¢do 14q11.2.

6.3.6 Delecio 7q33-q34 - Paciente 35

A técnica de array-CGH detectou na paciente 35 uma microdelecdo de 6,4 Mb na
regido 7q33-q34, ocorrendo a delecdo de diversos genes, alguns deles de particular interesse,
pois sdo expressos preferencialmente no cérebro, tais como os genes MTPN
(OMIM*606484), CHRM2 (OMIM*118493), HIPK2? (OMIM*606868), DGKI
(OMIM*604072), PIN (OMIM*162095), SVOPL (OMIM*611700) e KIAA1549
(OMIM*613344).

Todos esses genes, principalmente MTPN, PTN e CHRMZ2, estdo envolvidos no
desenvolvimento do sistema nervoso, sendo que, a haploinsuficiéncia ou a superexpressdo dos
mesmos pode explicar alguns dos sintomas presentes na probanda, incluindo atraso motor, DI
e atraso de fala. O gene MTPN codifica a proteina miotrofina que apresenta um papel
potencial na morfogénese cerebelar e pode estar envolvida na diferenciagdo de neurdnios
cerebelares, principalmente de células granulares (MALMGREN et al., 2005), enquanto o
PTN codifica a pleiotrofina, proteina mitogénica de ligagdo a heparina que tem atividade de
extensdo de neuritos. Quanto ao gene CHRM2, ele é um dos cinco genes humanos
responsaveis pela codificacdo de receptores muscarinicos de acetilcolina, e esta envolvido na
excitabilidade neuronal, plasticidade sinaptica e regulagdo por feedback da liberagdo de
acetilcolina (GOSSO et al., 2007). Receptores muscarinicos estdo envolvidos em muitos
processos no cérebro, incluindo a atengfo, aprendizagem, memoria e cogni¢do (PETRIN et
al., 2010).

Rossi et al. (2008) publicaram um caso semelhante, em que descreveram uma paciente

com diagnostico clinico de autismo, DI, problemas do desenvolvimento neuromotor, atraso de
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linguagem com fala disértrica, baixa estatura (E=150 cm), obesidade truncal, facies grotesca,
hipertelorismo ocular, nariz grande com raiz alta, ponta nasal bulbosa, boca grande, dedos
longos e delgados e polegares de implantagcdo proximal. Segundo os autores, a paciente
apresentou crises convulsivas (devido a hipocalcemia), episodios de distirbio do sono,
caracterizado por despertares noturnos frequentes, assim como, amenorréia primaria e estagio
2 de Tanner para desenvolvimento mamario.

Entretanto, a regido deletada de 12 Mb descrita por Rossi et al. (2008) mostrou-se
significativamente maior do que a detectada na paciente 35 (6,4 Mb), causando a delegédo de
um maior numero de genes, incluindo NOBOX (OMIM*610934) e CNINAP2
(OMIM*604569). Enquanto a haploinsuficiéncia do gene NOBOX esta relacionada a
insuficiéncia ovariana (QIN et al.,, 2009), a haploinsuficéncia de CNINAP2 ¢ fortemente
associada a desordens do espectro autista e a disturbios especificos de linguagem
(MALMGREN et al., 2005), o que provavelmente explica a presenga de amenorréia primdria
e diagndstico de autismo no caso descrito por Rossi et al. (2008) e a auséncia de tais
caracteristicas na paciente 35.

A dele¢do 7q33-q34 detectada na paciente 35 foi confirmada pela técnica de qPCR,
enquanto seu pai apresentou dosagem génica normal. Porém, como a mie da probanda ja

faleceu, ndo foi possivel determinar a origem da microdelegéo.

6.3.7 Microduplicacio Xp11.3-p11.23 - Paciente 38

A paciente 38, que exibiu uma microduplicagdo da regido Xpl1.3-pl1.23 detectada
por array-CGH, apresentou caracteristicas fenotipicas em comum a outras mulheres
portadoras de duplicagdes envolvendo a regido Xpl1.2 (MONNOT et al., 2008; GIORDA et
al., 2009; HOLDEN et al., 2010), incluindo DI, atraso motor discreto, importante déficit de
fala e de linguagem, frontal proeminente e hipertelorismo ocular (HOLDEN et al., 2010).
Entretanto, os efeitos de duplicagdes no cromossomo X podem ser varidveis, em parte, devido
a variagdo no padrdo de inativagdo do cromossomo X entre mulheres portadoras (MONNOT
et al., 2008). Geralmente, mulheres com alteragées estruturais do cromossomo X apresentam
inativacgdo seletiva do cromossomo anormal, o que lhes confere um fendtipo leve ou até
mesmo normal, porém, quando o padrdo de inativagdo do cromossomo X ocorre de forma
aleatoria, essas pacientes podem manifestar um fenétipo mais grave (WOLFF et al., 2000).
No presente estudo o padréio de inativagfio do cromossomo X néo foi investigado. Entretanto,

a paciente 38 apresentou alteragdes fenotipicas correspondentes as descritas em mulheres com
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duplicagdo Xpl1.2 que apresentaram padrdo randéomico de inativagdo do cromossomo X
(GIORDA et al., 2009; HOLDEN et al., 2010), sugerindo que a inativagdo de X, em nossa
paciente, ocorreu de forma aleatoria.

Mutagdes ou delecdes em varios genes localizados no segmento duplicado da paciente
38 sdo implicadas na DI ligada ao X, incluindo os genes ZNF674 (OMIM*300573),
ZNF41(OMIM*314995), ZNF81 (OMIM*300573), FTSJI (OMIM*300499) e o gene SYNI
(OMIM*313440) que também estd associado a epilepsia, problemas de aprendizagem e
disturbios comportamentais (HOLDEN et al., 2010). De fato, podemos supor que a
superexpressdo desses genes pode ser responsavel pelas caracteristicas clinicas observadas na
paciente 38, uma vez que o segmento duplicado promove uma dissomia funcional para os
genes que normalmente sdo inativados em mulheres XX normais (MONNOT et al., 2008). No
entanto, deve-se considerar que a disrupgéo de genes ou de sequéncias regulatérias nos pontos
de quebra da duplicagdo ou efeitos posicionais de genes também podem estar relacionados ao
fenotipo (MONNOT et al., 2008).

A duplicagdo Xpl1.3-p11.23 detectada na paciente 38 foi confirmada pela técnica de
qPCR. Entretanto, como os pais ndo participaram da pesquisa (mde muito doente e pai

falecido) ndo sabemos a origem da alterago.

6.3.8 Microduplicacao/Microdelecio 8p11.22 - Pacientes 39 e 45

No exame de array-CGH do paciente 39 foi identificada uma microduplicagdo na
regido 8pl1.22 entre os pontos de quebra 39,2 a 39,9 Mb, apresentando extensdo de
aproximadamente 127 kb e incluindo os pseudogenes ADAMS5 e ADAM3A. A
microduplicagdo 8pl11.22 foi confirmada por qPCR, entretanto ndo podemos afirmar se essa
alterag@o ocorreu de novo ou foi herdada, uma vez que os pais do probando ndo aceitaram
participar da pesquisa.

Na paciente 45 a anélise de array-CGH identificou uma microdele¢do na regido
8p11.22, que mostrou pontos de quebra idénticos aos do paciente 39, além de uma
microduplicagdo na regido 16p11.2. O método de qPCR realizado na paciente 45 confirmou a
microdelegdo 8p11.22, porém, mostrou valores normais para a regido 16p11.2, indicando um
resultado falso-positivo. Enquanto que nos pais, os resultados de qPCR revelaram valores de

dosagem génica normais para a regido 8pl1.22, indicando que a microdele¢do encontrada na

paciente 45 ocorreu de novo.
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Muitos trabalhos registrados no DGV mostram que CNVs localizadas na regido
8p11.2, incluindo microduplicagdes e microdele¢des, estdo presentes em uma porgéo
significativa de individuos fenotipicamente normais (PERRY et al., 2008; KIM et al., 2009;
MATSUZAKI et al., 2009; PANG et al., 2010; XU et al., 2011) sugerindo que ambas as
CNVs sdo neutras, ndo apresentando relagdo com a DI e demais caracteristicas clinicas

observadas nos pacientes 39 e 45.

6.3.9 Microduplicacao/Microdele¢io 15q11.1-q11.2 — Pacientes 41, 44 e 47

O array-CGH revelou alteragdes na regido cromossomica 15q11.1-q11.2 em trés
pacientes: 41 e 44, que apresentaram duplicagdes no segmento 15q11.1-q11.2; e paciente 47,
que exibiu uma microdelegdo na por¢do 15q11.1-q11.2, além de uma microduplicagdo em
3p25.3 discutida mais adiante. A técnica de QPCR confirmou os desequilibrios previamente
detectados nos individuos 41,44 e 47 e também demonstrou que a microduplicagdo 15q11.1-
q11.2 encontrada no paciente 41 foi herdada de seu pai fenotipicamente normal. Entretanto,
nos casos 44 e 47 ndo foi possivel estabelecer a origem das alteragdes, visto que, apenas as
mdes aceitaram participar da pesquisa, € ambas apresentaram resultados normais para a regido
15q11.1-q11.2.

Microdele¢des e microduplicagdes 15q11.1-q11.2, abrangendo os genes NBEAPI e
POTEB, foram detectadas em varios trabalhos a cerca da presenga de CNVs em individuos
normais (PINTO et al., 2007; ZOGOPOULUS et al., 2007; PERRY et al., 2008; XU et al.,
2011). Além disso, o aumento das dosagens génicas de NBEAPI ¢ POTEB, causado pela
microduplicagdo 15q11.1-q11.2 presente nos individuos 41 e 44, ainda ndo foi associado a
problemas neurolégicos, mas ja foi observado em individuos fenotipicamente normais
(FANTES et al., 2002), como é o caso do pai do paciente 41. Ainda, de acordo com os
trabalhos de Pinto et al. (2007), Zogopoulus et al. (2007), Perry et al. (2008) ¢ Xu et al.
(2011), a haploinsuficiéncia dos genes NBEAPI e POTEB, resultante de microdelegdes
15q11.1-q11.2, também demonstra ndo causar nenhuma alterag¢do clinica. Portanto, propde-se
que microduplicagdes/microdelegdes na regido 15q11.1-q11.2, envolvendo os genes NBEAP1
e POTEB, constituam CNVs neutras, ndo contribuindo para as caracteristicas fenotipicas
presentes nos pacientes 41, 44 e 47.

Entretanto, microdele¢do/microduplicagdo na regido 15q11.2 incluindo os genes

NIPAI, NIPA2, CYFIP1 e TUBGCPS5, com ou sem o envolvimento de NBEAPI e POTERB,
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estdo associadas a DI, atraso de linguagem, dismorfias e transtornos comportamentais sendo

classificadas como variantes patogénicas (SEMPERE-PEREZ et al., 2011).

6.3.10 Microduplicaciio 3p25.3 — Pacientes 47 e 50

A microduplicagdo 3p25.3, revelada nos irmdos 47 e 50 pela técnica de array-CGH,
foi confirmada pelo método de qPCR que identificou também uma duplicagdo em 3p25.3 na
mée dos probandos. Casos de microduplicagdo 3p25.3 sdo muito raros na literatura. Existem
trés casos de duplicagdo 3p25.3 com pontos de quebra sobrepostos aos identificados nos
pacientes 47 e 50 registrados no banco de dados DECIPHER (249791, 250889 e 251229). O
caso 249791, com uma duplicagdo 3p25.3 (chr3:9,828,852-10,813,431 pb, hgl9) envolvendo
21 genes, apresentou DI e cifose, entretanto ndo foi possivel determinar a origem da alteragéo
e nem sua patogenicidade. No caso 250889, que apresentou atraso de fala e de linguagem, a
duplicagdo 3p25.3 (chr3:10,179,706-10,217,923, hgl9) foi herdada de um dos pais
fenotipicamente normal. Ja no caso 251229, descrito com DI e polimicrogiria, a duplicagio
3p25.3 incluiu apenas 5 genes, ndo sendo possivel determinar a origem da alteragdo.
Entretanto, em nenhum dos trés casos foi possivel definir a contribui¢do da microduplicagio
3p25.3 para o fenétipo.

Dessa forma, ndo foi possivel determinar se 0 comprometimento cognitivo observado

no pacientes 47 e 50 esta associado a microduplicagdo 3p25.3 herdada da méae dos probandos.

6.3.11 Microduplicagio 16p13.11-p12.3 - Paciente 48

Microduplica¢des na regido 16pl13.11-p12.3, como a detectada na paciente 48 por
array-CGH, foram previamente associadas a dificuldades de aprendizagem, atraso na fala e
alteragcdes comportamentais como hiperatividade (ULLMANN et al., 2007). Estudo posterior
considerou a duplicagdo 16p13.11 uma variante ndo patogénica, visto que, essa duplicagéo foi
encontrada com uma frequéncia semelhante tanto no grupo de individuos com DI e/ou
malformagdes congénitas, como na popula¢do controle (HANNES et al., 2009). No entanto,
uma pesquisa realizada por Mefford et al. (2009) mostrou que duplica¢des 16p13.11, variando
de 1,6 a 3,4 Mb de extensdo, sdo significativamente frequentes em individuos com déficit

cognitivo, respondendo por 1,1% das altera¢des detectadas em um grupo de 1 105 pacientes

com DI idiopatica, enquanto no grupo controle essa frequéncia foi de 0,08%. Segundo os
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autores, duplicagées na regido 16p13.11 sdo de fato patogénicas, favorecendo a ocorréncia de
doengas neurocognitivas como autismo e esquizofrenia, porém com penetrancia incompleta.

Ap6s andlise clinica de 10 individuos com duplicagdo 16pl3.11-p12.3, Nagamani et
al. (2011) notaram a presenga de caracteristicas fenotipicas variaveis, como manifesta¢des
esqueléticas ou malformagdes cardiacas, além de comprometimento cognitivo, déficit motor,
atraso de linguagem, DI, alteragdes comportamentais (déficit de atengdo, hiperatividade,
agressividade e temperamento disruptivo) e dificuldades nas interagdes sociais indicativas de
transtorno do espectro autista.

Portanto, as caracteristicas fenotipicas observadas na paciente 48 estdo relacionadas a
microduplicagdo 16p13.11-p12.3, classificada como uma CNV patogénica. A técnica de
qPCR confirmou a microduplicagdo na paciente 48, enquanto os pais da probanda
apresentaram dosagem génica normal, indicando que a alteragdo em 16pl11.3-p12.3 ocorreu
de novo.

Assim, das 15 variagdes gendmicas identificadas por array-CGH, 6 (6/25=24%) foram
consideradas clinicamente relevantes, incluindo: 3 duplicagdes (duas de novo e uma de
origem indeterminada) e 3 dele¢des (duas de origem indeterminada e a outra correspondente a
uma CNV patogénica herdada da mae fenotipicamente normal). As outras 9 altera¢cdes foram:
6 (6/25=24%) CNVs neutras, compreendendo 3 duplicagdes (duas de origem indeterminada e
uma herdada do pai fenotipicamente normal) e 3 delegées (uma de novo, uma de origem
indeterminada e uma herdada da mée fenotipicamente normal); uma variante gendmica com
relevancia clinica indefinida detectada em dois irmdos e herdada da méae fenotipicamente
nomal; e 2 (2/25=8%) resultados revelados pela técnica de qPCR como falso-positivos

(Tabela S).

6.4 MLPA X Array-CGH

Apos a analise de 50 individuos com DI idiopatica através de MLPA com os kits
P036, PO70 e P24S, apenas duas (2/50=4%) alteragSes cromossOmicas cripticas foram
detectadas. Desses 50 individuos, 25 foram avaliados também por array-CGH e, enquanto o
emprego de wés kits de MLPA permitiu identificar apenas uma anomalia cromossOmica
criptica (1/25=4%), o array-CGH detectou 13(13/25=52%) variagdes gendmicas, incluindo 6
(6/25=24%) alteragdes patogénicas e 7 (7/25=28%) variantes neutras ou de significado clinico

indeterminado. Todas as 12 alteragdes cripticas encontradas exclusivamente por array-CGH
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localizavam-se em regides ndo cobertas pelas sondas de MLPA presentes nos kits P036, P070
e P245.

Observa-se que a técnica de array-CGH foi capaz de identificar um niimero muito
maior de variagdes genomicas, quando comparada com o MLPA. Isso porque, a técnica de
array-CGH permite investigar milhares de loci de um individuo simultaneamente, fornecendo
uma andlise total do genoma, enquanto no MLPA, o numero de alvos que podem ser
rastreados por paciente estd limitado a menos de 60 Joci por ensaio (KRIEK et al., 2007).

Entretanto, a técnica de MLPA apresenta algumas vantagens em relagdo ao array-
CGH, e ¢ considerada mais adequada para a triagem inicial de um grande ntimero de
pacientes, pois permite a investiga¢do simultaneamente de cerca de 100 individuos, enquanto
o array-CGH possibilita a andlise concomitante de aproximadamente 10 pacientes; a
avaliagdo dos dados de MLPA ¢ relativamente mais facil e mais rapida do que a de array-
CGH; além disso, 0o MLPA € um exame de baixo custo, capaz de aumentar substancialmente a
taxa de detecgdo de alteragdes cromossOmicas cripticas (KRIEK et al., 2007; JEHHE et al.,
2011).

6.5 Checklist de de Vries

Segundo de Vries et al. (2001), os individuos que obtiveram trés ou mais pontos no
checklist devem ser incluidos para a investigagdo de desequilibrios cromossdmicos cripticos.
No presente estudo, a pontuagéo exibida pelos pacientes que revelaram alteragées gendmicas
patogénicas no exame de array-CGH variou de S a 8, com uma média de 6 pontos. J& os casos
que exibiram resultados de array-CGH normais ou nfo apresentaram qualquer variagdo
genOmica considerada clinicamente relevante exibiram de 3 a 8 pontos, com pontuagio média
igual a 5. Portanto, sugerimos que a analise por array-CGH seja realizada, primeiramente, nos

individuos com DI idiopatica que somaram S ou mais pontos no checklist de de Vries.
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Tabela S — Resultados obtidos ap6s a aplicago das técnicas de MLPA e array-CGH na amostra estudada.

APAE ID G P Nivel DI

Alteragtes cromossdmicas cripticas encontradas nos individuos com DI idiopatica

por MLPA por array -CGH Tamanho (pb) qPCR Obs.
46,XX.mlpa4psubtel(P036) X 1
ALT 14 F 6 G 46,XX.mipadpsubtel(P070) X 1 Delegdo * + de novo
46,XX.mlpadp16.3(P245) X 1
LIM 26 F 6 M arr(hg19)17q12(34,817,433-36,168,104) X 1 Delegao * 1,350,683 + origem indeterminada
LIM 27 M7 G 46,XY.mlpa22q11.2(P245) X 3 arr(hgl19)22q11.21(18,953,012-21,801,661) X 3 Duplicagido * 2,848,650 +  denovo
LIM 28 M § L arr(hg19)16p11.2(29,673,954-30,198,600) X 1 mat Delegdo * - CNV patogénica 524,646 + heranga materna
LIM 31 F 8 L arr(hg19)Xq28(152,949,788-153,032,059) X 3 Duplicaggo 822,271 - Falso Positivo
LIM 33 M 7 M arr(hg19)14q11.2(20,253,739-20,376,267) X 1 mat Dekgdo - CNV neutra 122,529 + heranga materna
LIM 35 F8 G arm(hg19)7q33q34(134,870,494-141,359,194) X 1 Delecdo * 6,488,700 + origem indeterminada
LIM 33 F 5 M arr(hg19)Xp11.3p11.23(44,375,988-48,372,445) X3  Duplicagiio * 3,996,458 + origemindeterminada
LM 39 M4 M arr(hg19)8p11.22(39,258,894-39,386,158) X 3 Duplicagéio - CN'V neutra 127,265 +  origem indeterminada
LM 41 M 5 L arr(hgl9)15q11.1q11.2(20,481,702-22,378,143) X 3 pat Duplicagdio - CN'V neutra 1,896,442 +  heranga paterna
LM 4 M3 M arr(hgl9)15q11.1q11.2(20,102,541-22,509,254) X 3 Duplicagg@io - CNV neutra 2,406,713 + origem indeterminada
LIM 45 F 4 L arr(hgl9)16p11.2(31,897,383-33,604,468) X 3, Duplicaggo 1,707,085 - Falso Positivo
arr(hg19)8p11.22(39,258,894-39,386,158) X 1 Dekgdo - CNV neutra 127,265 +  denovo
LIM 47 M 4 L arr(hgl9)15q11.1q11.2(20,575,646-22,509,254) X 1,  Dekgdo - CNV neutra 1,933,608 + origem indeterminada
arr(hgl9)3p25.3(9,576,330-11,382,152) X 3 mat Duplicaggo * 1,805,822 +  heranga materna
LIM 48 F 6 M arr(hg19)16p13.11p12.3(16,031,655-17,330,246) X 3  Duplicagiio * 1,298,591 +  denovo
LM 50 M 6 L arr(hg19)3p25.3(9,576,330-11,382,152) X 3 Duplicagio L 1,805,822 +  heranga materna

Total 2*/50 (4%)

Total 6*/25 (24%)

*AlteragGes clinicamente relevantes.

# ~ N .
Altera¢des com relevancia clinica indeterminada.

ID=Identificagdo. G=Género. P=Pontuagdo Checklist. ALT=Altindpolis; LIM=Limeira. F=Feminino; M=Masculino. L=Leve; M=Moderado; G=Grave.
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7 CONCLUSAO

e Recomenda-se a realizagdo de MLPA com kits para regides subteloméricas em
individuos com exame cariotipico normal que apresentam fenotipo sugestivo de
cromossomopatia, enquanto o kit para sindromes de microdelegéo € indicado para individuos
com caritipo normal que apresentam fenotipo especifico de alguma sindrome de
microdele¢do comum;

e O array-CGH deve ser utilizado em individuos com DI associada & dismorfias
que apresentaram exames de caridtipo e de MLPA normais, e que, apds intensa investigagéo
genético-clinica permaneceram sem diagnostico;

e O exame de array-CGH € mais indicado em pacientes que somaram 5 ou mias
pontos no checklist de de Vries;

e A prevaléncia de alteragdes cromossOmicas subteloméricas detectada por
MLPA foi de 2%, inferior a frequéncia descrita na literatura que € de aproximadamente 5%, o
que pode refletir a qualidade do exame citogenético e também a diferenga no tamanho
amostral;

e A taxa de variagdes gendmicas encontrada através de array-CGH foi de 24%,
maior que as frequéncias descritas nos estudos de array-CGH com plataformas de menor
resolugdo, porém, muito semelhante aos valores obtidos em trabalhos utilizando plataformas
com resolugdo maior, como neste estudo;

e Esti indicado o uso dos exames de MLPA e array-CGH na rede institucional
de auxilio aos deficientes intelectuais, pois tais técnicas sdo capazes de detectar um nimero
expressivo de alterages gendmicas patogénicas;

e Os casos de microduplicagdo 3p25.3 e microdelegéo 16pll.2, apresentados
neste trabalho, exibem caracteristicas gendmicas e clinicas pouco descritas na literatura,

justificando, portanto, o relato dessas altera¢Ges na literatura especializada.
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ANEXOS
ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Departamento de Genética
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de Sdo Paulo

I DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

L. NOME DO PACIENTE: ..ottt ettt st eae s e saesneene

II. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1.TITULO DA PESQUISA: "Investigagio de alteragdes cromossdmicas cripticas em
individuos com deficiéncia intelectual idiopatica"

2.PESQUISADOR: Ludmila Serafim de Abreu

CARGO/FUNCAO: Biodloga Citogeneticista - Aluna de Doutorado - Poés-Graduanda da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de S@o Paulo. Departamento de
Genética

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
X SEM RISCO RISCO MINIMO RISCO MEDIO
RISCO BAIXO RISCO MAIOR
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do
estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA: Inicio: Abril de 2010
Término: Junho de 2014
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Departamento de Genética
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de Sdo Paulo

III. REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO

Seu filho (a) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada
"Investigagdo de desequilibrios cromossdmicos cripticos em individuos afetados por
deficiéncia intelectual idiopatica" que sera realizada por médicos geneticistas assim como
bidlogos. Esta pesquisa consiste primeiramente em uma avaliagdo clinica a ser feita pelos
proprios médicos acompanhados pela bidloga responsavel pela pesquisa. Também serdo
tiradas fotos das criangas (estas fotos serdo utilizadas estritamente pelos pesquisadores e néo
serdo divulgadas em 6rgdos da imprensa em nenhuma hipédtese). Os dados conseguidos na
avaliagdo clinica e as fotos tiradas serdo analisados posteriormente com o professor de
medicina da area de genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP) para se
descobrir a causa da deficiéncia mental.

Apoés a avaliagdo genético-clinica, os pacientes que permanecerem sem diagnostico
para a etiologia da deficéncia intelectual e que estdo dentro dos critérios de inclusdo para a
realizagdo do exame de MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification) ou do exame de
array-CGH (Comparative Genomic Hibridization-array) serdo selecionados para esta
pesquisa. O critério de inclusdo utilizado nesta pesquisa para a consiste em: individuos com
deficiéncia intelectual idiopatica que apresentam fenétipos altamente sugestivos de desordens
de origem cromossOmica, incluindo caracteristicas dismorficas e/ou malformagdes; sendo que
o resultado do cariétipo desse individuo foi considerado normal; e que ja houve a exclusdo de
outras possiveis etiologias da deficiéncia intelectual ap6és uma investigagdo genético-clinica
completa. A realizagdo dos exames de MLPA e array-CGH tém como objetivo investigar a
presenca de alterages cromossOmicas cripticas a fim de esclarecer as possiveis causas da
deficiéncia intelectual.

Esta pesquisa ¢ muito importante porque podera nos ajudar a identificar se a causa da
deficiéncia intelectual do seu filho é de origem genética. Para a realizagdo desse exame €
necessaria a coleta, através de pungdo venosa com seringa e agulha descartaveis, de 5 ml de
sangue periférico, que sera realizada pelo médico responsavel. Em geral, a doagdo ndo traz
riscos para o doador. Porém, eventualmente, alguns doadores, aproximadamente 1%, podem
apresentar reag6es durante ou apds a doagdo de sangue, como por exemplo: queda de presséo
arterial; tonturas; hematomas; nauseas e vomitos; sudorese fria; dor local e dificuldade de
movimentar o brago. A maioria dessas manifestagdes é de natureza leve, ndo compromete a
saude do doador e necessita apenas de um tempo maior em repouso ou de infusdo de soro
fisiol6gico. A amostra de sangue sera enviada para a realizacdo do exame de MLPA no
Laboratério de Genética Humana e Médica no Departamento de Genética da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, enquanto a técnica de array-CGH
sera realizada no Hospital de Clinicas de Porto Alegre — RS.
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO

O responsavel pela crianga participante da pesquisa podera, a qualquer momento, ter
acesso aos procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa. Podera, também,
solicitar qualquer esclarecimento & pesquisadora sobre as dividas que venham a surgir
durante a realizagdo da pesquisa.

Podera retirar o consentimento da participagdo na pesquisa a qualquer momento e
assim, deixar de participar do estudo. Esta atitude nio trara nenhum tipo de prejuizo a
continuidade de assisténcia que a crianga possa vir a necessitar.

Todos os dados obtidos, bem como a identidade de cada sujeito participante da
pesquisa, serda mantido em sigilo e somente a pesquisadora responsavel pelo estudo tera
acesso aos dados para analise e discusséo.

Qualquer duvida ou maiores esclarecimentos, o responsavel pela crianga podera entrar
em contato com os pesquisadores responsaveis, Ludmila Serafim de Abreu e Dr. Jodo
Monteiro de Pina Neto, pelo telefone 16 3602 3256 - Laboratério de Genética Humana e
Meédica FMRP - USP.

V- INFORMACAO DE NOMES, ENDERECOS, TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS:

Nome: Prof. Dr. Jodo Monteiro de Pina Neto
Ludmila Serafim de Abreu

Endereco: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto.
Av Bandeirantes, 3900

Monte Alegre

14049-900 - Ribeirao Preto, SP - Brasil

Fone: (016) 36023104 Fax: (016) 36330069

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES
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VIL. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap0s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
que me foi explicado, consinto em participar do presente protocolo de pesquisa.

Ribeirdo Preto, de de 201
Nome completo do sujeito da pesquisa Nome completo do responsavel legal
~ Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do responsavel legal

Nome completo do pesquisador

Assinatura do pesquisador
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CASE REPORT

16p11.2 microdeletion associated with intellectual disability: incomplete
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ABSTRACT

We present the clinical and molecular data of a patient with 16pl 1.2 microdeletion,
inherited from his mother phenotypically normal, and discuss the function of the genes
in this region and the effects of their haploinsufficiency on the clinical features
described in the patients. The proband showed coarse and fine motor delay mild ID,
language delay and difficulty reasoning. Few dysmorphic features were observed,
including narrowing of the frontal skull, sunken eyes. palpebral fissures and anteverted
nostrils above, and have behavioral problems that include hostile attitude and episodes
of self-harm. Chromosomal analysis of the proband showed normal karyotype. Array-
CGH was performed with the 8x60K platform (Agilent Technologies. Santa Clara, CA)
identifying in the proband an interstitial microdeletion in region 16p11.2. The copy
number change was confirrned and its origin identified by real-time polymerase chain
reaction. RT-PCR confirmed the deletion in the proband and revealed the familial
transmitting of the 16pl 1.2 interstitial maternal origin deletion. The 16p11.2 region
includes several genes involved in neurotransmission and synaptic formation or
maintenance, reinforcing the existence of common biological pathways in
neurodevelopmental disorders. Variability in the phenotype and incomplete penetrance
observed in patients with the 16p11.2 deletion, despite common size of genomic
imbalance, most likely arising from the haploinsufficiency of one or more genes in
combination with other factors: mutation in the second allele, incomplete penetrance or
other copy number variation (CNV) that may act as additional hits.
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INTRODUCTION

Since the large implementation of array-based comparative genomic
hybridization (array-CGH) in the diagnostic workup of intellectual disability (ID), new
recurrent copy number variations (CNVs) and novel microdeletion/microduplication
syndromes have been described. As more patients are identified carrying
microdeletion/microduplication, it has become clear that some genomic disorders have
high penetrance but a wide range of phenotypic severity. The recurrent CNVs that are
found in multiple unrelated pasients are usually associated with a broader range of
phenotypes. The same deletions are sometimes transmitted from apparently unaffected
parents and are found in 0.02% of controls. Likewise, the most common 16pl1.2
microdeletion syndrome has been identified with a similar prevalence (0.3-0.7%%) in
large cohorts of patients with intellectual disability (ID) or other developmental
problems (Rosenfeld et al. 2010; Shinawi et al. 2010) and in ~0.6% (varying from 0.3%
to 1% based on various studies) of all patients with autism spectrum disorder (ASD)
(Marshall et al. 2008; Weiss et al. 2008). Besides, some individuals carrying the
deletion show no obvious developmental or physical abnormalities (Bijlsma et al. 2009;
Shimojima et al. 2009).

The 16p11.2 deletion is a recurrent genomic event and a significant risk factor
for autism. This genomic disorder also exhibits extensive phenotypic variability and
diverse clinical phenotypes. The full exttent of phenotypic heterogeneity associated with
the 16p11.2 deletion and the factors that modify the clinical phenotypes are cuitently
unknown. Several recent reporis suggest a large number of candidate CNVs non-
specific to disease involved in the expression of different behaviour phenotypes,
including ID, ASD and schizophrenia (SZ) (Guilmatre et al. 2009; Shinawi et al. 2010).
This implies the existence of shared biological patlways between these
neurodevelopmental conditions. The dysfunction of specific neuronal networks of each
clinical condition most likely depends on additional genetics, epigenetics and
environmental factors which remain to be characterised.

Here, we present the clinical and molecular data of a patient with 16p11.2
microdeletion, inherited from his mother phenotypically normal, and discuss the
function of the genes in this region and the effects of their haploinsufficiency on the
clinical features described in the pasents.

MATERIALS AND METHODS
Patient

Clinical examination of the patient, male, 14 years old, was found to height of
155 cm (10 25%), weight 87.200 g (> 97%), head circumference of 55 cm (50-98%),
internal intercantal distance 3.2 cm (75%) and external intercantal distance of 8.9 cm
(50-75%), and coarse and fine motor delay (started walking at 2 years), mild ID,
language delay and difficulty complete reasoning. Few dysmorphic features were
observed, including narrowing of the fronl skull, sunken eyes, palpebral fissures and
anteverted nostrils above, and have behavioral problems that include hostile attitude and
episodes of self-harm (Figure 1).

Figure | - Patient with del(16)(pl 1.2) detected by array-CGH. Observed narrowing of
the frontal skull, anteverted nostrils and overweight.
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Cytogenetic analysis

Chromosomal analysis of the patients was carried out on peripheral blood
lymphocytes. Lymphocytes culture was established by the standard GTG-banding
protocol. Analysis was performed at the ISCN band level 400-350.

Array-CGH analysis

The Human Genome High-Definition CGH Microarray 8x60K (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) platform was used for the array-CGH analysis. Array-
CGH was carried out according to the recommendations of the manufacturer.
Fragmentation and labeling was perfored following the (Universal Labeling System)
standard ULS method protocol recommended by Agilent (Agilent Technologies. Santa
Clara, CA). Slides were scanned using the SureScan Microarray Scanner (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA), data were exwracted using Feature Extraction v10.1.1.1
software (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) and the data were analysed with the
Agilent Cytogenomics v2.7.8.0 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) for
microarrays software (Agilent, USA).

Real-Time PCR analysis

The copy number change was confirmed and its origin identified by real-time
polymerase chain reaction with primer pair specific for PRRT2 gene (location
chr16:29.826.084-29.826.188 bp, NCBI37/hgl 9) in the DNA samples of normnal control
(CN), patient, father and mother of the proband.

RESULTS

Chromosomal analysis revealed normal karyotype: 46, XY. The examination of
array-CGH performed in the proband identified an interstitial microdeletion in region
16p11.2 (chr16:29,673,954-30, 198.600 bp NCBI37+/hg19) with an approximate length
of 524 kb, where the genes are located SPN (OMIM*182160), OPRT (OMIM*606248),
KIF22 (OMIM*603213), A/4Z (OMIM*600999), PRRT2 (OMIM*614386), PAGR2
(OMIM*612033), MF'P (OMIM*605088), CBIPT (OMIM*605893), XCID1i3
(OMIM*608947), T41OK2 (OMIM*613199), HIRIP3 (OMIM*603365), DOC24
(OMIM*604567), F.4A57B (OMIM*615175), ALDO4 (OMIM*103850), PPP4C
(OMIM*602035), TBX6 (OMIM*602427), YPEL3 (OMIM*609724), MAPK3
(OMIM*601795) and much of the gene COROI14 (OMIM*605000) (Figure 2). RT-
PCR confirmed the deletion in the proband and revealed the famifial iransmitting of the
16p11.2 interstitial matemal origin deletion.

Figure 2 - Profile of aray-CGH in the patients with microdeletion del(16)(p11.2) of
maternal inheritance.

DISCUSSION

Microdeletions in 16p11.2 region, as identified in the proband, by array-CGH
technique, have been found with similar prevalence of 0.3% to 0.7% in extensive
studies comprising subjects with DI or other problems from developing and
approximately 0.6% of all patients with autism spectrum disorders (Ciuladaité et al.,
2011). The method of qPCR confirmed the alteration in the proband and indicated
normal genic dosage for the father of the proband, while the mother had a reasonable
opportunity to a deletion in the same segment result. showing that the microdeletion
16p11.2 detected in patient was inherited his mother.
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The most conumnon clinical features of 16p11.2 microdeletion include delayed
speech and language, DI, motor deficit, behavioral disturbances, large front,
micrognathia, ocular hypertelorism, flattened midface. and congenital anomalies
including diaphragmatic hemnia, cleft palate. polydactyly, cardiac defects, multicystic
dysplastic kidney, fusion of the lower ribs and pyloric stenosis (Shinawi et al.. 2010).
Furthermore, the prevalence of overweight and obesity in individuals with 16pl1.2
deletion is greater than in the general population (Walters et al., 2010). In one case
(5035) recorded in ECARUCA, (European-based database,
http://umcecaruca0l .extern.umen.nl:8080/ecaruca/ecaruca.jsp), the individual had
developmental delay, IQ below the average delay speech, autistic behavior and
behavioral disorders, being diagnosed with a 16p11.2 microdeletion with breakpoints
(29.5 to 30.2 Mb/hgl9) very similar to those detected in our patient. Individuals with
16p11.2 microdeletion associated with ID, speech and language delays and obesity were
also recorded in the database Decipher database (cases 248634, 248636, 251007 and
252407). Thus, the clinical characteristics found in the proband as speech delay, motor
deficit, ID, overweight and behavioral problems are common to other cases of 16p11.2
microdeletion published, indicating that the 16p11.2 microdeletion detected in proband
matches a pathogenic CNV.

The 16pl 1.2 region includes several genes involved in neurowransmission and
synaptic formation or maintenance, reinforcing the existence of common biological
pathways in neurodevelopmental disorders (Hanson et al., 2010). One is the SEZ6L.2
gene, considered a strong candidate for common characteristics associated with 16p11.2
microdeletion due to the high level of expression in the brain, in addition to strong
homology with SRPX2 gene (OMIM * 300642) which plays a role in speech
development and language centers in the brain (Ciuladaité et al., 2011). Another gene is
MAPK3 (OMIM * 601795) that encodes a protein kinase mitogen-activated responsible
for phosphorylating a number of transcription, such as Elk-1 and CREB factors,
allowing the expression of essential genes for both remodeling and synaptic efficacy,
and for various forms of learning (Mazzucchelli et al, 2002). Have haploinsufficiency of
TBX6 gene (OMIM * 602427), which encodes a transeriptional regulator involved in
developmental processes may be responsible for congenital vertebral malformations
identified in published cases (Ciuladaite et al., 2011).

Although a significant fraction of individuals with 16p11.2 deletion have severe
developmental problems and neuropsychiatric disorders, some have no physical or
developmental change, or may even display various degrees of ID without manifesting
autism spectrum disorders (Shimojima et al., 2009). This indicates that the 16p11.2
microdeletion displays incomplete penetrance and variable expressivity (Shimojima et
al, 2009;. Shinawi et al, 2010; Ciuladaité et al, 2011), which may explain the absence of
some phenotypic features in the proband as well as the apparently normal phenotype of
the proband's mother. As it is not possible to say by gPCR analysis of the 16p11.2
deletions proband and his mother are identical, it may be that such changes have
different break points, thus resulting in distinct phenotypic characteristics make.

As Shen et al. (2011), there are some explanations for the variable expressivity
and clinical heterogeneity in genomic diseases. One is that the breakpoints of the
deletions can not be identical. However, there are reports of familial cases with the same
deletion 16p11.2 that showed phenotypic variability and incomplete penetrance.
Another is that the deletion may reveal inherited a recessive mutation in the other allele
(Shiow et al., 2010). As a consequence of phenotypic variability, individuals with
16p11.2 deletion can rarely be identified based on clinical examination or
dysmorphological history, emphasizing the importance of performing microatray
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analysis of chromosomal tests in people with neurodevelopmental disorders, including
delayed speech and language, ID and autism (Hanson et al., 2010).

CONCLTUSIONS

The incomplete penetrance and variable expressivity of the clinical findings in
patients with these rearrangements complicates both the clinical interpretation of the
molecular data and the genetic counselling. Variability in the phenotype and incomplete
penetrance observed in patients with the 16pl1.2 deletion, despite a common size of
genomic imbalance, most likely arising from the haploinsufficiency of one or more
genes in combination with other factors: mutation in the second allele. incomplete
penetrance or other copy number variation (CNV) that may act as additional hits.
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