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A deficiéncia intelectual/atraso de desenvolvimento neuropsicomotor é caracterizada
por comprometimento da fungdo cognitiva e déficit em duas ou mais fungbes adaptativas e
afeta cerca de 3% da populagdo mundial, sendo um problema importante de satde publica. Ha
varias causas para a deficiéncia intelectual e as causas genéticas contribuem com uma
porcentagem significativa desses casos. A habilidade da andlise cromossémica por microarray
(CMA) em detectar alteracdes submicroscépicas tem revolucionado o diagndstico clinico dos
pacientes com deficiéncia intelectual, distlrbio de comportamento e malformacdes congénitas.
O reconhecimento das variagBes do nimero de copias (coy number variations- CNVs) nesses
individuos permite um melhor acompanhamento, aconselhamento genético e intervencdo
terapéutica em alguns casos. O objetivo desse estudo foi descrever as caracteristicas
fenotipicas de pacientes com deficiéncia intelectual e dismorfias, que apresentam alteraces
submicroscopicas. Dos 50 pacientes analisados, 36% tiveram CNVs identificados. Desses
pacientes,22% tiveram CNVs patogénicos relacionados com o quadro clinico apresentado e
12% tiveram CNVs de significado incerto (variants of unknown significance - VOUS). Em um
paciente os CNVs foram herdados de pais fenotipicamente normais e consideradas
possivelmente benignas. Dentre as caracteristicas fenotipicas apresentadas por esses
pacientes, as alteracdes em maos e membros sdo as mais prevalentes, encontradas 20% dos
pacientes, seguida pelas alteracdes oftalmoldgicas observadas 14%. Esse estudo reforca a
importancia da realizacdo da andlise cromossdmica por microarray como método diagndstico
em pacientes com deficiéncia intelectual e dismorfias, contribuindo com a descricdo de

alteracdes cromossbémicas raras ou ndo previamente descritas na literatura.

Palavras-chaves: deficiéncia intelectual, CMA, CNVs, dismorfias, malformacdes

congeénitas.



Abstract

Intellectual disability/developmental delay is characterized by significantly impaired
cognitive functioning and deficit in two or more adaptive behaviors. It affects about 3% of the
world’s population and is a major public health problem. There are many causes of intellectual
disability and genetic causes contribute to a significant percentage of cases. The ability of
chromosome microarray analysis (CMA) to detect submicroscopic genetic abnormalities has
revolutionized the clinical diagnostic approaches to individuals with intellectual disability,
neurobehavioral phenotypes and congenital malformations. The identification of copy number
variations in these patients may allow a better follow-up, genetic counseling and therapeutic
interventions in some cases. The aim of this study was to describe the phenotypic
characteristics of patients with intellectual disability and dysmorphisms carrying submicroscopic
chromosome abnormalities. In our 50 patient cohort, 36% had non-polymorphic CNVs. Among
the patients, 22% had pathogenic CNVs related to the phenotype and 12% had variants of
unknown significance (VOUS). In one patient CNVs were inherited from healthy parents and
were considered to be benign. Among clinical signs present by these patients, hands and feet
malformations are the most prevalent, found 20%, followed by ophthalmological abnormalities in
14%. This study reinforces the importance of performing chromosome microarray analysis as a
diagnostic tool for patients with intellectual disability and dysmorphisms, contributing to the

description of rare and novel chromosome abnormalities.

Keywords: Intellectual disability, CMA, CNV, dysmorphisms, congenital malformations.
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1. INTRODUCAO

A deficiéncia intelectual (DI) e ou atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor (ADNPM) é um dos maiores problemas sociais em todos os
paises do mundo (Srivastava,2014). O conceito de deficiéncia intelectual
passou no decorrer dos anos por diversas definicbes e terminologias:
oligofrenia, retardo mental, atraso mental, deficiéncia mental, etc. Na década
de 80 o termo mais usado era deficiéncia mental, mas atualmente € uma
tendéncia mundial, inclusive no Brasil, de se usar o termo deficiéncia
intelectual. Existem algumas raz0es para considerar o termo deficiéncia
intelectual como mais adequado. Primeiramente, € mais apropriado usar o
termo intelectual para se referir as desordens do intelecto especificamente e
nao como se referindo ao funcionamento da mente como um todo. Outra razao
€ que deve-se fazer a distincao entre deficiéncia mental e desordens mentais.
O termo retardo mental caiu em desuso por ser considerado pejorativo e
estigmatizante. Um termo que atualmente também é utilizado como sinénimo

de deficiéncia intelectual é déficit cognitivo.

A deficiéncia intelectual abrange um vasto complexo de quadros clinicos,
produtos de diversas etiologias e que se caracteriza pelo desenvolvimento
intelectual insuficiente, em termos globais ou especificos. Segundo a
Associacdo Americana de Deficiéncia Mental (AAMR) e o Manual Diagnéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-1V), Deficiéncia Intelectual é o estado
de reducédo notavel do funcionamento intelectual, significativamente abaixo da
média, oriundo no periodo de desenvolvimento, e associado a limitagbes de
pelo menos dois aspectos do funcionamento adaptativo ou da capacidade do
individuo em responder adequadamente as demandas da sociedade em
comunicacdo, autocuidados, competéncias domésticas, habilidades sociais/
interpessoais, auto-orientacdo, utilizacdo dos recursos comunitarios,
autonomia, rendimento escolar, saude, seguranca, lazer e trabalho (De Vries,
2005). A maioria das pessoas com DI é identificada na primeira infancia com

base nos consensos de atraso de desenvolvimento que pode ser motor,
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cognitivo e da fala (Mefford, 2012; De Ligt, 2012 ).A DI também pode ser
caracterizada por uma escala de quociente de inteligéncia (QIl) inferior a 70. A
utilizacdo dos testes de QI que medem o grau da inteligéncia por meio do
calculo da divisdo da idade mental (avaliada por testes especificos) pela idade
cronologica, multiplicada por 100, permite identificar os individuos com

deficiéncia intelectual(Tabela 1).

Tabela 1. Classificagédo do QI. QI abaixo de 70 € um indicador de deficiéncia intelectual.

QI Classificacao
> 130 Muito Superior
120-129 Superior
110-119 Médio Superior
90-109 Média
80-89 Médio Inferior
70-79 Limitrofe
<69 Muito rebaixado

A DI pode ocorrer como um fendmeno isolado ou acompanhado de
malformagbes e sinais neurologicos, convulsées ou distarbio de
comportamento (Srivastava, 2014). A etiologia pode ser genética ou adquirida.
Nos paises subdesenvolvidos, as causas genéticas sdo pouco conhecidas e
fatores ambientais como desnutricdo, infeccbes, asfixia neonatal, privacéo
cultural, saude precéaria desempenham um papel importante na ocorréncia do
atraso de desenvolvimento e déficit cognitivo. (Durkin, 2002; Ropers, 2010;
Jauahi, 2011). Mas a etiologia genética ndo pode ser ignorada (Uwienza,
2014). No Brasil, com a melhoria das condigbes de saude e sanitarias, as
causas ambientais que contribuem para o atraso de desenvolvimento e déficit
cognitivo estdo sendo controladas, sendo cada vez mais importante a

descoberta da etiologia genética da DI.

As causas geneéticas de DI sdo variadas. Mutacdes génicas, duplicacbes

ou delecbes podem estar associadas. Muito tempo e esforco estdo sendo feitos
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por multiplos grupos pelo mundo para identificar genes especificos causadores
da DI. Como resultado desses esforgos, pelo menos 400 genes foram
encontrados e relacionados a déficit cognitivo e € provavel que esse numero
represente uma propor¢cdo minima dos genes envolvidos. (Van Bokhoven,
2011).

As mutacdes genéticas e outros fatores primarios causam direta e
indiretamente  disrupcdo metabdlica, neurodesenvolvimento alterado e
interferéncia na proliferagdo ou migragéo celular, ocasionando anormalidades
cerebrais, que resultam em distirbios cognitivos e comportamentais. E possivel
que alguns grupos comuns de genes, proteinas e metabdlitos ou uma
combinacdo destes estejam alterados na maioria dos pacientes com déficit
cognitivo. Componentes de uma rede comum de interacdo e processos
biolégicos associados a estes genes/proteinas sdo criticos para funcdes

cognitivas e comportamentais normais. (Srivastava, 2014).

A categorizacao funcional das proteinas codificadas pela maioria dos
genes associados a DI € importante, ndo s para entender 0s mecanismos
fisiopatologicos moleculares e celulares, como para definir o potencial
patogénico de novos genes candidatos a causar déficit cognitivo quando

mutados.

Um namero significativo de proteinas codificadas por genes associados
a DI participam das sinapses e afetam direta ou indiretamente a estrutura e
funcdo dos neurbnios, mais especificamente dos dendritos e sinapses. A
maioria das proteinas relacionadas a DI séo vistas em abundéncia nos
compartimentos pré e poés-sinapticos e afetam tanto estruturas dendriticas
guanto espinhais e alteram seu numero e morfologia estando assim
relacionadas ao controle de estruturas neuronais e conectividade. (Humeau,
2009).0s neurdnios sao as unidades condutoras de sinais do sistema nervoso
e apresentam varios dendritos curtos, que sao arborizados e recebem sinais de
outros neurdnios e um Unico axodnio longo que transmite os sinais adiante
(Kandel, 2000). As espinhas dendriticas sdo elementos diminutos localizados
em locais p0Os-sinapticos das sinapses excitatorias como locais de contato entre

axonios e dendritos (Chechlacz, 2003). As alteracbes na forma e no numero
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das espinhas dendriticas sdo a base anatdbmica do aprendizado e memoaria.
Muitas classes de moléculas participam de varios processos celulares que
regulam a morfologia neuronal e comunicacao, sendo criticas para as funcdes

cognitiva e comportamental normais (Srivastava, 2014).

A disfuncéo sinaptica (formacao e plasticidade) e dendritica parecem ser
0s principais fatores que contribuem para a DI. Andlise de tecidos cerebrais
pés-morte frequentemente mostram espinhas dendriticas com formato e

densidade alteradas.

A plasticidade abrange as capacidades do cérebro de ser moldado pela
experiéncia, de aprender e recordar e de reorganizar-se e recuperar apos uma
lesé@o. A plasticidade se desenvolve a partir da interacdo das vias excitatorias e
inibitérias atuantes nas sinapses com um predominio das primeiras, que

utilizam o neurotransmissor glutamato.

O aprendizado e memdria envolvem alteragbes a longo prazo na
estrutura das sinapses. A transcricdo de genes é a via comum final para o
registro das memarias a longo prazo e para a construcao de circuitos neuronais
maduros no ceérebro em desenvolvimento (Johnston, 2003). Assim, o
mecanismo de plasticidade envolve a estimulacdo por neurotransmissores de
receptores na superficie celular, a ativacdo de cascatas de sinalizacao
intracelular, a transcricdo de genes e a sintese de proteinas novas que

modificam a forma fisica e 0 nimero das sinapses (Vasconcelos, 2004).

Muitas mutacBes com perda de funcdo ou com aumento da dosagem
génica encontradas no cromossomo X produzem deficiéncia intelectual.
Mutagcbes no cromossomo X podem explicar cerca de 10 % das deficiéncias
intelectuais (Michelson, 2011). As proteinas codificadas por esses genes
participam das vias de sinalizagdo que regulam a morfologia das espinhas
dendriticas; da liberagdo de neurotransmissores; do crescimento dos axénios e
do citoesqueleto de actina (Chechlacz, 2003). As numerosas mutacdes
relacionadas a deficiéncia intelectual em genes mapeados no cromossomo X
explicam o fato da freqiéncia da DI ser maior em homens que em mulheres
(Vasconcelos, 2004)
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Estudos dos neurdnios piramidais no cortex cerebral e hipocampo de
pacientes com as sindromes de Down, Rett e X-fragil confirmaram a presenca
de anormalidades bioquimicas que levam alteracao na forma e ramificacdo das
espinhas dendriticas ( Kauffmann, 2004) (Figuras 1 e 2).

A sindrome do X-fragil € uma causa hereditaria comum de deficiéncia
intelectual (Jin , 2003). A sindrome esta associada a expansao da repeticdo de
trinucleotideos CGG presentes no gene FMRI, situado no locus Xq27.3
(Willemsen, 2000).0 gene FMR1 codifica a proteina FMRP, que se liga ao
RNAmM e sua acdo reguladora da transcricdo-traducdo € importante na
maturacado e funcédo das sinapses (Rittey, 2003; Branchi, 2003; Johnston, 2003)
(Figura 1). Em individuos normais, as repeticdes CGG possuem 6-54 unidades,
enquanto aqueles com a sindrome exibem uma expansdo acima de 200
unidades, constituindo a mutacdo completa. Um numero de repeticbes CGG
maior que 200 resulta na hipermetilacdo do gene, silenciando sua transcricédo e

resultando na auséncia da proteina FMRP.
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Figura 1. A deficiéncia da proteina FMRP nos neur6nios, interferindo na producgéo de proteinas pré
e poés-sindpticas necessarias para o adequado neurodesenvolvimento. (Adaptado de Fragile X
Syndrome, 2014)

Os individuos com 55 a 200 repeti¢cdes sdo considerados portadores da
pré-mutacao, a qual é instavel e tende a expandir-se durante a primeira divisédo
meidtica feminina (Tassone, 2000). Camundongos que tiveram o gene FMR1
nocauteado apresentaram macrorquidia e déficit de aprendizado e da memoria,

simulando o fenétipo humano (Dutch-Belgian, 1994).

Estudos histopatolégicos em pacientes com a sindrome do X-fragil e em
camundongos modificados geneticamente observaram espinhas dendriticas
anormais, fortalecendo o conceito de que a disgenesia das espinhas

dendriticas esté associada a deficiéncia intelectual (Jin, 2003).
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Figura 2. Comparacdo das espinhas dendriticas em camundongos sem X-fragil e com X-fragil A)
espinhas dendriticas normais. B) espinhas dendriticas em ratos nocaute com X-fragil. Adaptado de
Atlas of the Developing Rat Nervous System .

Outra importante causa de DI sdo os erros inatos do metabolismo (EIM),
gue sdo um conjunto de desordens do metabolismo de carboidratos, proteinas
e lipidios causadas por disfungdo enzimatica. A maioria dos erros inatos do
metabolismo tém heranca autossOmica recessiva. Deve-se suspeitar de erros
inatos do metabolismo em criancas cujos pais sdo consangiiineos ou tiveram
outros filhos com problemas similares ou morte inexplicadas pré ou pds-natal
(Michelson, 2011). Criangas com erros inatos do metabolismo podem ter
multiplas disfun¢bes sistémicas, falha no desenvolvimento, recusa alimentar,
odor incomum, perda auditiva, convulsdes ou encefalopatias. Alguns erros
inatos como as doencas de depdsito ou de acumulo de macromoléculas (CDG,
mucopolissaridoses, etc) cursam com visceromegalias e dismorfias
caracteristicas. O diagnostico é feito principalmente por meio de exames
bioquimicos (dosagem de amobnia, lactato, aminoacidos plasmaticos,

acilcarnitinas, acidos organicos urinarios, mucopolissacarideos, etc).

A triagem para EIM abrange cerca de 5% dos diagnésticos de criancas
com atraso de desenvolvimento neuropsicomotor e deficiéncia intelectual,
dependendo da presenca de indicadores clinicos e da performance dos testes

diagndsticos. E importante considerar os erros inatos entre as causas de
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deficiéncia intelectual porque alguns tipos especificos podem ser tratados, com
melhora dos sintomas neurolégicos, como no caso da fenilcetondria
(Michelson, 2011).

A deficiéncia intelectual é importante do ponto de vista da salde publica,
uma vez que afeta aproximadamente 3% da populacéo, independente da etnia.
Entender a etiologia da deficiéncia intelectual é muito importante para por
permitir a determinacdo do risco de recorréncia, a correlagdo com outras
comorbidades e a compreensdo dos processos fisiopatolégicos celulares e

moleculares possibilitando potenciais avancos terapéuticos (Srivastava, 2014).

O diagnéstico de DI é dificultado pela complexidade de sua etiologia.
Cerca de 50% dos afetados permanece sem diagndstico, mesmo apos
exaustivas pesquisas clinicas, laboratoriais e genéticas. A DI pode ocorrer de
forma isolada ou associada a presenca de malformacgfes/ dismorfias, sendo
referida, nesse caso, como deficiéncia intelectual sindrébmica. Alguns estudos
apontam que o risco de DI € maior em criancas com defeitos estruturais
congénitos (Decouflé, 2001; Jelliffe, 2003).

A maior disponibilidade de técnicas laboratoriais na investigacdo das
causas genéticas da DI vem garantindo a possibilidade de se estabelecer
novos diagndsticos etiolégicos. Aberracdes cromossémicas de numero ou
estrutura (translocacdes, delecbes, duplicacbes) sdo uma causa comum de
anomalias multiplas que incluem defeitos de crescimento, atraso de
desenvolvimento e dismorfias. As anormalidades cromossomicas, detectadas
pelo cari6tipo, sdo responsaveis por 5% das deficiéncias intelectuais, entre
elas, a sindrome de Down representa a maior parcela, correspondendo a 17%

dos casos.

Desde a descoberta da trissomia do 21, a causa da sindrome de Down,
houve avancos progressivos nos métodos citogenéticos e moleculares para
identificar causas genéticas e epigenéticas de anormalidades fenotipicas. O
caridtipo com bandeamento G é o0 exame citogenético inicial indicado para
pacientes com suspeita de alterac6es cromossoémicas. Inicialmente as analises
cromossOmicas se limitavam a contagem do numero e forma dos

cromossomos. Mais tarde varias formas de bandeamento incluindo analise
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cromossOmica com bandeamento Giemsa (bandeamento G) e técnicas de alta
resolucdo em cromossomos em prometafase permitiu a diferenciacdo de 700-
850 bandas por genoma hapléide de acordo com o International System for
Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) (Bayani, 2004). Dependendo da
resolucdo do bandeamento e das caracteristicas da regido, delecdes e

duplicacbes de no minimo 5-10 megabases podem ser identificadas.

O uso de metodologias mais recentes evidenciaram que 10% a 25% dos
casos de deficiéncia intelectual envolvem rearranjos muito pequenos, nao
detectaveis pelo cariotipo. (Linhares, 2012). As consequéncias clinicas de um
rearranjo cromossémico estdo geralmente relacionados com a localizacao
desse rearranjo, seu tamanho, a quantidade de genes envolvidos e sua funcéo
(Tejada, 2006).

As variacbes de numero de copias, que sdo desequilibrios
cromossOmicos como delecdes e duplicagdes, sdo frequentemente detectadas
em um amplo espectro de desordens mentais (lourov, 2012). Os CNVs ( Copy
Number Variations) além de serem provavelmente a causa mais comum de
desordens do desenvolvimento incluindo DI, esquizofrenia, autismo e
anomalias congénitas constituem importante fonte de variacdo genética na

populacao geral, (Marshall, 2012).

Em 2004 comecaram a surgir técnicas de analise cromossémica por
microarray- CMA (Chromossome Microarray Analysis) que possibilitaram um
rastreamento de todo o genoma para CNVs, aumentando o0 numero de
diagnosticos de anormalidades genéticas em pacientes com deficiéncia

intelectual com cariétipo normal (Christian, 2011).

As técnicas de CMA permitem verificar se ha perdas ou ganhos de
segmentos cromossdmicos submicroscépicos no genoma de um individuo,
detectando alterag6es cromossdmicas10 a 100 vezes menores do que é visivel
pelo microscépio optico, dependendo da plataforma utilizada. Assim, o CMA é
uma ferramenta poderosa para detectar desequilibrios cromossdémicos
pequenos aprimorando a investigacdo de anormalidades submicroscopicas que
as técnicas citogenéticas convencionais nao identificam, sendo responsavel por

detectar alteragcdes em 15-24% das DIs consideradas como idiopéaticas.
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O significado clinico do CNV é usualmente determinado pela observacéo
da segregacdo do fendtipo na familia, da associagdo com um fendtipo
reconhecido ou do tamanho da variante (grande a ponto de ser pouco provavel
nao ter consequéncias fenotipicas (Sagoo, 2009). A comparacdo com dados
obtidos do estudo de individuos ndo afetados permite distinguir os CNVs
comuns (provavelmente benignos) dos CNVs raros (possivelmente
patogénicos). As informacdes da freqiéncia de CNVs em individuos afetados e
controles ndo-afetados podem ser encontradas em banco de dados publicos
(DGV, ECARUCA, DECIPHER, OMIM, etc.) (Hehir-Kwa, 2013).Em geral os
CNVs sao classificados como patogénicos quando incluem regides de
sindromes bem conhecidas, variacGes “de novo” levando a haploinsuficiéncia
de genes ou alteracbes cromossbmicas maiores que 5MB; potencialmente
patogénicos quando ndo séo reportados previamente; variantes de significado
incerto (VOUS) quando séao herdados de pais normais mas contendo genes de
funcdo conhecida; e potencialmente benignos quando herdados dos pais e nao
relacionados com o fenétipo apresentado (Bartnik,2014). Geralmente os CNVs
podem ser considerados como benignos quando CNVs similares podem ser
encontrados em mais de 1% de controles ndo afetados. Na tabela 2 sao
descritos alguns critérios para considerar os CNVs como patogénicos ou

benignos.
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Tabela2. Classificagao dos CNVs. Tabela adaptada do Miller et al. The American Journal of Human genetics, 2010.

CNV herdado de um genitor saudavel v
CNV herdado de um dos genitores, alterado v

ou expandido

CNV herdado de um genitor afetado v

Similar a um CNV de um parente saudavel v
Similar a um CNV de um parente afetado v

CNV relatado em pacientes saudaveis v
CNV relacionado a sindromes ja conhecidas v

CNV relacionado a genes do OMIM associados v~
a comorbidades

CNV rico em genes v

CNV pobre em genes v

O rastreamento de alta resolucdo usando CMA ndo somente detecta
desequilibrios submicroscépicos como também permite delinear com precisédo
0s segmentos envolvidos nas duplicacbes e delecdes. Isto é crucial para a
avaliacao genotipo-fendtipo e identificacdo de genes candidatos envolvidos em

deficiéncia cognitiva e dismorfias (Smith, 2004; Schoumans, 2005).

O CMA tem revolucionado os testes citogenéticos realizados em
pacientes com deficiéncia cognitiva, dismorfias e anomalias congénitas
multiplas. Esta sendo cada vez mais usado rotineiramente em pacientes com
DI em adicdo as técnicas citogenéticas quando apresentam resultados
negativos. Dentre as vantagens em relacdo as técnicas convencionais destaca-
se a rapida analise gendmica em alta resolucao, identificando variacdo de

namero de copias (CNVs) em todos os cromossomos, incluindo regides
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subteloméricas e contribuindo para o0 mapeamento gendmico dessas
alteracbes (Slavotinek, 2008; Sagoo, 2009). As analises por microarray podem
possibilitar a deteccéo de sindromes ja conhecidas como sindrome de Williams
e Velocardiofacial, assim como de outras desordens ndo descritas previamente
(Michelson, 2011).

O termo analise cromossO6mica por microarray inclui diversos métodos
de deteccéao de alteracdes submicroscopicas baseadas em array, dentre elas a
hibridacdo gendmica comparativa-CGH (Comparative Genomic Hybridization),
oligoarrays e SNParrays (Single Nucleotide Polymorphism arrays). A primeira
técnica de CMA que surgiu como possibilidade de detectar delecbes e
duplicacdes como causa de deficiéncia intelectual e malformacdes congénitas
foi o CGH. No CGH array, dois DNAs sdo marcados com fluorocromos
diferentes (usualmente vermelho e verde) e cohibridizados com um array Unico
para obter comparacéo direta do numero de coOpias entre o teste e a amostra

controle (Figura 3).

As plataformas de CGH array mais antigas utilizavam sondas
correspondentes a cromossomos de bactérias artificiais - BAC (Bacterial
Artificial Chromosomes) com uma resolucéo tipica de 1MB. Posteriormente, foi
implantado o CGH com sondas de oligonucleotideos sintéticos, com maior

poder de resolucdo de até 30kb (oligoarrays).

O PROCESSO DE CGH-ARRAY =~

DNA CONTROLE DNA DO PACIENTE
DNA controle e DNA do Os sinais fluorescentes
packente s30 marcados 530 medidos pelo scanner
©
G
aQ

com corantes fluorescentes microarray

e aplicados ao microar-
©
L]

ray
L

@ (i

DNA controle e ONAdo Hygn Os dados s3o analisados
paciente 30 hibridizados a3 pelo software especifico,

. @ bl

©
GanhodeDna  PerdadeDNA  NBo sherado

Figura 3. Descricdo do método de CGH array em que o DNA controle e do paciente sdo marcados
com corantes fluorescentes e hibridizados com as sondas de microarray possibilitando detectar

perdas ou ganhos de material cromossdmico na regido analisada, que posteriormente séo
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interpretadas por software especifico. Adaptada de material de divulgagdo do Laboratério Hermes

Pardini.

O CGH array possibilita a determinacéo precisa do numero de cépias
pela comparacdao virtual de um controle interno hibridizado com o mesmo array
e pelo uso de oligonucleotideos mais longos correspondentes a segmentos

dispersos por todo o genoma.

Plataformas contendo oligonucleotideos como sondas (oligoarrays)
podem ser do tipo CGH, como descrito acima, ou podem se utilizar da
hibridacdo de uma (nica amostra por chip e comparacdo do resultado

individual da amostra testada com um banco de dados de individuos normais.

Apesar das vantagens dos oligoarrays, eles ndo podem detectar
diferencas associadas a perda de heterozigose que ocorre em tumores, nas
consanguinidades e dissomias uniparentais. Essas alteracbes podem ser

detectadas pela técnica deSNParray (Single Nucleotide Polymorphism array).

Na técnica de SNParray, somente um unico DNA teste é marcado e
hibridizado com o array para comparacdao com banco de dados de controles.
(Figura 4). Os SNParrays sao limitados pela distribuicdo de SNPs no genoma e
pelo uso de oligonucleotideos menores. Sequéncias altamente homdlogas

como pseudogenes ndo podem ser distinguidas e genotipadas.

As plataformas mais recentes de oligoarrays, sejam do tipo CGH ou nao
comparativa tém associado sondas de oligonucleotideos nao-polimérficos a
SNPs permitindo a deteccdo, assim, ndo apenas de CNVs mas também de
perdas de heterozigose(Figura 4).

Apoés uma década de estudos de CMA, é importante notar a alta taxa de
deteccédo de alteragfes que se reflete numa melhor resolutividade diagnéstica e
a descricao de muitos CNVs que nunca tinham sido observados ou descritos
antes, mostrando a grande quantidade de variacdes genéticas particulares

presentes na populacdo (Hehir-Kwa, 2010).
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Figura 4. Comparacao entre a técnica de CGH array e SNP array, A) Na técnica de CGH array é
utilizado um DNA controle que é hibridizado com o DNA do paciente na plataforma contendo as
sondas do array. B)Na técnica de SNP array o DNA do paciente € amplificado e marcado e
hibridizado com as sondas, na plataforma de array, que corresponde aos alelos de cada locus,
permitindo a determinagdo de heterozigose e homozigose em cada locus. A intensidade de sinal
da hibridizag&@o permite identificar nimero de c6pias. Adaptada do Blood Journal, 2008.

Em 2010, Miller et al, fizeram uma meta-anélise de 33 estudos que
utilizaram técnicas de CMA, incluindo 21698 pacientes com deficiéncia
intelectual, autismo e malformacgbes, inferindo que o CMA aumenta a
possibilidade diagndstica de 15-20% (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparacao de estudos de anélise cromossdmica por microarray, levando em consideracao resolucdo, nimero de pacientes analisados, fenoétipo, tipo
de array e porcentagem de diagndsticos. Adaptada de Miller, 2010 com atualizagdes.

Autor (ano) Localidade Resolucao Pacientes Fendtipo Tipo de Array Diagndsticos (%)
i Holanda e Reino

Viesses et al (2003) ] 1 Mb 20 ID/DF BAC 10,0

Unido
Shaw-Smith et al Franga e Reino

) 1 Mb 50 ID BAC 14.0

(2004) Unido
De Vries et al (2005) Holanda 50 Kb 100 ID BAC 10.0
Schoumans et al

Suécia 1 MB 41 ID BAC 9.8
(2005)
Tyson et al (2005) Canada 1.3 22 ID/DF BAC 13.7
Wong et al (2005) Estados Unidos telémero 102 ID BAC 18.6
Ballifet al (2006) Estados Unidos telémero 3600 ID/DD BAC 5.1

) SNPOIligo
Friedman et al (2006) Canada 30Kb 100 ID 11
(Affy 100Kk)

Krepischi-Santos et al )

Brasil 1 MB 95 ID/DF/MCA BAC 16.8
(2006)
Menten et al (2006) Bélgica 1 MB 140 ID/IMCA BAC 13.6
Miyake et al (2006) Japéo 1.4 MB 30 ID/IMCA BAC 16.7
Rosenberg et al Holanda, Brasil,

) ] 1MB 81 ID/DF BAC 16

(2006) Reino Unido

Reino Unido e
Sharp et al (2006) ) Targeted 290 ID BAC 55

Estados Unidos
Aradhya et al (2007) Estados Unidos 35 Kb 20 ID/DF/MCA BAC 35.0



Baris et al (2007)
Engels et al (2007)

Fan et al (2007)

Lu et al (2007)

Newman et aL (2007)
Shaffer et al (2007)

Shen et al (2007)

Thuresson et al (2007)

Wagenstaller et al

(2007)

Aston et al (2008)
Baldwin et al (2008)

Pickering et al (2008)
Shevell et al (2008)

Xiang et al (2008)

Nowakowsa et al

(2008)

Lu et al (2008)

Estados Unidos
Alemanha

Estados Unidos

Estados Unidos

Estados Unidos
Estados Unidos
Estados

Unidos

Suécia

Alemanha

Estados Unidos
Estados

Unidos

Estados Unidos
Canada

Estados Unidos

Estados Unidos

Estados

Unidos

1MB
5.0 MB

30-35 MB

Targeted

1MB
Targeted

35 kb
1MB
23.6 KB
1.3 MB
75 KB

1 MB
Targeted

35 KB

Targeted

Targeted

234
60

100

2513

36
8789

211

48

67

1075

211

1176
94

50

91

638

ID/DF/MCA
ID

ID/DD

ID/DD/DF/MCA/A

SD
DD/LD/DF
ID/DD/MCA

ID/DD/MCA

ID/IDF/MCA

ID

ID/DD/DF/MCA
ID/DD/DF/MCA/A

SD
ID/DD
ID/DD

ID/DD

ID/DF

MCA

BAC

BAC

Oligo
(Agilent 44K)

BAC

BAC
BAC
Oligo
(Agilent)
BAC
SNP Oligo
(Affy 100Kk)
BAC
Oligo (custom)
Agilent 44K
BAC
BAC
Oligo
(Agilent44k)

BAC

BAC

28

5.6
10.0

15.0

7.0

13.8
6.9

7.6

6.3

16.4

5.3

15.6

7.8
6.4

18

11.8

17.1



Shaw-Smith et al Franga e Reino

(2013) Unido

lourov et al (2012) Russia
Shoumans et al (2013) Suécia
Bartnik et al (2013) Polbnia
Uwineza et al (2014) Ruanda

1MB

300 KB
1MB

30 Kb

900 KB-34 MB

50

54
41

256

50

ID/DF

ID/ASD/DF
ID/DF

ID

DD/ID/MCA

Oligo
(Agilent
BAC
BAC
Oligo
(Agilent)
180k
Oligo

(Agilent 180k)

29

24.0

30
9.7

16.0

26

ASD: Austism Spetrum Disorders ; DD: Developmental Delay ;DF: Dysmorphic Features ; ID: Intelectual Disability ; MCA: Multiple Congenital Anomalies
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A heterogeneidade dos diagnosticos por microarray observada nos
estudos pode ser atribuida aos tamanhos das amostras e as diferentes
plataformas de array. A analise da resolucdo do array sugere que resolucdes
menores do que 1Mb levam a uma maior acuracia diagnostica. Um fato curioso
€ que estudos com amostras menores tém resultados mais significativos que
estudos com amostras maiores. Uma explicacdo para isso € o que estudos
mais amplos envolvem pacientes com deficiéncia intelectual e anormalidades
congénitas mais leves. Pacientes com alteracGes clinicas mais significativas

tém mais chances de apresentarem alteragéo no array.

E nitido o progresso do conhecimento médico e cientifico acerca dos
rearranjos cromossémicos permitindo melhorar os cuidados médicos e o
aconselhamento genético para as familias afetadas, além de facilitar o
conhecimento acerca de genes que afetam o desenvolvimento e a saude
humana. Além disso, é preciso testar os genitores dos individuos afetados
sempre que possivel, para determinar se as alteracbes genéticas foram

herdadas ou se surgiram “de novo”.

Com as informacdes sobre o0s genitores os diagndsticos genéticos
podem ajudar a aperfeicoar o suporte clinico identificando e melhorando a
informacéo sobre sindromes conhecidas e genes envolvidos. Se as alteracées

forem detectadas no(s) genitor(es), é necessario tentar averiguar se ele(s)

possui(em) alguma alteracao fenotipica similar a dos individuos afetados.
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2. JUSTIFICATIVA

As doencas genéticas constituem um grupo de doencas de dificlil
diagnéstico e que requerem exame clinico detalhado feito por geneticista
clinico experiente e exames especializados para identificacdo de sua etiologia.
O emprego de técnicas de citogenética molecular como CMA para caracterizar
rearranjos cromossodmicos submicroscopicos tem revelado ser importante para
a identificacdo da etiologia de quadros sindrbmicos de origem genética e

aconselhamento genético aos pacientes.

Pacientes com deficiéncia intelectual/atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor, caracteristicas dismérficas e multiplas malformac¢des podem
se beneficiar das informacdes dadas pela analise por microarray, possibilitando
o diagndstico de problemas trataveis, o que pode ajudar a orientar acdes

clinicas especificas e melhorar o cuidado com o paciente.

As técnicas previamente descritas, embora de dificil acesso, sé&o
realizadas em laboratérios de referéncia e de pesquisa no Brasil. Cabe ao
médico, especialmente ao geneticista clinico, conhecé-las o suficiente para
requisitar os exames mais adequados a seu paciente e saber interpretar seus
resultados. Estabelecer a causa da deficiéncia intelectual é importante, tanto
para o manejo clinico como para o aconselhamento genético dos pacientes e

familias afetadas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar as principais alteracdes fenotipicas encontradas em
pacientes com alteracbes cromossdmicas detectadas pela analise

cromossOmica por microarray

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Realizar a andlise cromoss6mica por microarray em uma amostra
de pacientes sindromicos com deficiéencia intelectual ou atraso de

desenvolvimento neuropsicomotor.

3.2.2 Descrever os quadros clinicos de pacientes com alteracdes
submicroscoépicas, comparando com os achados da literatura e identificando as

principais alterac@es fenotipicas observadas.
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4. METODOS

4.1. POPULACAO DE ESTUDO

Foram incluidos no estudo 50 pacientes encaminhados ao ambulatério
de genética do Hospital Universitario de Brasilia por apresentarem atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor, deficiéncia intelectual e desvios fenotipicos,
avaliados no periodo de fevereiro de 2013 a fevereiro de 2014, sem diagnostico
clinico de sindrome genética definida, que tiveram resultado de cariétipo

normal e que aceitaram participar da pesquisa.

Critérios de inclusao

Pacientes com atraso de desenvolvimento neuropsicomotor ou
deficiéncia intelectual e com malformacfes/ dismorfias associadas que

apresentavam resultado de cariétipo normal.

Critérios de exclusao

Pacientes que apresentavam alteracdo em cariétipo ou outros exames
moleculares como pesquisa de X-fragil e MLPA. Pacientes com caracteristicas

compativeis com sindromes génicas conhecidas

Critério diagnoéstico para alteracdo nao patogénica

CNVs herdados de pais ndo-afetados fenotipicamente e néo relatados
na literatura como tendo relacdo com o quadro clinico do paciente. CNVs
conhecidos como benignos pelos bancos de dados disponiveis.

Critério diagnostico para alteracdo possivelmente patogénica

CNVs néo herdados e que apresentam relacdo com o quadro clinico do

paciente de acordo com a literatura.

Critério diagnostico para normal:

Pacientes que néo tiveram alteracdo na andlise por microarray ou que

apresentavam CNVs reportados na literatura como polimorfismos.

4.2. TERMO DE CONSENTIMENTO
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Os responsaveis pelos pacientes do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, aceitando participar da pesquisa de
“Investigagcao da etiologia do retardo mental sindromico.” Todos permitiram a
coleta do sangue da crianca e se preciso dos pais, para a realizacao da analise
de microarray e a publicacdo dos dados e fotos dos pacientes em reunifes e

publicacdes cientificas( Anexo 1).

Esse trabalho foi aprovado do pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (Anexo ).

4.3. AVALIACAO CLINICA E COLETA.

Os pacientes foram avaliados pela Equipe de Genética Clinica do
ambulatério de genética do HUB, sendo realizada anamnese completa,
incluindo o heredograma com, no minimo, trés geracdes e exame fisico
detalhado, procurando avaliar o desenvolvimento cognitivo e descrever as
caracteristicas fenotipicas. Foram coletadas amostras de sangue (4mL) dos
pacientes, que apresentavam cariétipo normal, em tubo contendo EDTA para a
realizacdo da analise por microarray. Foi solicitada coleta de sangue em EDTA
dos pais, quando a analise por microarray apresentou-se alterada.

Os pacientes foram selecionados para o estudo com base na anamnese
e exame fisico detalhados, sendo priorizados aqueles portadores de deficiéncia
intelectual associada a malformacdes importantes, como defeito de membros e

defeitos cardiacos ou dismorfias faciais, como sugerido por De Vries (2001).

4.4 EXTRACAO DO DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir do sangue periférico pelo método
Puregene “Salting out”. Este método é dividido em etapas, sendo a primeira de
lise celular, onde foi utilizado 5mM de cloreto de magnésio, 1mM EDTA pH 8.0
em uma reacdo; 10mM de tripsina pH 7.5, 1ImM EDTA pH8.0 e 1% sodio
dodecilsulfato( SDS) em outra. Para cada reacédo a solucédo foi centrifugada a
3400 rpm por 10 minutos. Para a segunda etapa utilizou-se 1 ml da solucao de
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precipitacdo de proteina ao lisado celular. Esta solucdo contéem 7,5M de
acetato de amonia. Centrifugou-se a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas

precipitadas formam um pellet marrom escuro e compacto.

Na etapa de precipitagdo de DNA, o sobrenadante foi transferido para
um tubo falcon contendo 3ml de isopropanol. O tubo foi invertido lentamente
até que se formasse um novelo de DNA. A reacdao foi centrifugada a 3400 rpm
por 3 minutos. Retirou-se o0 sobrenadante, e adicionou-se 3ml de etanol
absoluto. A reacgéo foi novamente centrifugada. Depois disso, drenou-se o tubo
e deixou-se 0 DNA secar a temperatura ambiente por 15 minutos. Na ultima
etapa, acrescentou-se ao tubo com o DNA, 200-250 pl de tampéo tripsina/
EDTA 1 vez, que resultou em uma concentracdo aproximada de 400 ng/ul. O
DNA foi armazenado a 2-8°C.

O DNA obtido foi quantificado no espectrofotometro Nanodrop (Thermo
Scientific)

4.5 ANALISE CROMOSSOMICA POR MICROARRAY

As amostras foram investigadas quanto a presenca de alteracdes
cromossOmicas por CMA, utilizando a plataforma CytoScan 750K (Affymetrix).
Essa plataforma possui cerca de 750.000 sondas, sendo 200.000 SNPs que
permitem uma alta resolucéo, tanto de variacbes no numero de copias quanto

de perda de heterozigose.

A técnica de CMA permite analisar microdelec6es ou microduplicacdes,
simultaneamente, em milhares de sequéncias alvo do genoma. Esta técnica
utiliza como alvo de hibridacdo um conjunto de sondas (oligonucleotideos),
com localizagcdo previamente conhecida nos cromossomos, organizados em
alta densidade em um chip (GeneChip®) de DNA. Essa tecnologia é uma das
mais sensiveis na deteccdo de CNVs, sendo caracterizada por apresentar
microarranjos de DNA formados por 550.000 sondas ndo polimérficas para
CNVs de regides codificantes e n&do codificantes do genoma humano, cobrindo
uma distancia média de 4.1 Kb, e cerca de 200.000 sondas de SNPs. O

sistema todo inclui os oligonucleotideos pré-arranjados em GeneChip®,
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conjunto de 38 reagentes diferentes, equipamentos para hibridizacéo, lavagem,
coloragéo, leitura e visualizagdo dos microarranjos, e programa computacional
necessario para a identificacdo dos SNPs e das CNVs. Um diferencial desta
plataforma, é que é possivel analisar, tanto numero de cépias alelo-especificas
guanto gendtipos de SNPs. Além disso, ela confirma independentemente as
variacdes no numero de copias com informacdes alélicas de SNPs. Tudo isso
garante que essa tecnologia de microarray tenha uma das mais abrangentes e
relevantes coberturas de genes constitucionais em um unico array. Assim, ha
uma cobertura de 100% dos genes constitucionais do The International
Standards For Cytogenomic Arrays Consortium (ISCA) disponivel em
https://www.iscaconsortium.org, cobrindo ainda, cerca de 83% dos genes do
OMIM® e mais de 36.000 genes do RefSeq (NCBI Reference Sequence
Database).

Para a realizacdo deste experimento, o DNA gendmico (250 ng) extraido
dos pacientes e de seus respectivos pais bioldégicos mais um controle negativo
e um controle positivo (fornecido pela Affymetrix, EUA), foi digerido pela enzima
de restricdo Nspl, seguindo as recomendacgdes do fabricante (Affymetrix, EUA).
Depois de digeridas, as amostras foram ligadas a adaptadores. Em seguida,
um iniciador universal que reconhece a sequéncia do adaptador ligado ao DNA
gendmico foi utilizado para amplificar as sequéncias obtidas por meio de PCR

(Polymerase Chain Reaction).

As condicbes da PCR foram otimizadas para amplificar
preferencialmente fragmentos de 150 a 2.000 pb de comprimento, que foram
confirmados posteriormente em gel de agarose a 2%, corado com brometo de
etidio, e submetido a um campo elétrico com voltagem constante de 10V/cm
por 1 hora . Em seguida, estes produtos foram purificados, utilizando-se
nanoparticulas magnéticas e quantificados no espectrofotdmetro Nanodrop™
2000c (Thermo Scientific, EUA). O passo seguinte foi a fragmentacdo das
amostras purificadas em 50-200 pb, que em seguida foram confirmados em um
gel de agarose a 4% e submetido a um campo elétrico com voltagem constante
de 10V/cm, por 1h. Os fragmentos de DNA com 50-200 pb foram revelados
pela coloracdo do gel com solucdo de brometo de etideo (5mg/mL).

Posteriormente, a imagem foi capturada utilizando-se o sistema de video-
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documentacédo ImageMaster®VDS — Video-documentation System (Pharmacia
Biotech, EUA).

Seguindo o protocolo, os fragmentos de DNA foram marcados por
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase e entdo aplicados no Affymetrix
GeneChip® e hibridados por 16-18 horas a 50°C e 60 rpm no GeneChip®
Hybridization Oven 645 (Affymetrix, EUA). Os chips foram entdo, lavados e
corados na GeneChip® Fluidic Station 450 (Affymetrix, EUA), onde as sondas
hibridizadas séo ligadas a elementos essenciais (estreptavidina, ficoeritrina -
SAPE e anticorpo biotiniladoantiestreptavidina) para a geracdo da
fluorescéncia, durante a leitura dos GeneChip® com o laser. Os chips s&o
entdo, escaneados no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix, EUA),
operados pelo Affymetrix GeneChip® Command Console (AGCC, Verséao
4.1.2). A partir dai sao gerados arquivos “.CEL”, que sdo convertidos em
arquivos “CYCHP” pelo software de analise Affymetrix® Chromosome Analysis
Suite v2.1 (ChAS) que combina os dados das fluorescéncias de cada sonda,
representando cada regido do genoma humano, com os disponiveis no banco
de dados NetAffx® Genomic Annotation file NA33.1 (Hg19). Este sistema de
comparacao de hibridizacdo contém informacfes atualizadas dos bancos de
dados genbmicos Database of Genomic Variants (DGV), OMIM® e RefSeq e
tornam possivel visualizar e analisar as alteragcbes cromossdmicas
(duplicacbes, delecbes, CNVs, mosaicismo, perda de heterozigosidade) ao
longo do genoma de cada amostra. Todo este procedimento leva de 4 a 5 dias
para ser concluido e foram corridas 16 amostras por reacdo. Uma
esquematizacdo das realizacbes de cada um dos passos descritos esta
representada na Figura 5.
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Figura 5. Resumo das etapas da técnica de SNP array pela plataforma CytoScan (Affymetrix). A
primeira etapa € a amplificacdo por PCR e purificagdo do DNA extraido, seguida pela marcacéo e
hibridacdo, posteriormente ligacdo ao fluorocromo e por ultimo captura do sinal para a
comparacdo com o banco de dados.Adaptada do site do laboratdrio Affymetrix.

A andlise dos dados gerados pela hibridacdo do genoma de todos os
pacientes e de seus pais biolégicos foi realizada com a utilizacdo do
Affymetrix® Chromosome Analysis Suitev 2.1 (ChAS) Software. Foram fixados
como filtros: 30 sondas (aproximadamente 120 Kpb), para detectar duplicacbes
cromossOmicas, e 15 sondas (aproximadamente 60 Kpb) para detectar
delecdes (inclusive em mosaico), seguindo sugestdo do fabricante. Os dados
gendmicos s6 foram analisadas apds terem passado pelos controles de
qualidade do software. Todas as alteracbes no niumero de cOpias registradas
pela filtragem foram rigorosamente analisadas e os ruidos (alteracGes
encontradas em regides cobertas por menos de 75% de sondas) foram
descartados deste estudo. Além disso, as CNVs encontradas foram
comparadas também com banco de dados de individuos com sindromes
genéticas conhecidas, como Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans using Ensembl Resources (DECIPHER), disponivel em
https://decipher.sanger.ac.uk/application/, e com as alteragbes no genoma de
seus pais biolégicos. Elas foram classificadas como patogénicas,

possivelmente patogénicas, neutras e de significado desconhecido, de acordo
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com o proposto por Miller et al. (2010). Foram coletadas Informagdes como:
tipo (delecdo ou duplicacdo), extensao da CNV, numero de cépias envolvidas,
cromossomo e banda cromossdmica, tamanho e ndmero de marcadores e
genes envolvidos nas alteragdes.

A interpretacdo clinica de um resultado de CMA precisa comparar as
alteracbes gendmicas encontradas com as variagbes normais descritas
previamente no genoma humano por pesquisadores de todo o mundo e
registradas nos bancos de dados gendmicos sobre polimorfismos genéticos
(http://www.gdb.org/;  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) ou comas
dele¢bes, duplicacdes relacionadas a fenétipos especificos como registradas
no DECIPHER.


http://www.gdb.org/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram investigadas alteracbes cromossOmicas pela
analise cromossd6mica por microarray em 50 pacientes com DI/ ADNPM
associada a dismorfias ou malformacdes. Foram identificadas alteragbes em 18
pacientes como mostra a Tabela 4. Desses pacientes, 9 sdo do sexo masculino
e 9 do sexo feminino.

As alteracbes foram classificadas considerando-se o tipo de
alteracao (delecéo, duplicacao), tamanho, genes contidos, padrao de heranca e
informacgédo do banco de dados de alteracdes patogénicas e nao patogénicas,

conforme recomendacdes da literatura (Miller, 2010).
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Paciente

Sexo

Regiao
alterada

Tamanho

Heranga

Classificagao

Principais genes
envolvidos/
oMIM

Caracteristicas Clinicas

del
6p24.3/dup
10p12.21-
p13.3

5Mb/21Mb

De novo

Patogénica

FOXC1/ 602482

ADNPM, face triangular, hipoplasia de face média,
fontanelas, amplas, aparente hipertelorismo, raiz
nasal baixa e ampla, ponte baixa, narinas
antevertidas, lingua protusa, palato alto e estreito,
pectus escavatum, "pads" em quirodctilos, primeiros
quirodactilos alargados e de implantacéo proximal,
unhas hipoplésicas, clinodactilia de quintos
quirodactilos, anus anteriorizado. Alteracdes
oftalmolégicas: pupilas distopicas e deformadas de
forma obliqua, acentuada hipoplasia do epitélio
pigmentar retiniano. Malformacéao de Dandy-Walker.
HD: Sindrome de Axenfeld Rieger.

trip Xp11.22

63Kb

Paterna

Vous

HUWE1

DI, testa abaulada, sobrancelhas grossas e
arqueadas, estrabismo divergente, boca reta, filtro
médio, palato alto, aparente fusdo entre incisivo e
canino inferior direito. Mamilos extranumerarios
bilateralmente na linha mamaria, prega Gnica em méo
direita, dedos afilados, membros proporcionados,
presenca de mancha acastanhada no membro inferior
direito e dimple sacral
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del 7g31.1

1,18 Mb

De novo

Patogénica

IMMP2L

DI, tendéncia a obesidade, nariz curto e antevertido,
raiz nasal muito baixa, epicanto bilateral, filtro curto,
marcado. Labio superior em tenda, tendéncia a ficar
de boca entreaberta, deixando antever os incisivos
centrais, palato alto, retrognatia, orelhas com hélices
pouco dobradas, pequenas e rodadas para tras.

del 7g11.23

1.4 Mb

De novo

Patogénica

194050

DI, microcefalia, microrretrognatia, palato alto e
estreito, sobrancelhas arqueadas e grossas, nariz
pequeno,filtro longo, orelhas arredondadas, membros
proporcionados, cubito valgo, prega transversal em
mao direita,quinto dedo curto com uma Unica prega de
flexdo, mdo esquerda com pregas normais, quinto
dedo curto e com pregas de flexdo, pés com
cavalgamento do quinto pododactilo sobre o quarto e
baixa estatura. HD: Sindrome de Williams

dup X p11.23

6.6 Mb

Vous

SHOX

DI, microcefalia, fendas palpebrais discretamente
obliquas ascendentes, labios grossos, dentes
desalinhados, palato fundo, méos e dedos longos,
pectus ligeiramente escavatum, habitus longilineo
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dup 11p15

2.0 Mb

De novo

Vous

IGF-2

ADNPM, epicanto bilateral, fendas palpebrais
discretamente obliquas ascendentes, derméide pré-
auricular a direita, dermdide bulbar lateral em olho E,
hérnia umbilical.

dup 7p22.3-
22.1

6,7 Mb

De novo

Patogénica

TWIST/ ACTB,
RNF216L, FSCN1

DI, macrocrania, achatamento antero-posterior, fronte
olimpica, hipertelorismo, fontanela anterior aberta,
assimetria facial, paralisia facial direita, lingua protusa,
nariz largo, orelhas com implantagéo baixa, pequenas
e rodadas para tras, escoliose lombar e abaulamento
de flanco direito, testiculos retrateis.

del 17q11.2

900 Kb

De novo

vous

FOXN1

ADNPM, protusdo occipital, retrognatia, fenda
palatina, raiz nasal baixa, nariz curto e pequeno

del 10g22-23

7,7Mb

Patogénica

PTEN/ BMPR1A

Dl,fendas palpebrais pequenas, obliquas
ascendentes, nariz bulboso, protusdo de arcada
dentaria superior, habitus longilineo

10

del 12p13

(mosaico)

2.9 Mb

De novo

Patogénica

ELKS/ERC1

DI, orelhas em abano, hélices sobredobradas, face
pequena, fendas palpebrais pequenas e voltadas para
baixo,raiz nasal alta, palato alto e estreito, retrognatia,
dentes com implantacdo irregular, membros
proporcionados, ndo tem desenvolvimento mamario,
quinto dedo curto e curvo ( clinodactilia) com 1 prega
de flexdo Unica em quinto dedo E.

11

del Xp11.3

200 Kb

De novo

Patogénica

NDP/310600

ADNPM, hipotelorismo ocular, microftalmia, auséncia
de reflexo fotomotor direto e consensual. HD:
Sindrome de Norrie.
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12

dup 1p31.3/
del 4935.2

100Kb/377Kb

Materna
e
paterna

Possivelmente
benigna

ADNPM, nariz com raiz e ponte altas, retrognatia,
implantacdo baixa de orelha esquerda, orelhas
rodadas para tras, prega transversal em mao direita,
hipertrofia de glandulas mamarias.

Del Xp 22.33

9.4MB

Patogénica

SHOX

DI, baixa estatura, face arredonada, mesomelia,
deformidade de Madelung

14

dup 2p16.2/
del 4922.3

500Kb/200Kb

VOUS

SMEK2/ EFI4E

ADNPM,edema periorbital bilateral, narinas amplas,
palato ogival, hipoplasia de face média, pele
marmorata, prega palmar transversal em mao
esquerda e de transicdo em méo direita, bolsas
testiculares hipoplasicas

15

del 1g31.2

1.2 Mb

De novo

Possivelmente
patogénica

PTPRC

DI, estrabismo convergente, orelhas em abano,
clinodactlia dos quintos quirodactilos

16

del 22q11.21

3.1 Mb

De novo

Patogénica

192430/188400

DI, nariz adunco, sem hipoplasia de asas nasais,
palato alto, micrognatia, sobredobramento de hélices,
orelhas pequenas, dedos longos, clinodactilia de
quintos pododactilos. H.D:Sindrome
Velocardiofacial/ Di George..

17

del 11p13.12

5 Mb

De novo

Patogénica

PAX6/WT1

ADNPM, microbraquicefalia, orelhas com baixa
implantacéo, aparente hipertelorismo, raiz nasal baixa,
narinas antevertidas. Dentes pequenos, com quedas
em face oclusal. Fenda palatina pds-forame incisivo,
com uvula bifida. Pesco¢o algo encurtado. Térax
simétrico. Hiperconvexidade de unhas de méos e pés.

18

del 89g21.3-
22.1

9,3 Mb

De novo

Patogénica

608156

DI, fronte em quilha, face arredondada, olhos grandes,
sobrancelhas lateralizadas, ptose palpebral bilateral,
aparente hipertelorismo, raiz nasal baixa, ponta do
nariz com sulco mediano, filtro longo com sulco pouco
visivel, boca pequena com mucosas finas, queixo
pequeno, pé torto redutivel, hérnia umbilical, dimple
sacral. H.D:Sindrome de Nablus.
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Paciente 1

A paciente 1 (Figura 6), avaliada com 1 més de vida, apresentava atraso
de desenvolvimento neuropsicomotor importante, face triangular, hipoplasia de
face média, fontanelas amplas, hipertelorismo ocular, fendas horizontais, raiz
nasal baixa e ampla, ponte baixa, narinas antevertidas, lingua protusa, palato
alto e estreito, pectus escavatum, primeiros quirodactilos alargados e de
implantacéo proximal, unhas hipoplasicas, clinodactilia de quintos quirodéctilos,
anus anteriorizado. A ressonancia magnética de cranio evidenciava
hidrocefalia, malformacdo de Dandy-Walker. A avaliacdo oftalmologica
mostrava pupilas distopicas e deformadas de forma obliqua, acentuada
hipoplasia do eptélio pigmentar retiniano. A ecografia de abdome revelava

ectasia da pelve renal a esquerda .

Figura 6. Paciente 1. Paciente com hipertelorismo ocular, raiz nasal baixa, narina antevertida e protusao lingual.

A andlise por microarray dessa paciente mostrou del 6p,
arr(hg19)6p24.3(158,074-5,218,458)x1 (Figura 7) e dup10p,
arr(hg19)10p12.21-p13.3 (100,047-21,480,387)x3 (Figura 8). A delegcédo 6 p é
de cerca de 5Mb e engloba o gene FOXC1 (Forkhead Box Cl) que esta
relacionado a sindrome de Axenfeld-Rieger tipo 3 (OMIM #602482) que € um
desordem autossdmica dominante caracterizada por anormalidades das
estruturas do segmento anterior do olho, como anomalia de Peters, hipoplasia
de iris, policoria, embriotoxo posterior ou aniridia. Algumas anomalias
sistémicas também podem estar associadas, como dismorfias faciais,
anormalidades dentérias, pele periumbilical redundante. Pacientes com essa
sindrome também tém um risco aumentado de desenvolver glaucoma e
cegueira progressiva pela morte das células ganglionares da retina (Rudnicka,
2006; Leske, 2007). O gene FOXC1 pertence a familia de fatores de
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transcricdo FOX que compartilha um dominio de ligagdo do DNA conhecido
como Forkhead, dominio que € importante para o desenvolvimento ocular
(Tumer, 2009). Os outros genes envolvidos nesse segmento acarretam
alteracbes cranio-faciais, esqueléticas, cardiacas, surdez e hidrocefalia. A
paciente apresentava também uma duplicacdo 10p de 21Mb, que abrange
muitos genes e provavelmente contribui para o fenétipo. No entanto nenhum
dos genes mapeados nesse segmento se destaca como tendo um papel
principal no quadro clinico da paciente. Em revisdo do cariotipo foi observado
tratar-se de translocagéo entre os cromossomos 6 e 10. Os pais da paciente

tinham cariotipo e CMA normais.
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Figura 7.Resultado da anélise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retdngulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hgl9)
6p24(158,074-5,218,458)x1.
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Figura 8.Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k

(Affymetrix). O retangulo azul representa o segmento duplicado, arr(hg19)10p12.21-p13.3
(100,047-21,480,387)x3.

Paciente 2

A paciente 2 (Figura 9), com 6 anos, apresentava atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor e dificuldade de aprendizado. Tinha as
seguintes caracteristicas fenotipicas: testa abaulada, sobrancelhas grossas e
arqueadas, estrabismo divergente, columela curta, boca reta, labios finos, filtro
meédio, palato alto, aparente fusdo entre incisivo e canino inferior direito,
mamilos extranumerarios bilateralmente na linha mamaria, prega Unica em mao
direita, dedos afilados, presenca de mancha acastanhada no membro inferior

direito, face medial, dimple sacral.

Figura 9. Paciente 2. Paciente com testa abaulada, sobrancelhas grossas e arqueadas, estrabismo convergente,
labios finos.
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A analise por microarray evidenciou que a paciente tem uma triplicacéo
de 60kb no brago curto do cromossomo X, arr(hgl9) Xpl1l.22 (53,556,870-
53,620,176)x4 (Figura 10), que contém o gene HUWE1. Os pais da crianga sdo
consanguineos e foram testados, sendo identificada duplicacdo dessa regido
no pai que é fenotipicamente normal. A mde ndo apresentou alteragdo na

analise por microarray.
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Figura 10. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan
750k  (Affymetrix). O retédngulo azul representa o0 segmento duplicado,
arr(hg19)Xp11.22(53,556,870-53,620,176)x4. Essa regi&o abrange parte do gene HUWEL.

O gene HUWE1 (HCECT, UBA e WWE) dominio proteina | codifica uma
proteina ligase envolvida na oncogénese. A superexpressdo desse gene
aumenta o supressor tumoral TP53 com sua subsequente degradacgéo (Yoon ,
2005).0 TP53 é implicado na manutencao do balanco entre a geracao continua
de neuroblastose e sua eliminacdo pela apoptose (Medrano, 2005). Niveis
reduzidos de TP53 acarretam anormalidades de desenvolvimento do sistema
nervoso central. Esse processo ocorre em parte pela superproducdo de
neurotransmissores(Yi, 2007).Além disso, a ubiquitinagdo e degradacdo
proteica sdo implicadas na funcdo neuronal e mutacdo em varias proteinas
envolvidas com a ubiquitinagdo tem sido relatadas na deficiéncia intelectual.

Disfuncdo do metabolismo da ubiquinase € uma marca em varias
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doencas neurolégicas como Parkinson e Huntington (Ross,2004;
Bennett,2007).0 HUWE1 é um gene dose-sensivel cuja superexpressao
resulta em déficit cognitivo em meninos. Mulheres portadoras da duplicacdo

desse gene sao normalmente portadoras saudaveis (Froyen, 2012).

Na literatura ha relatos de meninos com duplicacdo do gene HUWEL1
que apresentam deficiéncia intelectual, alteragcdo na linguagem, disturbio de
comportamento que pode variar de hiperatividade ao transtorno do espectro

autista e algumas dismorfias faciais leves.

Santos-Reboucgas, em 2015, descreveu uma menina com atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor e deficiéncia intelectual leve e algumas
dismorfias faciais: face triangular e achatada, prognatismo, raiz nasal alta, filtro
curto, palato estreito, dentes pequenos e quadrados, incisivos superiores
separados e pés cavos. A mae dessa paciente era fenotipicamente normal,
mas a analise por microarray evidenciou que a mae era portadora da
duplicacdo. Nessa paciente afetada foi observado um desvio de inativacdo do

cromossomo X.

Nesse mesmo estudo foi relatado um menino afetado que apresentava a
duplicacdo HUWE1 cuja mée era portadora dessa duplicacdo e apresentava
deficiéncia intelectual leve. Nessa mae também foi comprovado o desvio de

inativacéo do X.

Froyen em 2012 analisou uma familia com quatro copias de parte do
gene HUWEL, porém, a regido detectada nao foi correlacionada a deficiéncia
intelectual por haver homens portadores dessa alteragdo que eram saudaveis.
Foi entdo caracterizada uma variacdo polimorfica que é caracterizada por um
ganho parcial do gene HUWEL que deve ser distinguida da regido Xpl1.22

incluindo o HUWEL1 que causa deficiéncia intelectual (Figura 11).
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Figura 11. Vis&o geral das 12 microduplicagdes nédo-recorrentes e 4 microduplica¢cdes recorrentes
do Xpll.22. A regido em amarelo corresponde ao polimorfismo ndo patogénico (adaptada do

American Journal of Human Genetics, 2012).

Nesse mesmo estudo foi identificada uma regido minima comum de 228
Kb que comeca em 53,501,669 e termina em 53,729,682 e inclui o gene
HUWEL, cuja superexpressdo sugere fortemente estar relacionada com a

deficiéncia intelectual dos pacientes analisados (Figura 12).



51

UcsC  s53476%0 53,555kh 53,575kb _ 53,639kb 5154340 53.668%D
“018 « < » o« ’.‘ m > o > o »
HSO1TB10  S'req2 Jregd  Yrege SUTRY intr 81 intr 74 exon4s  exon29 nir 28 exon28 mtr 3
aPCR I N ¥ oo v ¥ J
- - - - + + + + + - - -
m Recurrent partial HUWE 1 copy number gan I —_—
29kb 26kd
TcMAR-Tiggee-Dist Mr-98 Lel-74-2 TcMAR Tigger-Prox
genes s
HSD17810 HUWET

Figura 12. Em azul esta representada a regido comum do HWEL, que inclui o intron 28 desse gene
e é fortemente sugerida como causa de deficiéncia intelectual quando ha aumento do nimero de
coOpias (adaptada do American Journal of Human Genetics, 2012).

Paciente 3

O paciente 3 (Figura 13), aos 9 anos, apresentava atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor, especialmente na fala, dificuldade escolar,
distarbio de comportamento (agressividade, pouca interacdo social), tendéncia
a obesidade, sinofre, nariz curto e antevertido, raiz nasal muito baixa, epicanto
bilateral, filtro curto bem marcado, boca em tenda, tendéncia a ficar de boca
entreaberta deixando os incisivos centrais aparentes, palato alto, retrognatia,

orelhas com hélices pouco dobradas, pequenas, rodadas para tras.

Figura 13. Paciente 3. O paciente apresenta sinofre, narinas antevertidas e, boca em tenda.

A andlise por microarray do paciente 3 evidenciou dele¢do 7q de 1Mb,
arr(hg19)7931.1(109,427,542-110,607,579)x1(Figura 14), que contém o gene
IMMP2L (IMP2 inner mitochondrial membrane protease-like) que codifica a

unidade 2 de uma peptidase de membrana interna mitocondrial que é
requerida para processar o citocromo cl e estabilizar a expressdo do IMP1
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gue é a protease requerida para processar o pré-COXIl (citocromo oxidase C,
subunidade 1) e i-citocromo b2. Essas proteinas mitocondriais tém sido
relacionadas com desordens neurodegenerativas (Nunnari, 1993).
Consequentemente um defeito do IMMP2L pode induzir a apoptose por uma
hiperatividade mitocondrial (Bertelsen, 2014) ou pode afetar a mielinizacao
(Barateiro, 2012).As disfungBes mitocondriais sdo associadas a Varias

desordens humanas, incluindo alteragdes neuropsiquiatricas (Fonbonne,2005).
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Figura 14. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan
750k  (Affymetrix). O retdngulo vermelho representa o segmento deletado.
Arr(hg19)7931.1(109,427,542-110,607,579)x1, que abrange o gene IMMP2L, responsavel

pela sindrome de Tourette.

Recentemente estudos de ligagdo mostraram que delecao envolvendo o
gene IMMP2L no gene 7g31.1 esta associada com desordens do espectro
autista, déficit de atencdo e hiperatividade, além da sindrome de Tourette
(Gimeli, 2012). Os pacientes com essa alteragéo apresentam dismorfias, atraso
de desenvolvimento neuropsicomotor e de linguagem, epilepsia e microcefalia.
Em resumo, a delegéo parcial do IMMP2L pode agir como um fator de risco
para doencas neuroldgicas.E possivel que a penetrancia dessa delecéo seja
incompleta porque podem ser herdadas de pais ndo afetados. A analise por

microarray dos pais desse paciente foi normal.
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Paciente 4

A paciente 4 (Figural5), primeiramente avaliada aos 7 anos, tinha atraso
de desenvolvimento neuropsicomotor, microcefalia, microretrognatia, palato
alto e estreito, sobrancelhas arqueadas e grossas, nariz pequeno, filtro longo,
orelhas arredondadas, membros proporcionados, cubito valgo, prega
transversal em mao direita, quinto dedo curto com uma Unica prega de flexao,
mao esquerda com pregas normais, quinto dedo curto e com pregas de flexao,
pés com cavalgamento do quinto pododactilo sobre o quarto e baixa estatura.

Ecografia renal evidenciava agenesia renal esquerda.

Figura 15. Paciente 4. Paciente com sindrome de Williams. A) Paciente aos 7 anos de idade sem as
caracteristicas tipicas da sindrome de Williams. B) Paciente aos 13 anos, ja apresentando
caracteristicas fenotipicas da sindrome de Williams: arcada supraciliar proeminente, ponte nasal

achatada, hipoplasia malar, bochechas cheias, macrostomia.

A analise por microarray dessa paciente mostrou uma delecdo 7q,
arr(hg19)7911.23(72,718,123-74,146,927)x1(Figura 16) com cerca de 1.4 Mb,
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gue corresponde a regido da sindrome de Williams-Beuren (OMIM#194050)
que é caracterizada por deficiéncia intelectual, baixa estatura, estenose
supravalvar aortica e dismorfias faciais tipicas: fronte ampla, sobrancelhas
alargadas, arcadas supraciliares proeminentes, estrabismo, iris estrelada,
ponte nasal achatada, hipoplasia malar com bochechas cheias, l4bios

espessos, filtro longo, queixo pontudo e boca alargada.
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Figura 16. Resultado da analise cromossGmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retdngulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hgl19)7q11.23(72,718,123-
74,146,927), que corresponde a sindrome de William-Beuren.

Essa paciente teve hipotireoidismo congénito, diagnosticado
tardiamente e pode ter contribuido para atenuar as caracteristicas tipicas da
sindrome de Williams quando paciente era mais jovem (Figura 15A). Antes da
realizacdo do array ndo houve essa suspeita diagnostica. Os pais ndo tiveram
alteracdo pela analise de microarray.
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Paciente 5

A paciente 5 (Figura 17), com 9 anos, apresentava deficiéncia
intelectual, orelhas em abano, hélices sobredobradas, face pequena, fendas
palpebrais pequenas e voltadas para baixo, raiz e dorso nasal altos, palato alto
e estreito, retrognatia, dentes irregulares, clinodactilia de quinto quirodactilo
bilateralmente, hemangioma em couro cabeludo em regido occipito-parietal,
heterocromia em membros inferiores. Ecocardiograma: pequena dilatacdo de

artéria pulmonar.

Figura 17. Paciente 6. Apresenta fendas palpebrais voltadas para baixo, raiz e dorso nasal

elevados, dentes desalinhados e heterocromia em membros inferiores.

Essa paciente tem uma delecdo 12p com cerca de 3MB, arr(hgl9)
12p13(1-3,959,963)x1 (Figura 18) em mosaico. A delecdo 12pl3 € uma
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alteracdo rara e tem sido descrita em alguns pacientes com deficiéncia
intelectual, distarbio de comportamento e apraxia da fala (Thevenon, 2013).
Algumas dismorfias podem ser encontradas em pacientes com essa delecéo
como microcefalia, epicanto, hipotelorismo, implantacdo baixa de orelhas com
lobos grossos e antevertidos, narinas alargadas, filtro naso-labial marcado,
dentes irregulares e ma-oclusao dentaria, face miopatica, hipotonia, frouxidao

ligamentar e hérnia umbilical.

Thevenon et al em 2013 apontou uma regido de cerca de 260 kb contida
na regido 12p13 e que abrange o gene ELKS/ERC1 como sendo a causa das

alteracdes neurolégicas em pacientes com essa delegéo (Figura 18).
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Figura 18. Resultado da analise cromoss6mica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retdngulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hgl9) 12p13(1-
3,959,963)x1, que contém o gene ELKS/ERC1.
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Figura 19. Representacdo da regido correspondente ao gene ELKS/ERC na regido 12p13.
(Thevenon, 2013)

E interessante notar que a paciente apresenta um padrdo de
heterocromia em membros inferiores, comumente encontrado em pacientes

com mosaicismo somatico.
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Paciente 6

A paciente 6 (Figura 20), com 12 anos, apresentava dificuldade de
aprendizado, microcefalia, fendas palpebrais discretamente obliquas
ascendentes, labios grossos, dentes desalinhados, palato fundo, méos e dedos
longos, pectus ligeiramente escavatum e habitus longilineo. Tomografia

computadorizada de cranio, ecocardiograma e ecografia de abdome normais.

Figura 20. Paciente 6. Paciente apresenta microcefalia, fendas palpebrais obliquas
ascendentes, habitus longilineo
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Essa paciente apresenta uma duplicagdo de cerca de 650 kb no gene
SHOX:arr (hg19) Xp11.23(377,906-1,039,207)x3 (Figura 21).
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Figura 21. Resultado da andlise cromossOmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo azul representa o segmento duplicado, arr(hgl9) Xp11.23(377,906-
1,039,207)x3, que abarca o gene SHOX.

Duplicacbes do gene SHOX estdo relacionadas com a sindrome de
Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser que é caracterizada pela aplasia dos ductos
mulerianos em pacientes do sexo feminino com cariétipo normal e genitalia
externa feminina. A maioria dos casos é de ocorréncia esporadica. Essa
alteracdo, em geral, ndo esta relacionada a deficiéncia mental. Os pais dessa
paciente ndo foram testados.
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Paciente 7

O paciente 7 (Figura 22), com 2 meses de idade, apresentava atraso
de desenvolvimento neuropsicomotor, epicanto bilateral, fendas palpebrais
discretamente obliguas ascendentes, dermdéide bulbar lateral em olho
esquerdo, dermdide pré-auricular a direita, boca em tenda, hérnia umbilical.
Avaliacdo oftalmologica: aniridia em olho direito, aniridia em olho esquerdo,
catarata polar anterior, dermdide bulbar temporal, hipoplasia de nervo 6ptico a
esquerda. Ecocardiograma: foramen oval patente e discreta estenose supra-

valvar pulmonar e de ramos pulmonares. Ecografia de abdome normal.

Figura 22. Paciente 7. Paciente apresenta dermdide epibulbar lateral de olho esquerdo
,dermaéide pré-auricular a direita.

A andlise por microarray desse paciente detectou duplicacdo 11p, de
cerca de 200kb, arr(hgl9)11p15(1,977,518-2,181,840)x3 (Figura 23) que
corresponde parcialmente a regido causadora da sindrome de Beckwith-
Wiedemann. O paciente ndo possui macrossomia, macroglossia e assimetria
corpérea que sdo descritas nessa sindrome. Portanto, a duplicacdo desse
segmento ndo deve ser suficiente para causar o quadro de sindrome de
Beckwith-Wiedemann e nao temos como afirmar se a alteracdo € ou nao
patogénica. Curiosamente o paciente apresenta aniridia que, em geral, esta

relacionada ao gene PAX6 que se localiza na regido 11p13 (31,806,339-


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr11:31806339-31839508&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
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31,839,508), que apesar de prOxima, ndo esta dentro da regido deletada

identificada pela analise de microarray.
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Figura 23. Resultado da analise cromoss6mica por microarray na plataforma Cytoscan 750k

(Affymetrix@). O retdngulo azul representa o segmento duplicado Arr(hgl9) 11p15(1,977,518-
2,181,840)x3

Os pais desse paciente tiveram analises por microarray normais.
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Paciente 8

O paciente 8 (Figura 24), com 7 anos, apresentava ADNPM/DI
macrocrania, achatamento antero-posterior do cranio, fronte olimpica,
hipertelorismo ocular, columela curta, assimetria facial, orelhas de implantacao

baixa e escoliose. Tomografia computadorizada do cranio normal.

Figura 24. Paciente 8. Paciente apresenta macrocrania, achatamento antero-posterior do cranio,
fronte olimpica, hipertelorismo ocular, columela curta, assimetria facial, orelhas de implantacéo
baixa, escoliose.

A analise por microarray do paciente revelou duplicacdo 7p grande de
cerca de 6.7 Mb, arr(hgl19) 7p22.3-22.1(43,376-6,784,014)x3 (Figura 25).Essa
regido contém o gene TWIST, que codifica o fator de transcricdo da proteina da
familia helix-loop-helix, que desempenha um papel importante na determinacao
das células mesodérmicas).O gene TWIST, em particular, estd envolvido na
ossificacdo que ocorre durante a formacgédo frontal, parietal e malar (Chen,
1995; Borgeois,1998). Haploinsuficiéncia do TWIST tem sido associada com a
sindrome de Saethe-Chotzen que é caracterizada por craniossinostose, face
achatada, nariz longo e pontudo, Orbitas rasas, plagiocefalia, orelhas pequenas
e rodadas posteriormente, com crus longa e proeminente, fenda palatina, e
anormalidades das maos incluindo sindactilia do segundo e terceiro

quirodactilos, falanges distais bifidas, defeitos cardiacos congénitos e
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contratura dos ombros e joelhos. Na duplicagdo 7p ocorre o atraso de
fechamento de fontanela que é o oposto da craniossinostose que € encontrada

na delecado 7p (el Ghouzzi, 1997).

Outros genes presentes nessa regido sdo o ACTB, RNF216L e o
FSCN1. O gene ACTB codifica uma b-actina que € um componente essencial
do citoesqueleto celular e € um forte candidato as dismorfias cranio-faciais
associadas ao segmento 7p22.1. O gene RNF216L codifica uma proteina
ligase da ubiqutina E3 expressa no tecido cerebral durante o desenvolvimento
e esta associada a regulacdo de fatores de transcricdo como o p53. Os
complexos ubiquitina-ligases estédo relacionadas com doencas
neuropsiquiatricas como transtorno bipolar, esquizofrenia, autismo, deficiéncia
intelectual, Parkinson e sindrome de Angelman. O gene FSCN1 codifica a
fascina,uma proteina envolvida no crescimento e desenvolvimento neural. Ela é
expressa em células dendriticas, células epiteliais, células gliais e neurénios e
desempenha um papel critico no funcionamento das células dendriticas e no

estabelecimento dos circuitos neuronais (Goitia,2015).
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Figura 25. Resultado da andlise cromossOmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retdngulo azul representa o segmento duplicado, arr(hg19) 7p22.3-3p22.1(43,376-
5,784,014)x3.

Pacientes com a duplicacdo 7p apresentam um espectro fenotipico que
inclui: dismorfias cranio-faciais, braquicefalia, atraso de fechamento das

fontanelas, hipertelorismo ocular, orelhas largas e protusas, depressdo da
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ponte nasal, boca pequena com comissuras labiais voltadas para baixo, palato
alto e arqueado, micrognatia, baixo peso ao nascimento, criptorquidia, defeito
cardiaco, luxacdo de quadril, hipotonia, deficiéncia intelectual e autismo.
(Mégarbané, 2001).

Paciente 9

A paciente 9 (Figura 26), com 13 anos, apresentava atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor, dificuldade de aprendizado, microcefalia,
fendas palpebrais obliqguas ascendentes, hipertelorismo ocular, nariz bulboso,
protusdo da arcada dentaria superior, orelhas de implantacdo baixa, méos e

pés grandes, habitus longilineo.

Figura 26. Paciente 9. Apresenta microcefalia, hipertelorismo ocular, nariz bulboso, habitus

longilineo.

A analise por microarray dessa paciente mostrou uma dele¢do no brago
longo do cromossomo 10 de 7,7 Mb, arr(hgl9)10g22.3(81,439,533-
89,142,185)x1 (Figura 27). regidao envolve o gene PTEN responsavel pela
sindrome de Cowden e Bannayan-Riley-Ruvalcaba e o gene BMPR1A que

causa a sindrome da polipose juvenil. Essa paciente ndo possui caracteristicas
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clinicas da sindrome de Cowden que inclui macrocrania e triquelomas cutaneos

e nem de Bannayan-Riley-Ruvalcaba, como manchas hipercrémicas.
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Figura 27. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k (Affymetrix).
O retangulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hg19)10g22.3(81,439,533-89,142,185)x1 que
abrange o gene da polipose juvenil BMRP1A.

A Polipose Juvenil €& uma desordem autossémica dominante
caracterizada pelo desenvolvimento de mdultiplos pdlipos hamartomatosos no
trato gastrintestinal. (Chow, 2005; Haidle, 2011). Portadores de muta¢gdes no
gene da Polipose Juvenil tém risco aumentado de neoplasia maligna
gastrointestinal. O gene responsavel € o BMPR1A (Bone Morphogenetic
Protein Receptor Type 1A) que codifica um receptor envolvido na via de

sinalizacdo BMP.

Balciuniene, em 2007, reportou o0 caso de 2 pacientes com delecédo do
gene BMPR1A, sem delecdo do PTEN e que apresentavam atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor, macrocrania e nao tinham evidéncia de

polipos.

Outras caracteristicas clinicas que podem estar presentes nos pacientes
com a delecdo 10g22.3-23.3 séo baixa estatura, maos e pés pequenos, ponta
nasal alargada, filtro longo, telecanto, orelhas hipoplasicas, cabeca pequena e
pele redundante no pescoco, hérnia umbilical pequena, hipoplasia de musculos
obliquos, vascularizacdo evidente em toérax e abdome, atraso de

desenvolvimento neuropsicomotor e de linguagem. N&o foi realizada analise
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por microarray dos pais porque paciente foi abandonada pelos pais e é cuidada
pela tia materna. No entanto, pelo tamanho e localizacdo da delecao, podemos

afirmar que trata-se de alteracdo patogénico.

Paciente 10

O paciente 10 (Figura 28), com 4 meses, apresentava atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor, especialmente na fala e algumas
dismorfias: bossa occipital, fendas palpebrais estreitas, raiz nasal baixa, boca

em tenda, orelhas de implantag&o baixa, retrognatia e fenda palatina.

Figura 28. Paciente 10. Paciente com bossa occipital, fendas palpebrais estreitas, raiz nasal
baixa, boca em tenda e retrognatia

A analise por microarray desse paciente mostrou uma delecao pequena
de apenas 9Kb, arr(Hg19) 17911.2(26,843,187-26,852,518)x1, em uma das
copias do gene FOXN1(Figura 29).0s pais ndo séo portadores da alteracdo. O
gene FOXN1 (Forkhead-class transcription factor) codifica um fator de
transcricdo que regula o desenvolvimento, diferenciagdo e funcdo das células
timicas epiteliais no timo pré e pés natal (Shakib, 2009; Su, 2003). Delecéo do
FOXN1na células epiteliais timicas, resultam em formacéo de cistos no timo,
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perda da arquitetura tridimensional do timo e redug¢do do numero de células
CD4+ e CD8+ maduras(Guo, 2011).

T0046_(CyloStanHD_Array).cyhd.cyehp: Gopy Nurnber State (segments) T
-\ |

10020_(CytoScanHD_Artay) cyhd cyehp: Weighted Log? Ratio

=-15
10046_{CytoScanHD_Array).cyhd.cychp: Copy Mumber State
=3

=]
10046_(CytoScanHD_Array).cyhd.cyehp: LOH (segments)

10046_(CyloStanHD_Array).cyhd.cyshp: Allele Peaks
L1s

26842kb 26843kh 26844kh 26845kh 26846kh 26847kb 26848kh 26849kb 26850kh 26851kb 26852kh 26853kh

Figura 29. Resultado da analise cromossOmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo vermelho representa o segmento deletado, arr(Hg19) 17q11.2(26,843,187-
26,852,518)x1 que inclui parte do gene FOXNL1.

O gene FOXNL1 é reponséavel pelo fen6tipo Nude em ratos. Determina
imunodeficiéncia combinada grave (SCID), causada por um defeito intrinseco
do timo, associado a alopecia congénita e distrofia ungueal. Foi reportado um
caso de um feto com fenétipo Nude/ SCID que apresentava defeito de tubo
neural (anencefalia e espinha bifida). Posteriormente foi relatado outro feto de
16 semanas com fendtipo Nude/SCID que apresentava defeito de septo
peltcido, agenesia de corpo caloso e alargamento da fissura inter-hemisférica.
Esses casos sugerem que alteragcdes no gene FOXN1 possam interferir no
desenvolvimento do sistema nervoso central, assim como as outras proteinas
da familia FOX (Amorosi, 2010). Por ser uma alteracdo muito pequena, a
consideramos como possivelmente patogénica. As analises por microarray dos

pais dos pacientes foram normais.
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Paciente 11

O paciente 11 (Figura 30), 3 anos apresentava dificuldade de aprendizado,
hipotelorismo ocular, microftalmia e leucocoria a direita, auséncia de reflexo
fotomotor bilateral, testiculo ectopico a direita, mecha de cabelo branco em
fronte. Ressonancia magnética dos olhos: descolamento da retina bilateral.
Persisténcia hiperplasica do vitreo primitivo bilateralmente. Ressonancia

magnética do cranio normal. Ecocardiograma normal.

Figura 30. Paciente 11. Esse paciente com microftalmia a direita.

Esse paciente tem uma delecéo de cerca de 170 kb no bracgo curto do
cromossomo X, arr(hgl9)Xp11.3 (43,804,248-43,980,814)x1(Figura 31), que
inlcui o gene NDP, responsavel pela sindrome de Norrie. A sindrome de Norrie
€ uma doenca recessiva ligada ao X, caracterizada por cegueira muito precoce
na infancia devido a alteracbes degenerativas e proliferativas da neurorretina
(pseudogliomas). As alteracdes oculares encontradas sao: catarata, atrofia da
iris, sinéquia da iris anterior e posterior, aumento da pressdo intra-ocular.
Aproximadamente 50% dos pacientes com essa sindrome apresentam alguma

forma de doenca mental progressiva, frequentemente com caracteristicas
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psicoticas e aproximadamente 1/3 dos pacientes desenvolvem surdez
neurossensorial na segunda década. Pode haver doencga vascular periférica,
incluindo hipertensdo pulmonar. Alguns pacientes tém fendtipo complexo,

incluindo faléncia de crescimento e convulsao (Sims, 2014).
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Figura 31. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hgl9)Xp11.3
(43,804,248-43,980,814)x1, que abrange o gene NDP responsavel pela sindrome de Norrie.

O gene NDP é pequeno e possui 3 éxons. Os éxons 2 e 3 tém uma
matriz de leitura de cerca de 399bp, que codifica uma proteina de 133
aminoacidos com estrutura tridimensional semelhante a varias neutrofinas ricas
em cisteinas, como fatores de crescimento neuronal ( Meitinger, 1993). Assim
pode-se inferir que a proteina NDP € um elemento essencial no

desenvolvimento neuronal e retiniano.

A mée do paciente ndo é portadora da delecao.
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Paciente 12

O paciente 12 (Figura 32), com 1 ano, tinha atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor, especialmente na fala, epicanto bilateral, fendas palpebrais
obliquas ascendentes, filtro longo e liso, labio superior fino, boca em carpa,
prega transversal em mao esquerda , duas pregas transversais unidas por uma
prega vertical em mao direita, quinto dedo curto bilateral, prega de flexao Gnica
no quinto dedo a direita(Figura 32). Ecocardiograma: comunicagdo interatrial
tipo ostium secundum, medindo 10.5 mm, com fluxo &trio esquerdo >atrio

direito. Ecografia de abdome normal. Avaliacao oftalmoldgica normal.

Figura 32. Paciente 12. Paciente apresenta epicanto bilateral, fendas palpebrais
discretamente obliquas ascendentes, columela curta, filtro naso-labial longo e bem marcado,
labio superior fino.

A andlise por microarray mostrou que paciente tem dup 1p, arr(hgl9)
1p31.3 (61,704,029-62,125,291)x3, herdada da mae saudavel (Figura 33) e
uma duplicacao 4q, arr(h19)4q35.2(189,989,988-190,367,324)x3, que ndo tem
significado patogénico e foi herdada do pai (Figura 34). As alteragbes
encontradas no paciente ndo tém, portanto, significado patogénico conhecido.



71

4B DL 11 U] L PO LY L U TR DL ()

9{353,(0&(!0Scan750K,Array) ey 7E0K cyehp: Weighted Loo2 Ratio

Epriiiiiii: : B
9733_(CytoStanT50K_Anay).ey750K cyehp: LOH (segrments)

9733_(CytoStanTSOK_Artay).ey7S0K cyshp: Allele Peaks

h_{CytoScan7GOK_Array) cy 760K cychp: Weightad Loge Ratin

% i IPe m amwen wlim ol el S pemg 8 st tiaa g b aamtrte 4 4 s ae es =

AM_(CytoScan7 50K _Array) cy750K.eychp: Copy Number State

|8783M_icytoscants

9733M_(CytoScanT S0K_Aray).cyT50K.cychp: Allele Peaks

Eds - . . ) . . . . . .
15 .o - - . - .. . ] -
9733P_{CytoScan750K_Array). ey 750K cychp: Copy Number State (segments)

S733F_(CtoStan7SOK_Atay) 70K cychp: Welghted Log2 Ratio
.

Figura 33. Resultado da andlise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo azul representa o segmento duplicado, arr(hg19) 1p31.3 (61,704,029-
62,125,291)x3, herdado da mée saudavel.
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Figura 34. Resultado da analise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix@). O retangulo azul representa o segmento duplicado. Arr(h19)4q35.2(189,989,988-
190,367,324)x3, herdada do pai saudavel.
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Paciente 13

A paciente 13 (Figura 35), 17 anos, apresentava dificuldade de
aprendizado, face arredondada, baixa estatura, mesomelia, deformidade de
Madelung no punho (encurtamento e arqgueamento de radio com subluxacao
dorsal da ulna distal).Ressonancia magnética evidenciava focos de hipersinal
T2/ Flair na substancia branca subcortical do lobo frontal esquerdo e na regiao

periventricular ipsilateral.

Figura 35. Paciente 13 .Face arredondada, baixa estatura, mesomelia, deformidade de
Madelung.

A analise por microarray evidenciou delecdo na regido Xp,
arr(hg19)Xp22.3(3,038,936-3,097,257)x1(Figura 36), que inclui o gene SHOX.
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A haploinsuficiéncia do SHOX é encontrada em pacientes com baixa estatura
idiopatica e sindrébmica (Turner, Discondrosteose de Leri-Welil, displasia de
Langer) (Belin, 1998) e afeta ambos o0s sexos. Desenvolvimento puberal e
fertiidade sdo normais. As caracteristicas clinicas incluem baixa estatura,
mesomelia em membros superiores e inferiores e deformidade de Madelung. E

indicada a terapia com hormonio do crescimento (Blinder,2011).
9963_(CytoSean7o0K_Array).cy7a0K.cychp: Copy Number State (segments) H
L A ——

9

=3}

55 (CtoSEaNTSOK_Artay).cyTSOK.cychp: Weighted Log2 Ratio

S
B3_(CyloSeanT50K_Array).cyT50K.cychp: Copy Number State

9
3

T T

9963_(CytoSeanT50K_Array).cy750K.eychp: LOH (segments)

9963_(CytoSeanTo0K_Array).cy7E0K.cychp: Allele Peaks
1.5

aﬂﬂkh 3040kh 3050kh 3060kh 3070kh 3080kh 3090kh 3100kh

Figura 36. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hg19)Xp22.3(3,038,936-

3,097,257)x1, que inclui gene SHOX.
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Paciente 14

O paciente 14 (Figura 37), com 1 ano e 8 meses, tinha atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor, edema periorbital bilateral, epicanto
bilateral, narinas amplas, palato ogival, hipoplasia de face média, orelhas de
implantacdo baixa, pele marmorata, prega palmar transversal em mao
esquerda e de transicdo em mao direita e bolsas testiculares hipoplasicas.
Tomografia computadorizada de créanio: assimetria entre os hemisférios
cerebelares, menor a esquerda, acompanhado de alargamento da cisterna

magna.

Figura 37. Paciente 14. Apresenta epicanto bilateral, edema periorbital bilateral, estrabismo
convergente, hipoplasia de face média, orelhas de implantagéo baixa, narinas amplas.

A analise por microarray desse paciente mostrou dup 2p,
arr(hg19)2p16.1 (55,449,572-55,914,876)x3 ( Figura 38) de cerca de 450 Kb e
dup 4q, arr(hgl9)4q22.3(99,761,769-99,938,226)x3 de 170 kb (Figura
39).Apenas a mae foi investigada por microarray e nao era portadora das
alteracdes. A duplicagdo 2p16.1 tem significado incerto. Essa regido abrange o
gene SMEK2(MEK1 Supressor 2), que é expresso em varios tecidos humanos
incluindo alguns tecidos cerebrais. A regidao da delecdo 4g22.3 inclui o gene
EFI4E (Eukaryotic translation iniciation factor), que € um fator de iniciacdo da

traducdo envolvido no direcionamento dos ribossomos as estruturas cap dos
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RNAs mensageiros. Essa regido é descrita como envolvida na suscetibilidade
ao autismo (OMIM#133440).

96671_(CytoSean750K_Artay).cy 750K cychp: Copy Number Stale (segrments)

9667I_(CytoStanTS0K_Anay).cy 750K cychp: LOH (segrments)

SEE7I_(CytoScan? SOK_Array).cy 750K.cychp: Allele Peaks
1.5 . .

CCDCE8A (B0GT38) SMEK2 (10352)
55400kh 56450kh 55500kb 556550kh 55600kb 55650kh 56700kh 65750kb 55800kb 55850kb

55050kh

Figura 38. Resultado da analise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retdngulo azul representa o segmento duplicado, arr(hg19)2p16.1 (55,449,572
55,914,876)x3.
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Figura 39. Resultado da andlise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retdngulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hgl9)
4q22.3(99,761,769-99,938,226)x3.
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Paciente 15

A paciente 15 (Figura 40), com 6 anos, apresentava discreta assimetria
facial, estrabismo convergente de olho esquerdo, orelhas em abano,
clinodactilia de quintos quirodactilos, dificuldade de aprendizado, agitacéo
neuropsicomotora, disturbio de comportamento como repeticdo de palavras,
flapping de maos e agressividade.

Figura 40. Paciente 15. Essa paciente apresenta assimetria facial, estrabismo
convergente

Essa paciente possui pequena delecdo no brago longo do cromossomo 1
(1.2Mb), arr(hg19)1p31.3(198,692,363-198,811,422)x1 (Figura 41), que abrange
0 gene PTPRC(Protein-Tyrosine Phosphatase Receptor-Type C).
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Figura 41. Resultado da analise cromoss6mica por microarray na plataforma Cytoscan 750k (Affymetrix).
O retangulo vermelho representa o segmento deletado. Arr(hg19)1p31.3(198,692,363-198,811,422)x1, que
inclui parte do gene PTPRC.

O gene PTPRC codifica a proteina CD45 presente na membrana dos
leucocitos, especialmente linfécitos T, B e células Killer. Haploinsuficiéncia
desse gene esta relacionada a imunodeficiéncia. Nao ha relato de deficiéncia

intelectual associada a esse gene (OMIM#151460).
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Paciente 16

O paciente 16 (Figura 42), com 4 anos, tinha fendas palpebrais
pequenas, dorso nasal elevado, palato alto, microrretrognatia,
sobredobramento de hélices, orelhas pequenas, dedos longos, clinodactilia de

quintos pododactilos (Figura 42).Ecocardiograma normal.

Figura 42. Paciente 16. Paciente apresenta fendas palpebrais estreitas, dorso nasal elevado,
microretrognatia.

Esse paciente tem uma delecdo 229 de 3,5 Mb,
arr(hg19)22911.21(18,638,855-21,800,471)x1(Figura 43), que determina a
sindrome Velocardiofacial/ Di George, uma sindrome de microdelecao
relativamente frequente, com incidéncia estimada de 1/4000 nascidos vivos.
Essa sindrome envolve varias alteracdes clinicas, incluindo cardiopatia
congénita, anormalidades de palato, imunodeficiéncia, disfagia e anomalias
renais. Em 90% dos pacientes com essa sindrome ha deficiéncia intelectual.
(OMIM#192430). O paciente ndo apresenta alteracdo cardiaca, um achado

usual nessa sindrome.
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Figura 43. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k (Affymetrix).
O reténgulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hgl19)22q11.21(18,638,855-21,800,471)x1,
correspondente a regido da sindrome Velocardiofacial/ Di George.
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Paciente 17

A paciente 17 (Figura 44), com 1 ano de idade, possuia as seguintes
caracteristicas: microbraquicefalia, hipertelorismo ocular, orelhnas com baixa
implantacéo, hipoplasia de face média, raiz nasal baixa, narinas antevertidas,
dentes pequenos, com perdas em face oclusal, fenda palatina pos-forame
incisivo, Uvula Dbifida, pesco¢co algo encurtado, hérnia umbilical,
hiperconvexidade de unhas de maos e pés e hipertrofia de clitéris. A paciente
tinha atraso neuropsicomotor significativo, alimentava-se por sonda naso-
entérica. Ecocardiograma: ductus arterioso, forame oval patente e efuséo
pericardica. Ecografia de abdome: rins policisticos e poliesplenia. Tomografia
computadorizada de cranio: leucomalacia, afilamento de corpo caloso e

dilatac&o ventricular.

Figura 44. Pacientel?7. Essa paciente apresenta braquimicrocefalia, hipertelorismo ocular,
hipoplasia de face média, raiz nasal baixa, narinas antevertidas.

A paciente apresenta delecdo 11p13-11p12, arr(hgl9) 11p13-11p12(
31,813,872-36,773,780)x1 (Figura 45) que abrange cerca de 42 genes, sendo
mais relevantes o PAX6e o WT1. Microdelecdo 11p13 é associada a sindrome
WAGR que inclui tumor de Wilms, aniridia, malformac¢des geniturinarias,
deficiéncia intelectual.
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Figura 45.Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hg19) 11p13-11p12((
31,813,872-36,773,780)x1,que inclui os genes PAX6 e WTL1.

Delecdo do PAX6 (paired Box gene 6) resulta em aniridia e outras
anormalidades oculares. Esse gene codifica um fator transcriptional que
controla o desenvolvimento do tronco cerebral, pancreas e tecidos oculares,
incluindo epitélio corneal, cristalino e retina (Georgala, 2011). Cerca de 300
mutacdes do PAX6 causam diferentes fenotipos com ganho ou perda de
funcdo como aniridia, catarata, distrofia corneana, coloboma ocular, coloboma
do nervo Optico, hiperplasia foveal, anomalia de Peter’s, queratite e hipoplasia
de nervo optico (D'Elia,2007). Apesar da paciente ter grande parte do PAX6

deletado, ela ndo apresenta alteracdes oftalmoldgicas.

O WT1 (Wilms tumor 1) codifica um fator de transcricdo da familia zinc
finger. que tem funcédo no desenvolvimento e diferenciacdo renal . Alteracdes
nesses genes podem ser encontradas em 10-15% dos tumores de Wilms e
cancer renal infantil( Hastie,1994; Hunff 1998), A delecdo do WT1 pode
ocasionar anormalidades genitais, acarretando diferentes fendtipos genéticos
como WAGR, Denys-Drash e Frasier. A paciente em questdo teve tumor de

Wilms diagnosticado aos 6 meses de vida.
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Paciente 18

O paciente 18 (Figura 46), com 16 anos, apresentava deficiéncia
intelectual, fronte em quilha, implantagéo baixa de cabelos na fronte e nuca,
sobrancelhas grossas, arqueadas e desorganizadas, epicanto bilateral,
blefarofimose bilateral, hipertelorismo ocular, raiz nasal baixa, ponta do nariz
com sulco mediano, columela curta, narinas antevertidas, filtro longo com sulco
apagado, boca pequena, labio superior fino, orelhas de implantacdo baixa,
hipoplasia do lobo auricular bilateral, hipoplasia da face média, pescoco curto,

pé-torto congénito redutivel.

Figura 46. Paciente 18. Blefarofimose, sobrancelhas grossas, narinas antevertidas, hipoplasia de face média,
filtro naso-labial longo e apagado, labio superior fino..

A andlise por microarray desse paciente mostroudelecdao 8g21.3-
22.1,arr(hg19)8g21.3-22.1(88,826,517-98,221,726)x1 (Figura 47).Esta regiao
corresponde a um conjunto de genes que contribuem para um fenétipo Gnico
que corresponde a sindrome da méascara de Nablus (OMIM#608156). Além da
deficiéncia intelectual, as caracteristicas dessa sindrome incluem: pele facial
brilhante, implantacdo alta de cabelos na fronte, fendas palpebrais pequenas,
blefarofimose, aparente hipertelorismo ocular, sobrancelhas esparsas, labio
superior evertido e configuracdo anormal da orelha (Shieh, 2006).
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Figura 47. Resultado da andlise cromoss6mica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo vermelho representa o segmento deletado, arr(hg19)8q21.3-22.1(88,826,517-
98,221,726)x1,correspondente & sindrome de Nablus.

A sindrome de Nablus é uma condic¢ao Unica, descrita primeiramente por
Pashayan et al em 1973.Em 1983, Riviera et al, relatou o caso de um menino
com delecao 8g21.2-8g22 que apresentava hipotonia e malformacdes menores
e ndo tinham as caracteristicas da sindrome de Nablus. Em 1995, Donahue
and Ryan descreveram uma menina com uma delecdo maior (8q21.3-8922.1)
gue apresentava defeito de septo ventricular e variante de Dandy-Walker, além
das dismorfias menores. O paciente possui implantacdo baixa de cabelos na
fronte, blefarofimose, hipertelorismo ocular compativeis com essa sindrome. A

alteracdo desse paciente ndo foi herdada dos pais.

Em nossa amostra observamos uma grande variedade de dados clinicos

nos pacientes com altera¢cdes na analise cromossémica por microarray.

Dentre as caracteristicas mais frequentemente apresentadas pelos
pacientes da nossa amostra destacam-se as alteracdes de méos e membros

(10), seguida por alteracdes oftalmoldgicas (7) (Figura 48).
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Figura 48. Principais caracteristicas dos pacientes analisados com altera¢6es detectadas pelo
CMA e o nimero de portadores desses sinais clinicos em nossa amostra.

O presente trabalho corrobora o CMA como uma ferramenta poderosa
para identificar desequilibrios cromossémicos, ndo detectaveis pelo cariétipo,
caracterizando a etiologia genética em pacientes com deficiéncia intelectual e

dismorfias

Na nossa casuistica de 50 pacientes com deficiéncia intelectual e
dismorfias/ malformagdes, foram identificados CNVs sabidamente patogénicos
e de significado incerto em 18 pacientes (36%). Destes, 11 (22%)
apresentaram alteracbes classificadas como patogénicas, 1 (2%)
possivelmente patogénica, 1 (2%) possivelmente benigna e 5 (10%) variantes
de significado incerto (VOUS).

Se considerarmos o numero total de alteracdes, a porcentagem de
deteccdo aumentada no nosso estudo pode ser explicada por uma selecdo
mais apurada dos pacientes que apresentavam desvios fenotipicos bem
evidentes, aléem do atraso de desenvolvimento neuropsicomotor e deficiéncia
intelectual. E comparavel ao estudo de Aradhya et al, em 2010, nos Estados
Unidos que foram selecionados 20 pacientes com atraso de desenvolvimento

neuropsicomotor, deficiéncia intelectual, dismorfias/ malformacdes em que foi
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possivel diagnosticar 35% dos casos. Mesmo se considerarmos apenas as
alteracOes classificadas como patogénicas ainda temos uma deteccao de 22%
0 que é comparavel com os estudos anteriores que apresentaram maior

frequencia de alteracfes (Tabela 2, Introducéo)

Em 5 pacientes com alteracbes patogénicas, os CNVs estao
relacionados com sindromes genéticas jA descritas catalogadas no OMIM,
entre elas as sindromes de microdelecdo Williams-Beuren e Velocardiofacial/
DiGeorge, que séao relativamente comuns, e as sindromes de Axenfeld- Rieger,
Norrie e Nablus, que sdo muito raras. Os outros 6 casos foram classificados
como patogénicos pelo tamanho da alteracdo e correlacdo entre o contetdo
génico e fendtipo dos afetados. Dois pacientes tiveram CNVs herdados dos
pais fenotipicamente normais e foram classificados como possivelmente
benignos. Um paciente teve uma delecdo de novo de apenas 9kb e por isso foi

classificada como possivelmente patogénica.

Estudos sugerem que a maioria dos CNVs ndo sdo recorrentes. A
determinacdo do significado clinico dos CNVs é um desafio. Apesar do CMA
oferecer uma sensibilidade e alta-resolucdo em detectar CNVs por todo o
genoma, a interpretacdo das variantes de significado incerto € uma
responsabilidade grande para clinicos e laboratérios (ltsara, 2009). Alguns
bancos de dados como DECIPHER (DataBase of Chromossomal Imbalance
and Phenotype in Humans using Ensemble Resources and DGV (Database of
Genomics Variants), que sdo constantemente expandidos pela comunidade
cientifica, provém informac@es relevantes para correlacionar o fenétipo com o

gendtipo (Caramashi, 2014).

O caridtipo com bandeamento G é uma técnica que esta disponivel ha
38 anos como exame de primeira linha para detectar desequilibrios genéticos
na populacdo que podem cursar com deficiéncia intelectual e dismorfias e tem
como vantagem ser uma técnica amplamente acessivel e uniforme que segue
a um sistema internacional de nomenclatura citogenética (ISCN). Em contraste
o CMA é uma técnica nova e mais diversificada em termos de técnicas,
cobertura do genoma e interpretacéo dos resultados. Superar a escassez de

uniformidade ira permitir aumentar a sensibilidade e especificidade do CMA em
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detectar desequilibrios cromossémicos em uma resolugdo mais alta e menos
subjetividade do cenério clinico. Além disso, delinear mais precisamente as
delecdes e duplicacdes possibilita identificar os genes contidos nessas areas,

permitindo a correlacéo destes com a presenca de doenca.

O caridtipo tradicional diagnostica cerca de 5% dos casos de deficiéncia
intelectual. O CMA consegue diagnosticar ao menos 10-20% dos casos, a
depender da plataforma do microarray, cobertura, tamanho da sonda, assim
como do espectro fenotipico dos pacientes. Em nossa amostra detectamos
alteracdes sabidamente patogénicas em 22% dos casos, 0 que é compativel

com outros estudos.

No nosso trabalho dos 20 CNVs encontrados, 14 ( 70%) sao delecbes e
6 (30%) duplicacbes. Em um estudo feito por Caramaschi et al, em 2014, 85%
dos CNVs encontrados eram dele¢des. O numero de dele¢cdes bem maior que
de duplicacdes confirma a idéia de que a haploinsuficiéncia € menos tolerada

gue o aumento de dose no genoma humano (Brewer, 1999).

Apesar do custo progressivamente decrescente, o array, ainda € um
exame caro e trabalhoso, assim é conveniente que a analise seja realizada em
pacientes bem selecionados. Alguns trabalhos evidenciam que a presenca de
CNVs patogénicos estao relacionados com um quadro clinico significativo ou
com expressao pleiotréfica da doenca. Outros estudos tém demonstrado que a
presenca de pelo menos 2 caracteristicas clinicas aumentam a chance do
fendtipo estar associado com os CNVs, entretanto algumas excecdes existem,
0 que é explicado pela heterogeneidade das desordens genéticas. Assim €
importante a caracterizacdo fenotipica completa dos pacientes que serao

submetidos a andlise por microarray a fim de obter melhores resultados.

A maioria dos CNVs associados com deficiéncia intelectual séo
esporadicos, mas alguns podem ser herdados com risco de recorréncia em
torno de 50%. E necessario testar os pais dos pacientes tanto para avaliar se
0s CNVs sao herdados, quanto para determinar se o ponto de quebra é ou ndo
similar aos dos pais. Quando a sindrome tem alta penetrancia é mais facil de
reconhecer pela histéria clinica e exame clinico, mas as sindromes com

penetrancia incompleta sdo mais dificeis de serem diagnosticadas, uma vez
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gue os pais aparentemente saudaveis ou com deficiéncia intelectual leve

podem ser neglicenciados pelo fato da avaliacéo ser focada na crianca.

Ha uma discussdo ética em torno do CMA por permitir identificar
consanguinidade, incesto e falsa paternidade ndo suspeitados e se esses

resultados forem reportados podem ter implicacdes legais.

O uso da andlise por microarray nos ensaios clinicos tém demonstrado
melhorar o seguimento, estratégias de reabilitacdo e, em casos selecionados,
terapia profildtica em pacientes com a presenca de CNVs patogénicos. Em
2011, Coulter et al, demonstrou em uma Cohort de 1792 pacientes com
deficiéncia intelectual, desordens do espectro autista e malformacdes
congénitas foram realizadas recomendacfes terapéuticas em 54% pacientes
com resultados da andlise por microarray clinicamente significativos. Ellison et
al , em 2012, encontrou que 35% dos casos com resultados positivos do CMA
sdo sindromes de microdelecdo e microduplicagcdo que aumentam o risco de
cancer ou outras condi¢cdes associadas a alteracdes dose-sensitiva dos gene.
Riggs et al, em 2014, elaborou uma lista com 146 desordens gendmicas que
podem ser detectadas pelo CMA para as quais haviam evidéncias publicadas
de recomendacdes de suporte e tratamento e identificou que 7% dos casos do
banco de dados do consorcio da ISCA (International Standarts for Cytogenomic
Arrays) podiam ter intervencdes. Tao et al, em 2014, demonstrou que
influenciou o manejo clinico de 75% dos pacientes com resultados significativos
pela CMA.

Nos outros paises do mundo é crescente a demanda de geneticistas,
neurologistas e pediatras em solicitar CMA para o diagnéstico de deficiéncia
intelectual. Um diagndstico genético especifico € importante para facilitar os
cuidados médicos e aconselhamento do risco familiar. No Brasil, como no resto

do mundo, ¢é cada vez mais crescente essa necessidade.
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6.CONCLUSAO

O presente trabalho contribuiu para a identificacdo da causa genética de
pacientes com deficiéncia intelectual sindrémica pela anélise cromossdémica por

microarray.

A taxa de deteccédo de alteracdes foi de 36%(18/50) sendo esse valor
acima da média encontrada na literatura, possivelmente pela sele¢cdo da
amostra. No entanto o percentual de alteracGes efetivas, relacionadas com o
quadro clinico apresentado pelos pacientes foi de 22%, que estd de acordo

com o que é realizado em outros locais do mundo.

Todos os pacientes analisados apresentam quadro sindrébmico e alguns
apresentaram alteracBes caracteristicas de sindromes especificas, sem que
tivesse havido suspeita clinica. previamente ao exame. A descricdo de novos
pacientes com essas sindromes pode contribuir para a melhor caracterizacao

das mesmas de modo a facilitar o diagndstico clinico.

Aléem da deficiéncia intelectual ou atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor, 0s pacientes com resultado positivo apresentaram
frequentemente alteragbes de médos e membros e alteracdes oftalmolégicas.
Esses dados podem sugerir a indicacdo da realizacdo da analise

cromossOmica por microarray nesses pacientes.
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Anexo |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESLCARECIDO

A pesquisa intitulada “Investigacdo da etiologia do retardo mental sindrémico” pretende
investigar a relacdo entre as alteracdes cromossémicas e o quadro clinico dos portadores.
Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto acima citado. O presente convite contém
informacdes sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo sera de
grande importancia. Para a realizagdo da pesquisa sera necessaria a retirada de 4 a 8 mL de
sangue de uma das veias do antebraco do paciente e seus genitores para exame feito
rotineiramente no laboratério. Este procedimento de coleta de sangue sera realizado por
pessoa qualificada, € de risco minimo para a saude podendo, entretanto, provocar pequeno
desconforto. Resultando o teste positivo, serd garantido um relatorio explicativo sobre esta
condigéo.

A Professora Doutora iris Ferrari é a pesquisadora responsavel pelos procedimentos
envolvidos, bem como da utilizag&do dos dados produzidos durante a realizacéo desta pesquisa.
A identidade do paciente sera mantida em segredo absoluto no caso de qualquer forma de
divulgacéo desta pesquisa.

A recusa em participar da presente pesquisa nao resultara em qualquer prejuizo presente ou
futuro na prestacdo de assisténcia profissional pela equipe do Servigo de Genética Clinica do
HUB, ficando também ressaltado que, mesmo apds a assinatura do presente termo de
consentimento, podera abandonar a pesquisa a qualquer momento.

Os exames e coleta de sangue para analise sé serdo realizados se houver concordancia em
participar deste estudo. Para tal, pedimos gentilmente que o paciente ou seu responsavel
assine o presente documento que sera entregue em duas vias, uma para o0 paciente e outra
que serd mantida no Laboratério de Genética Clinica da Faculdade de Medicina - UNB.
Participando desta pesquisa, estara ajudando no diagndstico, aconselhamento genético e
melhor entendimento das causas do retardo mental.

Eu, ,profisséo
residente e domiciliado
em , portador da
Cédula de Identidade, RG , e inscrito no
CPF/MF nascido(a) em __ [/ |/ , abaixo assinado(a),
concordo de livre e espontdnea vontade com a participagdo de meu (minha) filho(a)
no estudo

“Investigacdo da etiologia do retardo mental sindrémico”, e afirmo que obtive todas as
informacdes que considero necessarias.

Caso tenham sido tiradas fotografias:

() Concordo que sejam incluidas em publicacdes cientificas, se necessario.

() Concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da saude.

() Nao concordo que sejam incluidas em qualquer tipo de publicagdo ou apresentacéo.
Brasilia, de de 20

Assinatura do participante

Dra. iris Ferrari
Pesquisadora responsavel
Telefone para contato: (61) 3307 2505
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Anexo Il R—
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

EACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 081/2009.

Titulo: “Investigacao da etiologia do retardo mental sindrémico".

Pesquisador Responsavel: Iris Ferrari.

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragio de responsabilidade,
protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre ¢ esclarecido, cronograma, bibliografia pertinente
¢ curriculo (s) de pesquisador (es).

Data de entrega: 13/10/2009.

Proposicio do (a) relato (a)

( X ) Aprovacio

( ) Nio aprovacio.

Data da primeira anilise pelo CEP-FM/UNB: 28/10/2009.

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 25/11/2009.

PARECER

Com base na Resolugao CNS/MS n° 196/96 ¢ resolugdes posteriores, que regulamentam a matéria, o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu
APROVAR “ad referendum’”, conforme parecer do (a) relator (a) o projeto de pesquisa acima
especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

1. Modificagdes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagio imediata

de eventos adversos graves;

=

O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatorios periddicos do andamento da pesquisa ao
CEP-FM.

Brasilia, 26 de Novembro de 2009.

of. Elgine Maria de OliveirdAtves
Coordemadora do Cemité de Etica em Pedquisa
Faouldade de Medicina-TInB

Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF — CEP 70910-900
Telefone/Fax: (61) 3307 2276



