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Resumo

Alteracbes cromossbmicas estruturais sdo uma importante fonte de variacdo de
sequéncias que contribuem para diferencas fenotipicas entre individuos. O genoma
humano possui em média 18,4 Mb de variantes estruturais (SVs), o que demonstrou
ter impacto naexpressao génicae estar associadoa doencashumanas.As SVslevam
a duas principais consequéncias: alteracdo da dosagem génica e alteracdo na ordem
do DNApodendo levar a formacao de fusfes génicas e proteinas quiméricas, alémde
afetar a interacdo entre genes e elementos reguladores. Consequentemente, a
caracterizagc&o dos rearranjos cromossOmicos e a identificagdo dos pontos de quebra
sdo essenciais para compreender os impactos fenotipicos gerados por essas
alteracOes. O presente trabalho teve por objetivo investigar como as metodologias de
cariétipo, microarray e mapeamento Optico genémico podem contribuir para a
investigagdo de rearranjos cromossOmicos estruturais. Foram selecionadas nove
familias de portadores de varia¢cdes cromossdmicas estruturais atendidos no Servigo
de Genética Médica do Hospital Universitario de Brasilia. Para caracterizar os
rearranjos cromossbmicos foram realizados andlise de cariétipo, Anélise
CromossOmica por Microarray (CMA) e Mapeamento Optico Gendmico (OGM). As
nove familias selecionados foram avaliadas clinicamente a fim de descrevé-Is
fenotipicamente. Pela metodologia de caridtipo foi possivel selecionar quatro casos
de translocacéo, trés casos de inversao, um caso de cromossomo marcador e um de
cromossomo derivativo proveniente de translocacdo materna. Uma familia com
cariotipo normal foi incluida no estudo devido ao conhecimento prévio de uma
microduplicacdo detectada pela técnica de CMA, que foi posteriormente caracterizada
por OGM. Em trés dos nove casos analisados foram identificadas variagbes do
numerode copias (CNVs) pelatécnicade CMA, indicandoinicialmente que os demais
rearranjos eram balanceados. Das dez familias selecionadas, oito prosseguiram para
anélise por OGM. Em sete casos foram identificadas interrupc¢des génicas lavando a
identificacdo de possiveis genes candidatos nos pontos de quebra ou em regides
proximas, sado eles: DLGAP2, DLGAP4 e BIRC6 em casos de DIl e TEA; HMGA2 em
um caso de Sindrome de Silver-Russell; PTPRZ1 e TAFA4 em casos de dificuldade
de aprendizado e alteracbes comportamentais. Além disso, O OGM mostrou que
algunsrearranjos eram mais complexos do que o cariotipo sugeria. Conclui-se que o

cari6tipo continua sendo um excelente método de triagem das variacdes



cromossomicas estruturais. O CMA foi efetivo na identificacdo de CNVs, contudo a
maior parte dos casos eram de rearranjos balanceados que ndo sdo detectados pela
técnica. Pelo OGM foi possivel identificar todos os tipos de rearranjos, definir os
pontos de quebra e ter um refinamento dos segmentos cromossomicos envolvidos,
demonstrando ser uma o6tima ferramenta na investigacdo de SVs com potencial de

substituir o uso outras metodologias.



Abstract

Structural chromosomal abnormalities are an important source of sequence variation
that contribute to phenotypic differences among individuals. The human genome has
an average of 18.4 Mb of structural variants (SVs), which has been shown to impact
gene expression and be associated with human diseases. SVs lead to two main
consequences: changes in gene dosage and changes in DNA order, which can result
in the formation of gene fusions and chimeric proteins. They also affect interactions
between genes and regulatory elements. Consequently, characterizing chromosomal
rearrangements and identifying breakpoints are essential to understand the phenotypic
impacts generated by these alterations. This work aimed to investigate how karyotype,
microarray and optical genomic mapping methodologies can contribute to the
investigation of structural chromosomal rearrangements. Nine cases of families with
structural chromosomal variations who were seen at the Medical Genetics Service of
the University Hospital of Brasilia were selected. To characterize the chromosomal
rearrangements, karyotype analysis, Chromosomal Microarray Analysis (CMA) and
Optical Genome Mapping (OGM) were performed. The nine selected families
underwent clinical evaluation to characterize their phenotypes. Using karyotype it was
possible to select four cases of translocation, three cases of inversion, one case of
marker chromosome and one case of derivative chromosome from maternal
translocation. In three of the nine cases copy number variations (CNVs) were identified
by the CMA technique, initially indicating that the other rearrangements were balanced.
A family with a normal karyotype was included in the study due to prior knowledge of
a microduplication detected by the CMA technique, which was subsequently
characterized by OGM. Of the ten selected cases, eight proceeded to OGM analysis.
In seven cases, gene interruptions were identified. Possible candidate genes at the
breakpoints or in nearby regions included: DLGAP2, DLGAP4 and BIRC6 in cases of
ID and ASD; HMGAZ2 in a case of Silver-Russell Syndrome; PTPRZ1 and TAFA4 in
cases of learning difficulties and behavioral changes. Furthermore, the OGM showed
that some rearrangements were more complex than the karyotype had suggested. In
conclusion karyotyping remains an excellent screening method for detecting structural
chromosomal variations. While CMA effectively identified CNVs, it missed most cases

of balanced rearrangements that are not detected by the technique. Through OGM, it



was possible to identify all types of rearrangements, define the breakpoints, and refine
the involved chromosomal segments. This demonstrates that OGM is a valuable tool

in investigating SVs, with the potential to replace other methodologies.



Lista de figuras

Figura 1. Resumo das variagdes cromossOmicas estruturais.

Figura 2. Rearranjos cromossémicos estruturais complexos.

Figura 3. Representacdo esquematica dos TADS.

Figura 4. Representacao dos rearranjos recorrentes.

Figura 5. Recombinacdo homologa nédo alélica.

Figura 6. Reparo da quebra da dupla fita por juncéo de extremidade ndo homaéloga.
(NHEJ) e juncéo de extremidade mediada por microhomologia.

Figura 7. Reparacéo da forquilha de replicacéo colapsada.

Figura 8. Metafases obtidas a partir da cultura de fibroblastos obtidos de explante de
pele (A) e de explante de baco (B-D).

Figura 9. Bandeamento G.

Figura 10. Bandeamento-R. Evidencia-se o padrdo de coloracdo oposto ao
bandeamento-G.

Figura 11. Bandeamentos cromossémicos.

Figura 12. Representagédo esquematica da técnica de FISH.

Figural3. Analisede FISH de umindividuocomcromossomo 12 derivativo, detectado
previamente pela técnica de bandeamento G.

Figura 14. Representacdo esquematica da hibridagdo gendmica comparativa por
microarranjo (aCGH).

Figura 15. Alteracdes estruturais possiveis de serem detectadas pelos
sequenciamentos long-read PacBio e ONT.

Figura 16. Representacdo esquematica da visualizagdo das variagdes estruturais
detectadas pelo mapeamento oOptico.

Figura 17. Interpretacao Circos plot.

Figura 18. Protocolo resumido da plataforma Affymetrix® CytoScan® 750k Array, com
0 tempo aproximado de cada etapa.

Figura 19. Protocolo resumido das etapas de processamento e analise do
Mapeamento Optico Gendmico Bionano Genomics®.

Figura 20. Protocolo resumido das etapas de processamento do sequenciamento
long-read da Pacific Biosciences®.

Figura 21. Tetrassomia de 18p no caso 1.

Figura 22: Representacédo esquematica do rearranjo no caso 2.

Figura 23. Duplicagéo de 37,2Mb em 7931.32 no caso 2.



Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.
Figura 45.
Figura 46.
Figura47.

Duplicacdo de 1,5Mb em 4p16.3 no caso 2.

Translocacao do caso 3.

Pontos de quebra da translocacéo no caso 3.

Analise in silico da translocacao na plataforma TADeus2 no caso 3.
Score de patogenicidade dos genes proximos ao rearranjo no caso 3.
Translocacao do caso 4.

Pontos de quebra da translocacéo no caso 4.

Translocacao do caso 5.

Pontos de quebra da translocacédo no caso 5.

Andlise in silico da translocacédo na plataforma TADeus2 no caso 5.
Score de patogenicidade dos genes proximos ao rearranjo no caso 5.
Inversao do caso 6.

Pontos de quebra da translocagao no caso 6.

Andlise in silico da inversao na plataforma TADeus2 no caso 6.
Score de patogenicidade dos genes proximos ao rearranjo no caso 6.
Heredograma representativo da familia investigada no caso 7.
Inverséo do caso 7.

Pontos de quebra da translocacéo no caso 7.

Andlise in silico da inverséo na plataforma TADeus2 no caso 7.
Score de patogenicidade dos genes proximos ao rearranjo no caso 7.
Duplicagéo de 690 Kb em 2p22.3 no caso 8.

Inversado do caso 8.

Analise por OGM na plataforma Acces do caso 8.

Representacéo esquematica do rearranjo no braco curto do cromossomo 2

do probando do caso 8.

Figura 48.

Representacéo esquematica do rearranjo no braco curto do cromossomo 2

na progenitora do probando do caso 8.

Figura 49. Caribtipo resultado da técnica de bandeamento C mostrando a

translocacao entre os cromossomos 9 e 20.

Figura 50.
Figura 51.
Figura 52.
Figura 53.
Figura 54.

Translocacao do caso 9.

Pontos de quebra da translocagédo no caso 9.
Ponto de quebra cromossomo no cromossomo 9.
Ponto de quebra no cromossomo 20.

Duplicacdo de 760Kb em 8p23.3 do caso 10.



Figura 55. Duplicacéo do caso 10.

Figura 56. Analise por OGM na plataforma Acces do caso 10.

Figura 57. Alinhamento com segmento do cromossomo 9.

Figura 58. Alinhamento com segmento do cromossomo 5.

Figura 59. Grafico com as porcentagens dos tipos de rearranjos cromossémicos

investigados e caracterizados neste estudo.

Lista de tabelas

Tabela 1: Compilado dos resultados da investigacéo citogenética.

Lista de abreviaturas e siglas

BAC, cromossomos artificiais bacterianos
CGH, hibridizacdo genémica comparativa
CMA, do inglés Chromosomal microarray
CNVs, do inglés copy-number variations

DI, deficiéncia intelectual

dNTP, dioxinucleotideos

ddNTP, dideoxinucleotideos

FISH, Hibridizagao Fluorescente in situ
FoSTeS, do inglés fork stalling and template switching
IAPSs, inibidores de apoptose

ICR1, do inglés Imprinted Control Region 1
LCRs, do inglés Low Copy Repeats

LLC, leucemia linfocitica crénica

MMEJ, juncéo de extremidade mediada por microhomologia
MMBIR, quebra mediada por microhomologia
NAHR, recombinacdo homdloga néo alélica
NHEJ, juncédo de extremidades ndo homdloga
NDDs, disturbios do neurodesenvolvimento
OGM, do inglés Optical Genome Mapping
OPCs, células precursoras de oligodendrdcitos
PCR, do inglés Polymerase chain reaction

RC, do inglés ring chromosome

SMRT, do inglés Single-molecule real-time



sSMC, do inglés small Supernumerary Marker Chromosome
SNPs, do inglés Single nucleotide polimorphism

SRS, doinglés Silver-Russell syndrome

SV, do inglés structural variations

TAD, dominio de associacao topolégica

TDAH, transtorno de déficit de atencao e hiperatividade
TEA, transtorno do espectro autista

WHS, do inglés Wolf-Hirschhorn syndrome

YAC, cromossomos artificiais de levedura



Sumario

I [0 1 (o To [F ] oF= Lo TP PP PPN o1
2. Variantes CromoSSOMICAS ESIUTUTAIS. ......ccvvreverireririe e ereeerert e ererer s e e e e 1O
2.1 DeleGao € dUPHCAGAD.......ccccurere vt et e e e e ettt st it ee e e e e e ee e eneneeen e L T
PZ2VZ | - 1 1] (o To> ox- T T PO UPRPUPR K o
JZ | 1V £7= Lo J S PUPPPPRPPIPRPRPRRPN K |
P | ST =T oF= Lo J OO K2
3. Rearranjos envolvendo cromosSOmMOos iNteIros........cccccceveee v v ee e ve e e 20
3.1 CromoSSOMO €M ANEl.....cciiiiiiririr et st e e ee e e 02 20
G T2 1=To Tox (0] 14 T0 KS1<T0 1 [0 TP RUUR RO |
3.3 CromOSSOMO MAICAUOT .......ceivt et et eieieieeees sttt sre e eeee e ae e eneneeee e aenenenes 2 21
4. Rearranjos COMPIEX0OS. ....ooiituii et et ettt e ee 12 2O
O T (0 401 ] =P |
N O ] (0] £ L0 o1 1= |V PR~ o1
4.3 ChromOanasSyNEESIS. ...ccucieiee et ettt et et e eeeees e e e e e et e e et e eenen e e e ene 0 2D

5. Alteragbes na conformagao da Cromatina.........cccceeeveveieierererer e e 20

6. Mecanismos associados a formagao de variagdes estruturais.........c.ccce.e...... 28
6.1 Recombinacéao homéloga nao
Alélica.....cccocevee e e . 29
6.2 Juncao de extremidade ndo homologa..........cccceeevevieieceeveceeeieee e, 30
6.3 Quebra induzida pela replicacdo mediada por microhomologia................ 31
7. Metodologias utilizadas na identificacédo de variagdes estruturais.................. 33
7.1 BANAEAMENTO.....ciiieieeee ettt et e et e e et ee e et e e s e e e e e e e e e eneeneeee e 00 DD
7.2 Hibridizacdo Fluorescente in SitU........coccovveie i e ieienin e e e 0 3 1
7.3 Metodologias de hibridizagdo gendmica.........cccccvvvvvvveririeieeieeeneenneeee . 40
7.4 Metodologias de sequenCiamentO........ccoeveree e v e v e v e e e 42
7.5 Mapeamento Optico GENOMICO..........cc.vvveieeeeeeree e er e e ee e 43
8. JUSHIFICALIVA. ...oieeeiieiis ettt et e ee e e e ee e e DT
S T O o] 1] 11701 PSP RPRPPRPSRPRPROY”. ¥ 4
(O Y11 (oTe (o] o[- T TSP ETUTPRORRRRRROY 4
10.1 Selecao de PaCIENTES.....ccccecee e e e e ee e e D DT
O OF= 1o (] oo TP UPUPRPPTRNY + o
10.3 EXtrac8o de DNA.......oo et ev e e e e e e e 2 48



10.4 Analise CromossOmica por MiCrOarray.......cccveeeeveeeereeeerereeeevvnensnnanenen . 49
10.5 Mapeamento Optico GENOMICO.......cccocveveeeeeeeeeeeeeiees ceeeeeveeeiseseeesenenn . 51
10.6 Sequenciamento Long-read PacBio.........ccccceeveeviieieivieeeee v een. .52
10.7 Anélise insilico dos dominios de associacéo topoldgica........................53
11.Resultados € diSCUSSA0........ccccurireiirir e e e es et sttt s e e e e see e e e e e e 00 D4
12.CoNSIAeragies fIN@IS. ....cccoiirerer e e et e e e ettt e e ee e e e e eee e e e nenen e L2 1
13, RETEIENCIAS. ...cviiiiiiite ettt et e et ettt et e et e sne e e eneeee e 12 L 22
N =3 (0 T OO PPPPRRRPURPPPNI K2 2



15

1 Introducéo

As variantes cromossomicas estruturais (SV, do inglés structural variations) sao
uma importante fonte de variacdo de sequéncias que contribui para diferencas
fenotipicas entre individuos. O Projeto 1000 Genomes revelou em suas analises que
0 genoma humano possui em média 18,4 Mpb de SVs, o que demonstrou ter impacto
na expressao génica e estar associado a doencas humanas (Chan et al., 2018).

De modo geral variacbes estruturais compreendem regides do DNA que
apresentam variacdes nonumerode cOpias, mudancade orientacdo ou de localizacao
cromossdmica (ESCARAMIS; DOCAMPO; RABIONET, 2015). Rearranjos estruturais
tipicos envolvem segmentos maiores que 100 pb incluindo delec¢bes, duplicacdes,
inversdes, insercdes, translocacfes e rearranjos complexos (WECKSELBLATT,
RUDD, 2015).

As SVs ocorrem por erros na replicacdo do DNA, reparo de danos a duplafita
e atividade de elementos repetitivos. Diversos mecanismos moleculares ja foram
descritos na formacgéo de SVs, como: recombinacdo homologa néo alélica, juncao de
extremidades ndao homologas, juncéo de extremidade alternativa, replicacao induzida
por quebra e parada da forquilha de replicacdo (HAREL; LUPSKI, 2018).

As SVs levam a duas principais consequéncias: alteracdo da dosagem génica
e alteracdo na ordem do DNA. A amplificagéo, duplicacdo ou delecao de genes e
elementos regulatorios podem ter impacto fenotipico e causar doencas. As SVs
podem também levar a formacédo de fusdes génicas e proteinas quimeéricas devido a
reorganizacdo do DNA. Ademais, a interacdo entre genes e elementos reguladores
pode ser modificada (YANG, 2020).

Consequentemente, a deteccao, caracterizacao e identificacdo dos pontos de
guebra sdo essenciais para compreender os impactos gerados por essas alteragoes.
Para isso, existem diversas metodologias de citogenética classica e molecular
disponiveis que vao desde as técnicas de bandeamento cromossdmico até
sequenciamento de terceira geracdo, passando pelo FISH, microarranjo, e
sequenciamento short read (YANG, 2020).
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2 Variantes cromossOmicas estruturais

Os rearranjos estruturais podem ser classificados em balanceados e néo
balanceados. Nos rearranjos balanceados ndo héa perda nem ganho de contetdo
génico, que incluiinsercdes, translocacdes reciprocas e inversfes. Ja nos rearranjos
ndo balanceados ha material génico ausente ou adicional, que inclui principalmente
delecdes e duplicacbes (HAREWOOD; FRASER, 2014).

A Figura 1 demonstra de forma esquematica todas as variacdes

cromossdmicas estruturais abordadas a seguir.

A Cromossomo B Tandem Invertida
Telémero
Centromero — " s —
Delegéo Delecdo Duplicagéo Duplicaio
intersticial terminal intersticial terminal
M
Cc A B D
A ) B8 B( )A T
B( A
v
Inversao Invers3o Cromossomo
pericéntrica paricéntrica em anel
E F N/
Translocagdo Translocagdo Insergdo

reciproca Robertsoniana

Figura 1. Resumo das variagGes cromossdmicas estruturais. A, dele¢des; B, duplicagbes; C, inversdes;
D, cromossomo em anel; E, translocagfes; F, insercdo.
Fonte: Adaptado de Kaser, 2018.
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2.1 Delecao e duplicacao

O genoma humano possui milhares de delecdes e duplicagbes maiores que 1
kb. Esses polimorfismos sdo denominados de variacdes no namero de copias (CNVs,
do inglés copy-number variations), diferem entre individuos e podem ter influéncia no
fendtipo afetando a dosagem e/ou a estrutura de genes. Diversas CNVs, raras e de
novo, ja tém funcdo estabelecida e bem conhecidas em doencas (USHER;
MCCARROLL, 2015). Desse modo, as CNVs podem levar ao aumento ou diminuicao
de copias de varios genes simultaneamente, afetar regides regulatérias, além de
também poder alterar a expressao de genes vizinhos (LAUER; GRESHAM, 2019).

Delec¢bes sdo caracterizadas pela perda de contetdo génico (JACKSON et al.,
2018) sendo classificada em intersticial, quando ha dois pontos de quebra dentro de
um braco cromossdmico; ou terminal, quando hd apenas um ponto de quebra com a
perda da extremidade cromoss6mica. Dele¢bes terminais jA foram relatadas na
maioria cromossomos humanos levando a desordens ja estabelecidas na literatura,
como por exemplo a Sindrome de Cri-du-Chatem que ocorre delecdo terminal do
braco curto do cromossomo 5 (WECKSELBLATT; RUDD, 2015).

A perda de genes criticos dentro de segmentos deletados levam a
haploinsuficiéncia do gene, ou seja, sdo necessarias duas copias para resultarem um
fendtipo normal ou tipo selvagem (DANG et al., 2008).

Ja o ganho de material genético consiste na adicdo de coépia adicional de
determinada sequéncia (duplica¢des, triplicacdes ou mais copias. Essas sequéncias
extras podem ser inseridas em tandem, de forma continua seguindo a mesma
orientacdo da sequéncia original, ou de forma invertida (ESCARAMIS; DOCAMPO;
RABIONET, 2015). A analise de diversos segmentos duplicados demonstrou que as
duplicacgfes intersticiais s&o em sua maioria em tandem e apresentam a mesma
orientacdo da sequéncia original (NEWMAN et al., 2015).

A interpretacdo das duplicacbes e 0 estabelecimento de uma correlagao
genotipo-fendtipo sao dificultadas a copia adicional do gene pode néo levar a um
aumento da expressao do gene ou esse aumento pode néo ser deletério. Além disso
genes podem ou nao ser interrompidos nos pontos de quebra e contribuir para o
quadro clinico (WECKSELBLATT; RUDD, 2015). No entanto, diversas sindromes ja
foram associadas com regides gendmicas duplicadas, como por exemplo a sindrome
Potocki-Lupski ocasionada pela duplicacéo tipica de 3,7 Mb no braco curto do
cromossomo 17 (17p11.2) (GOLDENBERG, 2018).
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Uma andalise dos distlurbios genéticos anotados no Banco de Dados de
Desequilibrios Cromossémicos e Fendtipo em Humanos (DECIPHER) revelou que
somente 20% destes sdo causados por duplicacdes, ao passo que 80% sao delecdes
e, de modo geral, as duplicagcbes estavam associadas a fen6tipos mais brandos. Essa
diferenca pode ser explicada pelo efeito de dosagem ser mais expressivo quando um
gene se encontra deletado (WEISCHENFELDT etal., 2013).

2.2 Translocacao

A translocacao é caracterizada pela troca de segmentos cromossdmicos entre
dois cromossomos ndo homélogos (MORIN et al., 2017), essa troca também pode
ocorrer entre segmentos diferentes presentes no mesmo cromossomo (ESCARAMIS;
DO CAMPO; RABIONET, 2015)

Para que uma translocacao ocorra € necessario que haja quebra da fita dupla
de DNA em dois loci gendmicos diferentes que sado unidos por mecanismos de
reparagcdo ou recombinacao. Existem dois modelos propostos para explicar como as
quebras cromossdmicas ficam justapostas para a formacéo da translocacéo: (1) ha
primeiro a quebra e a extremidade exposta se move através do nucleo a procura de
um novo emparelhamento; (2) ha primeiro o contato entre regides pré-determinadas
pela proximidade entre os dominios cromossémicos e depois ocorre quebra
(MCCORD; BALAJEE, 2018).

De modo geral, se a translocacéo balanceada n&o estiver acompanhada de
variacdes do numero de copias nao existem consequéncias fenotipicas. Entretanto,
translocagcdes podem levar a interrupcao génica, a formagcao de um gene de fuséo, a
desregulacdo de um gene separado de seu elemento regulador ou desregulacéo de
umgene colocado em um ambiente de modificacdo da cromatina (WILCH; MORTON,
2018).

Individuos portadores de transloca¢cfes balanceadas apresentam maior risco
de infertilidade, aborto espontaneo e desequilibrios genémicos na progénie (WILCH;
MORTON, 2018). Além disso, translocacdes ja foram reconhecidas como causa de
diversos tipos de canceres humanos, seja tumor de origem sélida ou hematopoiética
(BAIRD; HENDRICKSON, 2018).

O Cromossomo Filadélfia € um exemplo claro de como uma fusao génica
ocasionada por uma translocacéao pode gerar produto funcional deletério levando ao

estado de doenca. A translocacao entre os cromossomos 9 e 22 [t (9; 22) (q34; q11)]
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resulta na fusdo BCR-ABL1 que codifica uma proteina com atividade de tirosina
quinase. A atividade irregular da tirosina altera as vias de sinalizagao levando a
proliferacéo celular aumentada, resisténcia a morte e interrupcéo da diferenciacéo
celular. A presencado Cromossomo Filadélfialevaa diferentesfenotiposde leucemia,
e as células que possuem a translocacdo sdo mais propensas a apesentar outras
anormalidades gen6micas que também contribuem para a leucemogénese (KANG et
al., 2016).

2.3 Inverséo

A inversdo é caracterizada por duas quebras cromossdmicas seguida de
reinsercdo do segmento fragmentado no sentido oposto. As inversdes sao
classificadasem doistipos: (1) pericéntrica,em que os pontos de quebra envolvemos
dois bragos cromoss6micos incluindo o centrébmero; (2) paracéntrica, os pontos de
guebra envolvem somente um dos bragcos cromossémicos e ndoinclui o centrébmero
(MORIN et al., 2017; PUIG et al., 2015).

A inversédo ndo leva a perda nem ganho de material genético, portanto &
considerada um tipo de variacdo estrutural balanceada. Contudo, pode levar a
producdo de gametas desequilibrados durante a meiose 0 que aumenta a
probabilidade de perda gestacional. A inversdo paracéntrica leva a formacdo de
gametas com cromossomos acéntricos ou dicéntricos, 0 que gera gametas inviaveis.
Ja a inversdo pericéntrica leva a formacdo de cromossomos com delecdes ou
duplicacbes, produzindo gametas com monossomia e trissomia parciais
respectivamente (KASER, 2018).

Apesar de ndo apresentar alteracbes quantitativas, a reorganizacdo de um
segmento genémico pode refletirem alteracdes fenotipicas (ALVES et al., 2012) como
a perda ou ganho de func¢des regulatorias. Exemplos desse fendmeno séo a inversao
do elemento regulador do gene SHH que leva a formagcdo de dedos curtos e
polissindactilia, e a inversao do locus do gene FOXG1 que € a causa de uma forma
atipica da Sindrome de Rett (SPIELMANN; LUPIANEZ; MUNDLOS, 2018).

2.4 Insergéo
Quando um segmento cromossémico se quebra e é inserido em outro

cromossomo, caracteriza-se a insergdo. Geralmente, ocorrem duas quebras no
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cromossomo de origem, permitindo a liberacdo do segmento, e apenas uma quebra
Nno cromossomo no qual esse segmento sera inserido,em orientacdo direta ou inversa.

Da mesma forma que a inverséao, a insercado também pode levar a formacéo de
gametas desequilibrados. Durante a meiose 0 cromossomo ir4 parear com seu
homdlogo e com cromossomo de origem do fragmento inserido formando-se alcas.
Desse modo, as células filhas poderdo ter duplicacdo ou delecdo deste fragmento
(MALUF, RIEGEL etal., 2011).

3 Rearranjos envolvendo cromossomos inteiros

3.1 Cromossomo em anel

O Cromossomo em anel (RC) é uma molécula de DNA circular tipica em
procariotos, mas um evento raro entre seres eucarioticos (PRISTYAZHNYUK;
MENZOROQV, 2018). Ja foram identificados cromossomos em anel provenientes de
todos os cromossomos humanos. Quebras nas regides teloméricas seguida de fusao
das duas pontas quebradas é o principal mecanismo associado a formacéo do RC.
Isso pode levar a formacédo do anel completo, sem perda de material genético; ou
resultar em sindrome de delecdo subtelomérica, havendo, portanto, a perda de
material genético (RAJESH; FRECKMANN; CHAPMAN, 2011).

A presencga de um cromossomo em anel leva a instabilidade cromossomica
resultando em anormalidades na divisdo celular (PRISTYAZHNYUK; MENZOROV,
2018). A troca de material genético entre as cromatides-irmas durante a mitose pode
levar a formacédo de anéis duplos ou dois anéis interligados. Como resultado pode
haver: (1) perda do anel nas duas células filhas, levando a monossomia do
cromossomo em questdo; (2) ndo disjuncdo com producdo de duas linhagens
celulares, uma com anel duplo (trissdbmica) e outra sem anel (monossdmica); (3)
quebra do anel, que pode ser simétrica ou assimeétrica, resultando em dele¢des ou
duplicacdes. Desse modo, a constituicdo cromossémica pode tornar variavel a cada
divisdo das células sométicas, o que € designado mosaicismo de tecido dinamico
(RAJESH; FRECKMANN; CHAPMAN, 2011).

Geralmente o RC ocorre como um evento de novo e a maioria dos portadores
apresentam manifestacdes fenotipicas como caracteristicas dismorficas e deficiéncia

intelectual (MORIN et al., 2017). A deficiéncia de crescimento é outra caracteristica
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comum em portadores de RC. Essas manifestacfes fenotipicas em conjunto foram
denominadasring syndrome, em que as manifestagbesndo estdo associadas a perda
de material genético e sim decorrentes da morte celular causada pelo mosaicismo de
tecido dindmico (COTE; KATSANTONI; DELIGEORGIS, 1981). Contudo, analises
mais recentes apontam que as manifestacdes fenotipicas sdo consequéncia do
desequilibrio de genes sensiveis a dosagem (AZIZ; VAN BELZEN; ROOS, 2008).

3.2 Isocromossomo

O isocromossomo € caracterizado pela presenca de duas copias iguais de um
mesmo braco cromossdémico unidos por um centrdmero, 0 que tem como
consequéncia trissomia € monossomia parciais. Dois mecanismos foram propostos
para explicar a formacao do isocromossomo: (1) “divisdo do centrdmero”, em que o
cromossomo passaria por uma divisdo transversal ao invés de uma diviséo
longitudinal, separando assim os bragcos cromossémicos; (2) troca tipo U, nesse caso
ocorreria uma quebra da dupla fita nas duas cromatides-irmas levando a fusao das
duas extremidades cromossomicas formando um cromossomo dicéntrico (BARRA,;
FACHINETTI, 2018).

A instabilidade gerada pode levar a falhas na segregacao cromossémica que
por sua vez podem levar a variagbes numéricas e estruturais, caracteristicas
encontradas principalmente em células tumorais (BARRA; FACHINETTI, 2019).
Isocromossomos de diferentes origensja foram associados a diversos tipos de cancer,
como leucemias, linfomas, carcinoma de células escamosas, sarcoma e melanoma.
Em ordem decrescente de frequéncia, 0s principais isocromossomos associados a
essas manifestacdes sao: i(17q), i(8q), i(1q), i(12p), i(6p), i(7q), i(9q) e i(5p)
(MERTENS; JOHANSSON;MITELRNAN, 1994). Além disso, cerca de 20% dos casos
de Sindrome de Turner (45,X) ocorrem devido a formacao do isocromossomo i(Xq), o
gque aumenta a probabilidade de desenvolver doencas autoimunes e hipotiroidismo
(GRAVHOLT et al., 2019).

3.3 Cromossomo marcador

Um tipo de anomalia estrutural resultado de um rearranjo cromossémico n&o
balanceado sdo os cromossomos marcadores. Eles também sdo conhecidos pela
sigla sSMC (do inglés small Supernumerary Marker Chromosomes), e séo definidos

COmMO Cromossomos supranumerarios estruturalmente anormais que ndo podem ser
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identificados e caracterizados somente por técnicas de citogenética classica. Outro
fator que define um sSMC é o tamanho, que geralmente é igual ou menor que o
cromossomo 20 na mesma metafase (LIEHR; CLAUSSEN; STARKE, 2004).

O fendtipo dos portadores de cromossomo marcador exibe uma grande
variabilidade, podendo variar de normal até condic8es clinicas graves. O risco de
manifestacéo fenotipica depende de diversos fatores como: origem, contetdo génico,
tipo de heranca, morfologia, presenca de dissomia uniparental e grau de mosaicismo,
caso ocorra (SANTACROCE et al., 2015). A maioria dos casos ndo possui correlacao
clinica especifica, porém algumas sindromes clinicamente conhecidas ttm como
causa a presenca de um cromossomo marcador, como: Sindrome Palliester-Killian
[I((A2p)]; Sindrome de Emanuel [der(22)t(11;22)(923;q11.2)]; Sindrome do
isocromossomo 18p; e Sindrome do olho de gato [inv dup (22)] (HASHEMZADEH-
CHALESHTORI et al., 2015).

Estima-se que a incidéncia de sSMC no periodo pré-natal seja de 0,075% e
que a incidéncia emrecém-nascidos seja de 0,044%, essa reducao se da, em parte,
devido a abortamentos espontaneosou induzidos. Essataxa aumentaquando grupos
especificos sdo analisados, como portadores de deficiéncia intelectual que
apresentam uma incidéncia de 0,288%, e individuos que possuem problemas de
infertilidade com uma taxa de 0,125% (ARMANET et al., 2015; RECALCATI et al.,
2018).

Cerca de 30% dos casos sédo herdados e 70% sdo em decorréncia de
alteracbes novas (HASHEMZADEH-CHALESHTORI et al.,, 2015). O risco de
manifestar um fenétipo anormal varia de 14% a 30% nos casos de novo, dependendo
do conteudo génico do cromossomo supranumerario (MALVESTITI et al., 2014). A
transmissdo materna € duas vezes maior que a transmissao paterna, observada em
16% e 7% dos casos respectivamente. Em contraste, a presenca de cromossomos
marcadores em homensinférteis € oito vezes maior quando comparado com mulheres
inférteis (REDDY etal., 2013).

A maior parte dos cromossomos marcadores derivam de regides
pericentroméricas, provenientes de qualquer cromossomo, seja autossémico ou
sexual. Em ordem decrescente os cromossomos marcadores mais frequentes na
populacdo humana sao derivados dos cromossomos: 15, 22, 12, 18, 8, 14, 13, 21, 1,
9 e 16. Esses sSMC séao constituidos principalmente por heterocromatina constitutiva,

podendo ou ndo conter genes. Uma menor parte dos cromossomos marcadores,
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cerca de 3%, podem ser derivados de regides intersticiais, que apresentam, portanto,
um neocentrdmero que ndo contém DNA alfa-satélite (RAO; BELOGOLOVKIN, 2012),
sequénciade DNA repetitivo presente em todos 0s centrdbmeros que possuiimportante
funcao durante a divisao celular (ALDRUP-MACDONALD etal., 2016).

Diversos mecanismos que explicam a origem dos cromossomos marcadores ja
foram propostos, como o resgate de trissomia (HOCHSTENBACH et al., 2015),
caracterizado pela perda pOs-zigotica de um cromossomo extranumerario
(NUSSBAUM; MCLNNES; WILLARD, 2008). Morfologicamente eles podem se
apresentar como: cromossomo duplicado invertido (inv dup), que sao dicéntricos e
levam a tetrassomia parcial; cromossomo minute (min); e cromossomo em anel(r). Os
dois ultimos possuem apenas um centrdbmero e levam a trissomia parcial (RAO;
BELOGOLOVKIN, 2012; SPITTEL et al., 2014).

O mosaicismo somatico € observado em aproximadamente 50% dos
portadores de sSMC em graus variaveis. A porcentagem de células portadoras do
cromossomo marcador também varia muito de tecido para tecido, o que influencianas
manifestacdes clinicas. Ha também uma diferencaquanto a origem cromossémica em
casos em mosaico: 28% dos sSMC sao derivados de cromossomos acrocéntricos

enquanto 82% sédo derivados de cromossomos néo-acrocéntricos (LIEHR etal., 2013).

4 Rearranjos complexos

Rearranjos complexos sao caracterizados por trés ou mais pontos de quebra
que pode levar a variagcbes estruturais balanceadas ou nao balanceadas
(WECKSELBLATT; RUDD, 2015). Eles surgem como um evento mutacional unico,
contudo, é dificil estabelecer a origem da variante complexa (QUINLAN; HALL, 2012).

A replicagao induzida por quebra mediada por microhomologia (MMBIR) e fork
stalling and template switching (FoSTeS) sao os principais mecanismos associados a
geracado de rearranjos complexos, assim como inversoes, duplicagcbes em tandem e
translocacdes. Esses mecanismos envolvem a paralizagdo da replicacdo e o
deslocamento da polimerase para qualquer DNA fita simples proximo que apresente
microhomologia. Esse evento pode ocorrer em diferentes escalas genémicas, de
quilobases a megabases, no entanto as regides de microhomologia podem possuir
somente 2 pb (ESCARAMIS; DOCAMPO; RABIONET, 2015).



24

As variacoes estruturais complexas foram denominadas de forma abrangente
como cromoanagénese (“‘renascimento” cromossdmico) e sao categorizados em trés
tipos: choromotripsis, chromoplexy e chromoanasynthesis (ZEPEDA-MENDOZA;
MORTON, 2019).

4.1 Chromotripsis

A denominacado chromotripsis foi estabelecida por Stephens e colaboradores
em 2011 para descrever rearranjos encontrados na triagem de pacientes com
leucemia linfocitica crénica (LLC). O termo € derivado de duas palavras gregas,
chromo (cromossomo) e tripsis que significa “fragmentagdo em pedagos”
(MARCOZZI; PELLESTOR; KLOOSTERMAN, 2018). Apesar de ter sido
primeiramente descrita em tumores, a chromotripsis também foi identificada em
pacientes com malformagbes congénitas, desordens do desenvolvimento e
portadores de rearranjos cromossémicos aparentemente balanceados (PELLESTOR,
GATINOIS, 2020).

A chromotripsis ocorre quando um cromossomo é fragmentado em diversos
segmentos e um subconjunto desses segmentos sao remontados de forma aleatéria.
Partes do cromossomo fragmentado podem ser perdidas, dando origem a delecdes,
ou podem formar cromossomos derivativos (LEIBOWITZ; ZHANG; PELLMAN, 2015).
A remontagem cromossdmica ocorre entre fragmentos com pouca ou nenhuma
homologia 0 que sugere que o principal mecanismo envolvido nesse processo seja a
juncao de extremidades ndo homélogas (NHEJ) (Figura 2A) (ZEPEDA-MENDOZA,
MORTON, 2019).

A chromotripsis é um evento catastréfico Unico e fisicamente isolado. Existe a
hipotese de formacao de micronlcleos, ou seja, a formacao de um envoltério nuclear
proprio para o cromossomo em questdo. O micronucleo pode ser gerado por falhas
na segregacdo cromossdmica, como também por estresses em qualquer estagio do
ciclo celular como atrito telomeérico, erros mitéticos, “apoptose abortiva”, condensagao
cromossOmica prematura, defeito de p53 ou integragdo viral. O micronucleo pode
persistir nas células filhas durante diversos ciclos celulares até serem eliminados ou
reintegrados ao envoltério nuclear regular. Portanto, sugere-se que seja uma
importante fonte de variacdo genética (PELLESTOR; GATINOIS, 2020).
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4.2 Chromoplexy

A partir do sequenciamento de amostras de tumor de préstata foi identificado
um novo rearranjo complexo, a chromoplexy. Diferente da chromotripsis, a
chromoplexy exibe menos rearranjos, uma diferenca no padréo de quebra/juncéoe
envolve mais de um cromossomo. A remontagem cromossémica ocorre entre cadeias
fechadas com juncdes quase precisas ndo havendo oscilacdo no numero de cépias
(MARCOZZI; PELLESTOR; KLOOSTERMAN, 2018).

Portanto, a chromoplexy € uma variagdo cromossémica complexa que envolve
dois ou mais cromossomos levando a formacdo de cromossomos quimeéricos
equilibrados. Os cromossomos envolvidos sofrem diversas quebras em pontos de
microhomologia. Desse modo, durante o processo de remontagem ha o minimo (ou
nenhum) ganho ou perda de material genético (Figura 2B) (ZEPEDA-MENDOZA,;
MORTON, 2019).

Eventos de chromoplexy podem ocorrer durante multiplos ciclos celulares. Os
pontos de quebra estdo presentes principalmente em regidées com transcricdo ativa
(cromatina aberta) e ricas em GC. Os principais mecanismos envolvidos na
reconstrucdo cromossdmica sdo juncao de extremidades ndo homologas (NHEJ) e
juncao de extremidades alternativas (alt-EJ), uma vez que os pontos de juncdes
apresentam extremidades cegas sem homologia de sequéncia (MARCOZZI,
PELLESTOR, KLOOSTERMAN, 2018; ZEPEDA-MENDOZA; MORTON, 2019).

4.3 Chromoanasyntesis

A chromoanasyntesis pode ser definida como uma grande série de ganhos de
numero de copias (e algumas perdas) em um Gnico cromossomo como resultado da
troca de molde. A principal caracteristica que a difere da chromotripsis sdo os ganhos
de pequenos segmentos cromossdmicos (duplicacfes e triplicacbes) (LEIBOWITZ;
ZHANG; PELLMAN, 2015).

A chromoanasyntesis surge a partir de erros ocorridos durante a replicacdo do
DNA, emquea forquilhadereplicacao é paralisadaou entra em colapso. Desse modo,
a fita retardataria da forquilhadefeituosa sofre uma série de trocas com forquilhas que
exibem proximidade fisica antes da concluséo da replicacdo na fita molde. Esse
processo é mediado por mecanismosde fork stallingand template switching (FoOSTeS)
ou replicacdo induzida por quebra mediada por microhnomologia (MMBIR) (Figura 2C)
(PALLESTOR; GATINOIS, 2018).
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Esse fendmeno envolve uma série combinagcdes complexas e agrupadas de
variagdes estruturais, sendo tipicamente restrita a apenas um cromossomo. Ocorrem
combinacbes complexas de delecdes, duplicacbes, triplicacdes, inversdes e
inser¢des, como os arranjos DUP-NORM-DUP e DUP-TRIP (ZEPEDA-MENDOZA;
MORTON, 2019).

A Chromothripsis B Chromoplexy C Chromoanasynthesis
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Figura 2. Rearranjos cromossémicos estruturais complexos. (A) Chromotripsis: cromossomo
incorporado porum micronudcleo que pode sofrermultiplas quebras da dupla fita. Quando o microntcleo
€ reincorporado ao ndcleo as quebras sofrem reparo por NHEJ e os fragmentos sdo remontados de
forma aleatéria. Neste processo pode haver fragmentos deletados e formagdo de formas circulares
funcionais (double minute). (B) Chromoplexy: quebra da duplafitaem diferentes cromossomos que séo
reparados sem perda de conteddo génico. Os fragmentos podem ser reorganizados em diferentes
configurag@es. (C) Chromoanasynthesis: ressintese de segmentos de DNA de um cromossomo normal
mediado por mecanismos de replicacdo (FoSTeS e MMBIR). Esse processo pode levar a variagdes no
nuimero de cépias organizadas em diferentes orientagdes.

Fonte: Adaptado de Zepeda-Mendoza; Morton, 2019.
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5 Alteragcbes naconformacédo da cromatina

A cromatina € organizada em dominios de associacdo topoldgica (TADS),
regifes distintas que possuem elevado nivel de interacdo interna e sdo essenciais
para a expressao génica. Os TADs sdo estruturas tridimensionais que atuam no
controle espacial das interacbes entre genes, promotores, enhancers e outros
elementos reguladores. Os TADs sao isolados uns dos outros por barreiras que
impedem que um elemento regulador de um TAD possa interferir na expressao de um
gene vizinho, por exemplo (Figura 3) (BOMPADRE; ANDREY, 2019)

Territério cromossomico Compartimentos

TAD

TAD

barreiras [[] elementos regulatérios <> 8genes
>

Figura 3. Representacdo esquematica dos TADs. Visualiza-se 0s territérios cromossémicos no ndcleo
dacélula, que séo subdivididos em compartimentos. Cada compartimento cromossdmico pode abrigar
diversos TADs. Os TADs sdo compostos porgenes elementos regulatérios e sdo isolados porbarreiras.

Fonte: Adaptado de news.unchealthcare.org

O dobramento da cromatina € ndo é apenas essencial para o posicionamento
dos cromossomos no nucleo, como também é um pré-requisito para a regulagdo
génicade longo alcance. Os enhancers, ou potenciadores, sdo localizados a cerca de
1Mb de distancia do seu gene alvo, e para que a interacdo promotor-enhancer ocorra
€ necessario a formacdo de um loop que aproxime fisicamente esses dois
componentes (SPIELMANN, 2018).

Quando ocorre uma SV a conformacao 3D do genoma pode ser perturbada,

reorganizar os TADs e consequentemente alterar a expressao dos genes proximos a
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regido do rearranjo. Desse modo, a desconexao de regides regulatérias pode ter o
efeito de perda de func¢éo.Poroutro lado, a fusdode TADs distintos ou a 0 surgimento
de neo-TADs pode levar desregulacéo génica ou ganho de funcdo. Podendo assim
contribuirpara etiologiade transtornos do desenvolvimento, malformagdes congénitas
dos membros e cancer (IBRAHIM; MUNDLOS, 2020).

6 Mecanismos associados aformacao de variagdes estruturais

Diversos mecanismos ja foram propostos para explicar a origem das variacdes
cromossdmicas estruturais. Mecanismos associados a elementos de repeticdo
geralmente levam a rearranjos recorrentes, e 0S mecanismos associados a
microhomologia contribuem para a formacéo de rearranjos ndo recorrentes. Os
rearranjos recorrentes normalmente compartiham o mesmo tamanho e contetdo
génico entre individuos ndo relacionados, ja os rearranjos ndo recorrentes exibem
tamanho e conteudo unicosentreindividuos ndorelacionados, conforme demonstrado
na Figura 4 (CARVALHO; LUPSKI, 2016).

(A) Rearranjo recorrente (B) Rearranjo ndo recorrente
» P g =D > g p—
— B Delegdo
M Duplicagio
> Gene
. B LCr

SRO

Figura 4. Representacdo dos rearranjos recorrentes (A), flanqueados por LCRs; e rearranjos nao
recorrentes (B), que geralmente apresentam uma pequena regido de sobreposicdo (SRO) entre
individuos néo relacionados.

Fonte: Adaptado de Harel; Lupski, 2017.

Os rearranjos recorrentes apresentam pontos de quebra que séo flanqueados
por regides de sequénciarepetitiva. Cerca de 50% do genoma humano é composto
por essas sequéncias, que incluem: elementos méveis, pseudogenes, repeticdes de
sequéncia simples, sequéncias in tandem e LCRs (Low Copy Repeats) (CARVALHO;
LUPSKY, 2016). O principal mecanismo associado a formag&do de rearranjos
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recorrentes € a recombinacdo homodloga n&o alélica (NAHR) (ESCARAMIS;
DOCAMPO; RABIONET, 2015).

Ja os rearranjos cromossdmicos nado recorrentes sao caracterizados por
microhomologia e extremidades cegas simples, as vezes com a presenca de
pequenas insercdes nas juncdes dos pontos de quebra. Os principais mecanismos
implicados nesses rearranjos sdo: juncao de extremidades ndo homologas (NHEJ);
mecanismos baseados em replicacdo (RBMs), o que inclui fork stalling e template
switching (FoSTeS); e juncéo de extremidades mediada por microhomologia (MMBIR)
(HAREL; LUPSKI, 2018).

6.1 Recombinacdo homoéloga ndo alélica (NAHR)

A recombinacdo homologa é um dos principais mecanismos de reparo do DNA
guando ocorre quebra da dupla fita. Esse mecanismo de reparo utiliza como molde
sequéncias homoélogas para restaurar com precisdo a sequéncia de DNA afetada.
Essa sequéncia homodloga pode ser a cromatide-irma, um par homélogo (em
organismos dipldides) ou uma sequéncia duplicada, localizada no mesmo
cromossomo ou em cromossomos diferentes (MCVEY; LEE, 2008).

As LCRs, também denominadas de duplicacbes segmentais (SD), sao
sequéncias genémicas paralogas dispostas em grupos hierarquicos que apresentam
elevado grau de identidade, e tamanho que varia de 1 a 100 Kb. Essas sequéncias
curtas constituemcerca de 4 a 5% do genomahumano e sao as principais sequéncias
de repeticdo implicadas nos rearranjos cromossémicos recorrentes (CHEN et al.,
2014).

As LCRs sdo importantes na configuracdo da estrutura do DNA, estdo
associadas agenesduplicados e pseudogenes, e contribuempara a variagdo humana
individual desempenhando papel na evolucdo do genoma (CHEN et al., 2014). Por
outro lado, ja foi identificado que ha uma sobreposicao do padrao de distribuicdo de
grandes LCRs (>10 Kb) e regibes de rearranjo associadas a doengas (CARVALHO,;
LUPSKI, 2016).

Quando grandes LCRs apresentam proximidade fisica e mais de 97% de
identidade de sequéncia podem predispor a recombinacdo homéloga néo alélica
(NAHR) (HAREL,; LUPSKI, 2017). Portanto, um erro de recombinac¢éo que tem como
substrato as LCRs. A NAHR foi o primeiro mecanismo descrito relacionado com a

formacgao de variantes estruturais (LUPSKI, 2015).
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A NAHR ocorre por um desalinhamento de sequéncia durante a mitose ou
meiose. Esse desalinhamento pode levar a formacdo de diferentes SVs: (1)
duplicacbes e delecdes, quando as sequéncias homédlogas estdo no mesmo
cromossomo e tém a mesma orientacéo; (2) inversdes, em que as sequéncias estéo
no mesmo cromossomo, contudo em orientacdo inversa; (3) e translocagdes, quando
0s segmentos homodlogos encontram-se em cromossomos diferentes (Figura 5)
(ESCARAMIS; DOCAMPO; RABIONET, 2015).

(A) LCRs diretas (B) LCRs invertidas
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Figura 5. Recombinacdo homéloga ndo alélica. (A), NAHR entre LCRs diretas que resulta em delecdes
ou duplicag@es. (B), NAHR entre LCRs invertidas que resulta em inversdes.
Fonte: Adaptado de Harel; Lupski, 2017.

6.2Juncéo de extremidade ndo homoéloga (NHEJ)

A NHEJ é outro mecanismo de reparo de quebra da dupla fita de DNA, que
ocorre principalmente entre as fases GO e G1 do ciclo celular. Enquanto o reparo
mediado por recombinacdo homologa necessita de um modelo para copiar as
sequénciasde DNA perdidas, a NHEJ sela as extremidades quebradas sem depender
de um modelo. A fuséo de extremidades da dupla fita ocorre sem ou com pouca
homologia de sequéncia, podendo levar a pequenas insercdes e delecbes (1-4 pb) no
ponto de juncédo (MCVEY; LEE, 2008; ESCARAMIS; DOCAMPO; RABIONET, 2015).

Segundo Pannunzio, Watanabe e Lieber (2017) a utilizagdo do termo “néo
homologo” pode ser interpretada erroneamente como auséncia total de homologia,
contudosabe-se que é comumter até 4 pares de bases (pb) de microhologia para que
a NHEJocorra. O termo é€ utilizado para diferenciar da recombinacdo homadloga, que
necessita de centenas de pares de base de homologia para realizar um reparo com

elevada fidelidade.
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A juncao de extremidade mediada por microhnomologia (MMEJ) € uma forma
alternativa de juncdo de extremidades ndo homdlogas que normalmente ocorre
quando a NHEJ e o reparo da replicacdo homologa sdo reprimidos (ESCARAMIS;
DOCAMPO; RABIONET, 2015). Nesse caso, 0 reparo €é mediado pelo
emparelhamento de bases entre sequéncias microhomologas, que variam de 2 a 22
pb (ZHAO et al., 2020). A MMEJ é considerada uma importante fonte de instabilidade
genodmicapelo fato de sempre resultar em delecdes e estar frequentemente associada

a translocac¢des (MCVEY; LEE, 2008), como demonstrado na Figura 6.
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Figura 6. Reparo da quebra da duplafita por juncéo de extremidade ndo homéloga (NHEJ) e juncdo de
extremidade mediada por microhomologia.
Fonte: Adaptado de Mcvey; Lee, 2008.

6.3 Quebra induzida pela replicacdo mediada por micro-homologia (MMBIR)

Além da quebra da dupla fita de DNA, que pode ser reparada através dos
mecanismos citados anteriormente, outra falhna que pode ocorrer é a quebra (nick) de

apenas uma fita durante o processo de replicacdo do DNA. A quebra induzida por
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replicacdo (do inglés break-induced replication, BIR) foi 0 modelo proposto para o
reparo de forquilhas de replicacao colapsadas (HASTINGS; IRA; LUPSKI, 2009).

Esse mecanismo de reparo € utilizado quando uma das pontas da quebra é
capaz de encontrarumasequénciahomadloga pararealizar o reparo. Isso pode ocorrer
em regides teloméricas degradadas, em forquilhas de replicagéo colapsadas, como ja
citado, e quando as duas extremidades de uma quebra de dupla fita encontram
modelos homodlogos independentes (SAKOFSKY; MALKOVA, 2017).

Hastings, Ira e Lupski (2009) propuseram que a quebrainduzida por replicacéo
pode ser mediada por micro-homologia (MMBIR). Segundo os autores esse
mecanismo € utilizado para reparar extremidades de fita dupla simples, quando a fita
simples estad disponivel e compartilha micro-homologia com a extremidade 3’ da
forquilhade replicacéo colapsada. A paralizacdo da replicacéo devido ao nickem uma
das fitas moldes provoca o deslocamento da DNA-polimerase para qualquer
sequéncia de fita simples proxima que tenha micro-homologia (ESCARAMIS;
DOCAMPO; RABIONET, 2015).

De modo geral a extremidade livre sofre acdo de uma exonuclease para expor
uma saliéncia 3’. A extremidade 3’ invade uma sequéncia homéloga e inicia a sintese
de DNA. Contudo, a forquilha pode apresentar baixa processabilidade e a nova fita
sintetizada se solta da sequéncia homdloga. Desse modo, a extremidade livre
estabelece novaforquilhaereiniciaasintese. Apos algunsciclosdeinvaséao, extenséo
e separacao a forquilhatorna-se mais reprodutivel e a replicacéo prossegue até o fim
do braco cromossémico ou do replicon (Figura 7) (HASTINGS; IRA; LUPSKI, 2009).
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Figura 7. Reparacdo da forquilha de replicagéo colapsada. (A) Nick na fita molde. (B) Colapso da
forquilha de replicagdo. (C) Excisdo da extremidade 5'. (C) Invasdo da extremidade 3’ de outra dupla
fita, que pode ser mediada por microhomologia. (E) Formacdo de nova forquilha de replicacdo, com
seguidos ciclos de separacéo, invasédo e formacédo de forquilhas até a resolucéo.

Fonte: Adaptado de Hastings; Ira; Lupski, 2009.

Dependendo dalocalizacdo da sequéncia homdloga e da posicao da forquilha
diferentes variacGes estruturais podem surgir a partir desse mecanismo de reparo:
translocacao, duplicacdo, delecéo, triplicacdo, inversdo e rearranjos complexos
(HASTINGS; IRA; LUPSKI, 2009).

7 Metodologias utilizadas naidentificacdo de variagdes estruturais

7.1 Bandeamento

A investigacao e deteccao das variacdes estruturais do genoma humano teve
inicio em 1952 a partir do tratamento hipoténico de células em cultura o que tornou
possivel a visualizacdo individual dos cromossomos em metafase (MARTIN;
WARBURTON, 2015). O estudo publicado por Hsu (1952) analisou cultura de
fibroblastos que demonstraram diversos graus de compactacdo cromossdmica.

Segundo o autor s6 foi possivel fazer a contagem cromoss6mica em quatro
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metafases, que naquele momento, demostraram ter 48 cromossomos. A Figura 8

mostra os registros obtidos da andlise por realizada Hsu em 1952.

Figura 8. Metéafases obtidas a partir da cultura de fibroblastos obtidos de explante de pele (A) e de
explante de bago (B-D).
Fonte: HSU, 1952.

Em 1956 foi estabelecido por Tijo e Levan que o conjunto cromossémico
humano tinha na verdade 46 cromossomos. Até inicio da década de 1970 as células
em metafase eram apenas coradas, sem um pré-tratamento, dessa forma os
cromossomos eram corados por inteiro, mostrando um padréo Unico de coloracéo.
Esse tipo de coloracdo permitia apenas a diferenciagdo dos cromossomos pelo
tamanho e posicdo do centrdbmero. Mesmo assim, ja foi possivel a identificacéo
anormalidades numéricas, como as sindromes de Down (trissomia do 21), Klinefelter
(47, XXY) e Turner (45, X) (DOLAN, 2011) e até mesmo algumas alteracdes
estruturais maiores como a delecéo do brago curto do cromossomo 4 (WILCOCK et
al., 1970).

Posteriormente a técnica evoluiu para a utilizagdo de laminas tratadas com

tripsinae coradas com Giemsa, 0 que permitiu a visualizacdo de um padréo de bandas
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especifico para cada cromossomo (Figura 9) (revisado em MARTIN; WARBURTON,
2015). A banda pode ser definida como a parte de um cromossomo que é claramente
distinguivel dos segmentos adjacentes por aparecer escuro ou claro apés as técnicas
de bandeamento (revisado em HUANG; CHEN, 2017). Esse padrao oscilante de
regides claras e escuras apresentado pelos cromossomos sado definidas pela
distribuicdo de sequéncias ricas em AT (bandas claras) e ricas em CG (bandas
escuras) (revisado em HU; MAURAIS; LY, 2020).
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Figura 9. Bandeamento G. (A) As propagacfes de metafase como esta sdo obtidas a partir de células
cultivadas paradas em metafase seguido porcoloragdo com Giemsa para criar bandas claras e escuras
caracteristicas. (B) Os cromossomos da propagacdo sdo organizados em pares para visualizar o
cariotipo, muitas vezes usando software especializado. (C) Representa¢cdes diagramaticas dos padroes
de banda G, chamados ideogramas, sdo usados como referéncia. Os ideogramas foram alinhados no
centromero (linha pontilhada); as regides sombreadas em azul sdo altamente variaveis.

Fonte: Jackson; Marks; May; Wilson, 2018.

A andlise do cari6tipo por bandeamento-G tornou possivel a deteccdo
variacles estruturaisem larga escala, além das alteracdes numericas,sendoatécnica
de citogenética classica mais utilizada em laboratérios clinicos (HU; MAURAIS; LY,

2020). A capacidade de detectar translocacdes, inversdes, delecdes e duplicacdes
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permitiu o esclarecimento de diversas anormalidades cromossémicas, como a
sindrome de Cri du Chat caracterizada pela delecdo distal do braco curto do
cromossomo 5, e o cromossomo Philadelfia (t 9;22) associado a leucemia mieloide
cronica (DOLAN, 2011).

Outras abordagens técnicas complementam a anéalise por bandeamento-G
como os bandeamentos R, C e NOR. No bandeamento-R, antes da coloragdo com
Giemsa, 0s cromossomos sao tratados com solucéo salina acida quente levando a
desnaturacao preferencial de regides ricas em AT, o que promove um padrao de
bandas oposto ao visto na banda G. Desse modo, as bandas G e R séao
complementares e coram preferencialmente regides de eucromatina (Figura 10)
(HUANG; CHEN, 2017).
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Figura 10. Bandeamento-R. Evidencia-se o padrdo de coloragdo oposto ao bandeamento-G.

Fonte: www.biomedicinapadrao.com.br

O bandeamento C permite a analise de regides de heterocromatinaconstitutiva,
ou seja, regides constituidas por DNA repetitvo e que nédo codificam genes
conhecidos (Figura 11 A). A heterocromatina esta presente nos centromeros de todos
0S cromossomos e na porcao distal do braco longo do cromossomo Y. Portanto, a

banda C contribui para identificacdo de rearranjos cromossémicos que envolvem as
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regidbes pericentroméricas, especialmente dos cromossomos 1, 9 e 16 (DOLAN,
2011).

Ja o bandeamento NOR utiliza a coloracdo com prata para expor as regides
organizadoras de nucléolo presentes nos bragcos curtos dos C€romossomos
acrocéntricos, que séao ricas em repeticoes de DNA ribossémico (Figura 11 B) (HU;
MAURAIS; LY, 2020). Este bandeamento pode contribuir para a identificagéo de
rearranjos e polimorfismos envolvendo cromossomos acrocéntricos. Além disso,
também € possivel identificar a origem parental em trissomias (MALUF; RIEGEL et
al., 2011).
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Figura 11. Bandeamentos cromossdmicos. (A) Bandeamento C, com coloracédo preferencial das
regides centroméricas. (B) Bandeamento NOR, colorag&o das regides organizadoras de nucléolo dos
CromossSOomos acrocéntricos.

Fonte: www.biomedicinapadrao.com.br

7.2 Hibridizacao Fluorescente in situ (FISH)

Rudkin e Stollar (1977) descreveram um novo método de analise que permitia
a identificacdo de hibridos de DNA-RNA em preparagdes citolégicas. Contudo,
somente no final da década de 1980 a hibridizacao fluorescente in situ passou ser
utilizada em larga escala na deteccdo de anormalidades submicroscopicas, ou seja,
alteracdes que ndo eram possiveis ser vistas ao cariétipo convencional (MARTIN;
WARBURTON, 2015).

A hibridizac&o in situ foi uma técnica que tornou possivel a identificacdo de

sequéncias especificas de mMRNA e DNA em amostras de tecido fixadas ou amostras
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de cultura celular a partir da hibridizacdo de uma fita complementar marcada
(MONTAZERINEZHAD; EMAMJOMEH; HAJIEGHRARI, 2020).

A técnicatem como principio a capacidade de um DNA fita simples se ligar ao
seu DNA complementar. Células em metafase (ou interfase) sédo fixadas em uma
lamina de microscépio e hibridizadas com sondas de oligonucleotidos marcadas com
um fluorocromo, o que permite a detec¢do por microscopia de fluorescéncia (BISHOP,

2010). A Figura 12 mostra de forma esquematica as etapas da técnica de FISH.

DNA alvo

Sondas e DNA alvo
desnaturado e hibridizado

Marcador

\ fluorescente

Sonda de DNA marcada
com corante fluorescente

DNA alvo retém
fluorescéncia

Figura 12. Representacdo esquemética da técnica de FISH. DNA alvo é desnaturado para poder
hibridizar com a sonda marcada com fluorescéncia.
Fonte: Adaptado de Wippold; Perry, 2007.

Esse método passou a explorar a capacidade de desnaturacao e renaturagéo
do DNA na deteccdo de sequéncias alvo especificas com elevado grau de
sensibilidade (HU; MAURAIS; LY, 2020). Isso permitiu que a técnicativesse diversas
aplicacdes passando a ser utilizada como um importante instrumento de investigacdo
em laboratérios clinicos (BISHOP, 2010), que tornou possivel a deteccdo de
alteragbes cromossdmicas menores, em torno de 10 Kb (MARTIN; WARBURTON,
2015).

Diferentes tipos de sondas foram desenvolvidas permitindo a analise de

diversas regides cromossOmicas: (1) paint probes, pintam o cromossomo por
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completo sendo util na contagem cromossdmica e na identificacdo de rearranjos
intercromossOmicos; (2) sondas para regides repetitivas, permite a avaliagdo de
regides centroméricas e telémericas; (3) sondas locus especifico, direcionadas para
pontos interrupcdo definidos. Além disso, no FISH multicolor é realizada a co-
marcacao e visualizacdo de todos os cromossomos gerando uma combinacao de
cores Unica para cada cromossomo, 0 que auxilia na identificacdo de rearranjos
intercromossémicos (Figura 13) (HU; MAURAIS; LY, 2020).

der(12)
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Figura 13. Andlise de FISH de um individuo com cromossomo 12 derivativo, detectado previamente

M cen12 subtel 12p

pela técnica de bandeamento G. (A) Pintura do braco curto dos dois cromossomos 3 normais e do
cromossomo 12 derivativo (verde), fundidos coma sonda subtelomérica 3q (vermelho). (B) Hibridizagéo
da sonda subtelomérica 12p no cromossomo 12 normal e derivativo. (C) Analise de bandas
multicoloridas usando conjuntos de sondas especificos para os cromossomos 3 e 12. O padrdo
resultante provou que o material adicional em der(12) resultou de uma duplicagéo invertida da porgéo
terminal de 3q.

Fonte: Carreira et al., 2009.

O advento do FISH, portanto, contribuiu para a ampliar a sensibilidade do
cariétipo nadeteccao de alteracées cromossdmicas submicroscopicas: microdelecdes
e microduplicagfes, translocacdes, e rearranjos envolvendo regides teloméricas e
centroméricas (MARTIN; WARBURTON, 2015).
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7.3 Metodologias de hibridizacdo gendmica

A primeira metodologia de hibridizacdo genOmica comparativa (CGH) foi
desenvolvida por Kallioniemi et al. (1992). O método de citogenética molecular capaz
de detectar CNVs através da comparacdo de sequéncias de DNA relativas entre
genomas utilizando amostras de células e tecidos sem a necessidade de cultura. A
andlise de células tumorais de bexiga permitiu a identificacdo de 16 regides de
amplificacdo néo detectadas anteriormente.

Contudo, o CGH ainda apresentava uma baixa resolucdo, 3-10 Mb para
delecbes e 2 Mb para amplificacdes. A técnica foi entdo aprimorada, o array-CGH
surgiu em 1997 como uma plataforma para a detec¢cdo de CNVs, sendo capaz de
alcancar uma resolucdo de 1 Mb nas suas primeiras versdes até 30-100 Kb nas
plataformas atuais (GRANADA et al., 2020; REN et al., 2005; SHINAWI; CHEUNG,
2008).

No aCGH a analise de células em metéfase foi substituida por DNA gendmico.
O DNA extraido (teste) e o DNA controle sdo marcados com fluorocromos diferentes,
para distinguirum do outro, e sdo co-hibridizados em uma matriz sélida contento
segmentos de DNA correspondentes a diferentes regiées cromossémicas (MALUF;
RIEGEL et al., 2011).

Nos primeiros aCGHs esses segmentos eram produzidos a partir de clones de
BAC (cromossomos artificiais bacterianos) ou YAC (cromossomos artificiais de
levedura). Mais tarde houve a substituicdo por sondas de oligonuclectideos, que
passou a oferecer uma cobertura mais ampla de todo genoma (YLSTRA et al., 2006).

Apos a hibridizacdo a fluorescéncia gerada é medida de forma quantitativa por
um scanner e os dados obtidos sdo convertidos em um perfil linear a partir de um
software especifico. Através da comparacdo do DNAteste e o DNA controle é possivel
identificar amplificacbes (fluorescéncia aumentada) e delecdes (fluorescéncia
diminuida). Quando ndo héadiferenca de sinal entre o teste e o controle significaque
nao houve ganho nem perda de contetddo gendémico (Figura 14) (MALUF; RIEGEL et
al., 2011).

A evolucédo da técnica permitiu a deteccao conjuntade CNVs e SNPs em uma
mesma reacgdo, elevando a cobertura do teste. Além disso, as novas plataformas
passaram a hibridizar somente o DNA teste e fazer a comparacéo in silico com o

conjunto de dados de referéncia. Dessa forma, tornou-se possivel identificar origem
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parental, dissomia uniparental, alteracdes genéticas raras e desequilibrios alélicos
somaticos em cancer (VANDEWEYER; KOQY, 2013).

Neste ponto da evolucdodatécnicaja se utilizavasondasde oligonucleotideos,
0 que permitiu uma cobertura de todo o genoma, aumentando potencialmente a
deteccdo de CNVs, inclusive as intra-génicas. Além disso, matrizes para a deteccéo
de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP array) também passaram a ser
projetadas contribuindo de forma significante para o diagnostico de individuos com
anomalias congénitas e do desenvolvimento (CHEUNG; BI, 2018). Além disso, a
analise deixou de ser pareada e passou a ser feita uma comparacéao dos dados brutos
das amostras com um banco de dados de individuos normais, diminuindo assim os

riscos de resultados errébneos.
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Figura 14. Representacdo esquematica da hibridagdo genémica comparativa por microarranjo (aCGH).
A amostra teste e a de referéncia sdo marcadas diferencialmente com cianina-5 e cianina-3,
respectivamente, e hibridizadas na matriz sélidacontendo sondas que abrangem todo genoma. A razéo
das duas intensidades de sinal de fluorescéncia reflete 0 nimero relativo de cépias naquele alvo. A
imagem gerada é processada tornando possivel a visualizagdo do perfil de nimero de cépias.

Fonte: Adaptado de Chari; Lockwood; Lam, 2006.
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7.4 Metodologias de sequenciamento

Uma das primeiras metodologias de sequenciamento que se popularizou foia
desenvolvida por Sanger, Nicklen e Coulson (1977). A técnica também conhecida
como “método de terminacgao da reagcdo em cadeia” apresentava um processo similar
ao da PCR, com ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensao.

Contudo, o processo de extenséo era interrompido pela adicdo de um ddNTP
marcado radioativamente, um nucleotideo com uma hidroxilaa menos no carbono 3'.
Dessa forma, os fragmentos diferentes tamanhos gerados eram visualizados em um
gel de acrilamida ap6s o processo de eletroforese. Assim tornou-se possivel
determinar a sequéncia do DNA em questéo.

A técnica foi aprimorada e passou a utilizar ddNTPs marcados com fluoréforos,
cada base marcada com uma cor, 0 que permitiu que 0 sequenciamento pudesse ser
realizado em apenas uma reacdo. Além disso, a eletroforese em gel foi substituida
pela eletroforese capilar levando a deteccdo das sequéncias de forma automatizada
(PAREEK; SMOCZYNSKI; TRETYN, 2011).

A deteccao de SVs por metodologias de sequenciamento tornou-se possivel
com o advento da segunda geragédo de sequenciamento. As metodologias de Next
Generation Sequencing sao caracterizadas pela alta cobertura e pela leitura de
sequéncias curtas (short-reads). O DNA gendmico passa por um processo inicial de
fragmentacéao, e posteriormente € sequenciado em ambas as extremidades (paired-
end sequencing) (YANG, 2020).

As sequénciasobtidassdo entdoalinhadasaum genomade referénciae assim
€ realizada a chamada de variantes, sendo um excelente método para identificacdo
alteracOes ao nivel de pares de bases e de CNVs, através de diferentes abordagens
de analise (GORDEEVA; SHAROVA; ARAPIDI, 2022). No caso das SVs o
sequenciamento short-read ndo se mostrou a melhor opcéo. As leituras curtas se
alinham mal em regides repetitivas o que torna a chamada de variantes um processo
complexo e propenso a erros (YANG; WU; YAN, 2019).

O desenvolvimento recente do sequenciamento de leituras longas (terceira
geracao) permitiu a deteccéo de alteracdes estruturais do genoma de forma precisa e
com elevada acuracia. Sequéncias continuas de 10 kb até varios megabases podem
ser obtidas diretamente do DNA nativo. Existem atualmente duas metodologias
disponiveis: sequenciamento de molécula tnica em tempo real (SMRT - PacBio); e o
sequenciamento Oxford Nanopore (ONT) (LOGSDON; VOLLGER; EICHLER, 2020).
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O sequenciamento de long-read permitiu a deteccdo de todos os grupos de
variagbes estruturais, inclusive a avaliacdo de rearranjos complexos, conforme
demonstrado na Figura 15. Potenciais aplica¢des clinicas incluem: diagnostico de
doencas raras, que em sua maioria possuem origem genética; gendmicado cancer,
tecnologias de leituralonga ja demonstraram resultados significativos; e o diagnostico
in situ de patégenos infecciosos. Contudo, a utilizacdo em larga escala tem sido

inviabilizada devido ao alto custo da técnica (OEHLER et al., 2023).
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Figura 15. Alteragdes estruturais possiveis de serem detectadas pelos sequenciamentos long-read
PacBio e ONT.

Fonte: Ho; Urban; Mills, 2020.

7.5 Mapeamento Optico Gendmico (OGM)

A investigacdo de variacfes estruturais no genoma recebeu um importante
reforco com o desenvolvimento do mapeamento Optico gendmico. A técnica baseia-
se na analise de moléculas de alto peso molecularque sdo marcadas e linearizadas
em eletroforese de NanoChannels (sistema Saphyr). Os mapas opticos gerados
fornecem imagens de moléculas de DNA Unicas em seu estado nativo (CHAN et al.,
2018a).

O isolamento do DNA é realizado a partir da incorporacéo das células/nucleos
em uma matriz de agarose para blindar o DNA de possiveis quebras durante o
processo de purificacéo. A agarose é fundida e o DNA resultante é purificado através

de dialise por gota. As moléculas sdo entdo marcadas de 8 a 28 vezes em um motivo
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especifico (entre 6 e 7 pb) a cada 100 Kb. Cada molécula apresenta um padrao de
marcacdo diferente das demais, o que permite a identificagdo e alinhamento de
maneira inica no nanochip (BOCKLANDT,; HASTIE; CAO, 2019).

O DNA isolado e marcado é aplicado no chip do sistema Saphyr e séo
realizados ciclos de eletroforese para mover as moléculas de alto peso molecular da
solucao para o microambiente do chip. Quando todos os canais estdo carregados a
eletroforese é interrompida (BOCKLANDT; HASTIE; CAO, 2019).

As imagens brutas obtidas através da leitura do chip sdo convertidas em
moléculas que sdo agregadas e permitem a montagem de novo do genoma. A
chamada de variantes é feita a partir do alinhamento com o genoma de referénciae
sdo realizadas ao se observar alteracdes do padrao de espacamento, posicao e
orientacéo das regides marcadas (CHAN et al., 2018). A Figura 16 mostra as etapas
do OGM.

Marcagao de regides Transferéncia do DNA Linearizagdo e captura de imagens
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Figura 16. Fluxo detrabalho Bionano para isolamento de DNA, marca¢ao, geracdo de imagem e andlise
Fonte: Bocklandt; Hastie; Cao, 2019.

Dessa forma, o mapeamento 6ptico gendmico permite identificar os principais
tipos de variagdes estruturais: delecao/insercao, representado regides mal alinhadas,
ou nao alinhadas, flanqueadas por regides bem alinhadas; translocacéo, identificadas
por pontos de fuséo entre regides distantes; inverséo, alinhamento com orientagao
oposta; e variacdo no numero de coépias, expansdes ou duplicacbes em tandem
(Figura 17) (BOCKLANDT; HASTIE; CAO, 2019).
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Figura 17. Representacdo esquemdtica da visualizacdo das variacfes estruturais detectadas pelo
mapeamento 4ptico.
Fonte: BOCKLANDT,; HASTIE; CAO, 2019.

Portanto, é possivel identificartodas as classes de variagfes estruturais partir
de 500 pb de forma mais precisa. A técnica também permite a identificacao da origem
parental e fornece dados sobre zigosidade (SAHAJPAL etal., 2021). Na figuraaseguir
€ possivel ter um demonstrativo de todas os dados gerados pelatécnica, denominado

circos plot (Figura 18).
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Figura 18. Circos plot. Imagem representativa do resultado do OGM com as respectivas interpretacdes.
O grafico fornece um resumo completo do genoma das variantes detectadas: CNVs, regides de
auséncia de heterozigose e um perfildefracdo de alelo variante. Essa exibi¢ao é filtrada dinamicamente
na interface do usuario do software Access. O gréafico Circos também exibe o nimero de cromossomos,
citobandas e, opcionalmente, localizagcdes de genes.

Fonte: Guia Bionano Genomics.

Mantere et al. (2021) avaliaram anormalidades estruturais em 85 individuos
utilizando a citogenética tradicional (combinacdo de diferentes técnicas) e o
mapeamento éptico gendmico. Houve 100% de concordancia entre as duas analises
e a técnica forneceu achados adicionais néo identificados anteriormente.

Além disso, 0 OGM apresenta um refinamento da identificacdo dos pontos de
quebra em relagdo a citogenética convencional, tendo uma resolug¢do 10 mil vezes
maior que o cariétipo. Contudo, o OGM apresenta como principal limitacdo a
impossibilidade de detectar pontos de quebra dentro de regifes repetitivas como

centrdmeros e braco curto dos cromossomos acrocéntricos (MANTERE et al., 2021).
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8 Justificativa

Considerando as técnicas classicas de investigacao citogenética e o surgimento
de novas metodologias moleculares, sobretudo as que utilizam leituras longas e DNA
em estado nativo, é relevante avaliar como essas metodologias em conjunto podem
contribuir para o processo de identificacdo e caracterizacdo dos diferentes tipos de
SVs. Desse modo, pode-se estabelecer quais metodologias de analise sdo indicadas
de acordo com cada tipo de SV e contribuir para o diagndstico de doencas genéticas

gue tem como origem rearranjos cromossémicos estruturais.

9 Objetivos

9.10bjetivo geral
O presente trabalho teve por objetivo investigar como as metodologias de
cariotipo, microarray cromossémico e mapeamento 6ptico gendémico podem contribuir

para a investigacao de rearranjos cromossémicos estruturais.

9.2 Objetivos especificos
1. Descrever portadores de rearranjos cromoss0micos estruturais.
2. Caracterizar o tipo alteracéo estrutural, identificar os pontos de quebra e o
conteudo génico envolvido no rearranjo
Estabelecer uma correlacéo genotipo-fenotipo.
4. Verificar como as técnicas de investigacdo citogenética utilizadas

contribuiram para a elucidacao do quadro clinico.

10 Metodologia

10.1 Selecao de pacientes
Foram selecionadas 10 familias portadoras de variacbes cromossdmicas
estruturais atendidos no Servico de Genética Médica do Hospital Universitario de

Brasilia. Os pacientes e/ou seus responsaveis foram esclarecidos e solicitados a
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assinar o termo de consentimento livre e esclarecido ao concordarem em participar
do projeto. Foram coletados de 4 a 8 ml de sangue periférico em tubos contendo

anticoagulante EDTA e heparina.

10.1.1 Critérios de inclusao
Ser portador de alteragdo cromossomica estrutural previamente identificada:

delecéo, duplicagdo, translocacao, inversdo, cromossomo marcador e insercao.

10.2 Cariotipo

A analise do cariétipo foi realizada a partir da coleta sangue periférico contendo
heparina. A primeira etapa consiste no cultivo de linfocitos em meio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) por 72 horas a 37°C. Em seguida, para a interrupcéo da
divisdo celular e obtencédo de metafases foi adicionado Colchicina.

As amostras entdao foram transferidas para tubos falcon seguida de
centrifugacao e adicdo de solucédo salina para hipotonizagéo. A fixagdo das células foi
realizada utilizando Carnoy | (3:1 Alcool Metilico / Acido Acético Glacial).

Para preparacdo das laminas de bandeamento G foi realizado tratamento com
tripsina e coloracdo com Giemsa. Para a realizacdo do bandeamento C as amostras
foram tratadas previamente com acido, seguido de alcali antes de serem coradas por
Giemsa. Desse modo, as regifes de heterocromatina contendo sequéncia de DNA

altamente repetidas foram coradas preferencialmente.

10.3 Extragcdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de sangue periférico
preservadas em anticoagulante EDTA. A extracdo consiste em quatro etapas: (1) lise
celular; (2) precipitacdo da proteina; (3) precipitacdo do DNA; e (4) hidratacdo do DNA.

Para a lise celularfoi utilizada solugaode lise RBC (5 mM MgCIl2e 1 mM EDTA
pH 8,0). Foi adicionado 3 mL de sangue total a tubo falcon de 15 mL contendo 9 mL
de solugcdo RBC. O tubo foi invertido e incubado a temperatura ambiente por 10
minutos, seguido de centrifugacdo por 10 minutos a 3400 rpm. O sobrenadante foi
removido deixando um pellet de leucécitos e 100-200 uL de liquido residual. O pellet
foi ressuspendido utilizando o vortex e em seguida foi adicionado ao tubo 3 mL de
solucéo de lise celular (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8,0 e 1% SDS). Na
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presenca eventual de residuos a solucao foi incubada a 37°C até ficar totalmente
homogénea.

Foi entdo adicionado ao lisado celular 1 mL de solucdo de precipitacdo de
proteina composta por 7,5 M NH4Ac e 57,81g de acetato de amdnia diluidos em 100
mL de agua destilada. A solucéo foi homogeneizada no vértex por 20 segundos e
seguida foi centrifugada por 10 minutos a 3400 rpm.

O sobrenadante contendo DNA foi transferido para um tubo falcon contendo 3
mL de isopropanol 100%. O tubo foi invertido lentamente cerca de 50 vezes até o
aparecimento dos aglomerados de DNA. Em seguida a solucéo foi centrifugada por 3
minutos a 3400 rpm formando um pequeno pellet de DNA. O sobrenadante foi
descartado e 3 mL de etanol 70% foi adicionado ao pellet. O tubo foi invertido varias
vezes com o objetivo de lavar o pelletde DNA. A amostra foi centrifugadapor1l minuto
a 3400 rpm e o sobrenadante foi novamente descartado. O pellet (DNA) foi seco a
temperatura ambiente.

Para hidratar o DNA extraido foi adicionado 200-250 pyL de tampédo TE 1X
seguido de incubacédo a 65°C por 1 hora. Posteriormente o DNA foi armazenado a
2°C. As amostras foram quantificadas e diluidas de acordo com as técnicas

moleculares utilizadas

104 Anélise Cromossdmica por Microarray (CMA)

Para identificar a presenca de CNVs e auséncia de heterozigose foi utilizada a
andlise cromossémica por microarray. A presenca de alteracdes cromossOmicas
submicroscopicas foi investigada utilizando a plataforma CytoScanTM 750k (Thermo
Fisher Scientific®).

A técnica de CMA tem por base a utilizacao de sondas (oligonucleotideos), de
sequéncia conhecida, dispostas em um microchip. Os chips CytoScanTM 750k
apresentam cerca de 750 mil sondas: 550 mil ndo polimérficas, que permitem uma
anéliseem alta resolucdode variacdes nonumerode cépias (CNVs); e 200 mil sondas
polimorficas, o que proporciona a analise de polimorfismos de Unico nucleotideo
(SNPs).

O DNA gendmico extraido foi normalizado para uma concentracao de 50 ng/uL,
para isso foi diluido em Low EDTA TE buffer. O DNA diluido passou uma etapa de

digestdo, com a enzima de restricdo Nsp |, seguido da ligagéo de adaptadores pela
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enzima T4 DNA Ligase. Os primers universais se anelam aos adaptadores durante a
etapa posterior de amplificacdo (PCR) dos fragmentos obtidos. Apos a etapa de PCR,
o produto amplificado foi capturado com o usode esferas magnéticas e purificado com
tampéao de purificacao.

Em seguida as amostras amplificadas foram quantificadas no
espectrofotometro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific, EUA), fragmentadas e
marcadas com biotina. Posteriormente, para a etapa de hibridacdo, 200 yL de cada
amostra foram depositados no GeneChip®, e estes incubados a 50°C por 16-18h a
60 rpm. Apds a hibridizacdo os chips foram lavados em na estacdo automatizada
Fluidics Station 450 (Thermo Fisher Scientific®).x, EUA) e marcados com fluoréforo.
Os chips foram analisados utilizando o scanner GeneChip® Scanner 3000 7G
(Thermo Fisher Scientific®).).

Os dados obtidos foram analisados utilizando o Chromosome Analysis Suite
(ChAS) Software (Thermo Fisher Scientific®). Foram utilizados os seguintes
parametros de analise: MAPD até 0.25; SNPQC > 15; delecgéo, alteracdo do padréo
de 25 sondas consecutivas; duplicacdo, alteracdo do padrdo de 50 sondas

consecutivas. A Figura 19 esquematiza de forma simplificada as etapas da CMA.

Extragdo de DNA gendmico
Dia 1 - ! o
) Digestdo
Finalizagdo com
a ligagdo. l
Ligagdo any
Amplificacdo por PCR .
— Fragmentagdo 1.5hr
PCR em quadruplicata
¥ »[acGerz |
Dia 2 ) 21 Dia 3 - Marcacao e apli.cagao Shr
Ia < Comega com a no GeneChip
Comega com a PCR | fragmentagdo e ]
e finaliza com l g L terminacom | N 16-18 hr
quantificagdo do hibridagdo do chip! Hibridagao
DNA purificado. Purificacdo da PCR 2hr i
. Lavagem, marcagao com
l Dia 4 fluordforo e escaneamento 35
] . Termina com o
Quantificagdo 30 min

escaneamento do chip
e anilise dos dados.

Figura 19. Protocolo resumido da plataforma Affymetrix® CytoScan® 750k Array, com o tempo

aproximado de cada etapa.



51

10.5 Mapeamento Optico Gendmico

Para a investigacdo mais aprofundada das variagOes estruturais identificadas,
foi realizado o mapeamento 6ptico genémico da Bionano Genomics (San Diego, CA,
USA). A técnica baseia-se na leitura de moléculaslongas de DNA nativo marcadas
em motivos especificos (sequéncias CTTAAG). Os mapas opticos gerados permitem
a montagem de novo genoma e a identificacdo de todos os tipos de variacdes
estruturais a partir de 500pb.

As reacdes foram realizadas no Laboratorio da empresa Uniscience de acordo
com as instrucdes do fabricante.

As amostras de sangue coletadasemtubo contendo EDTA foram armazenadas
a — 80°C. Para extracdo de DNA foi utilizado o kit Sample Prep SP Blood and Cell Kit
PN#80042. As amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C e em seguida
foi realizada a contagem de leucdcitos pelo equipamento Hemocue WBC DIFF. O
volume de sangue total que contém no minimo 1,5 x 10° leucdcitos foi centrifugado.
Ao pellet formado contendo leucécitos foi adicionada a solu¢cdo DNA stabilizer e
proteinase K, seguido do tamp&o de lise e PMSF. Em seguida foi adicionado
isopropanol e um disco nanobind, onde o DNA deve aderir. Os disco contendo DNA
passou por etapas de lavagem seguido de eluicdo para obtencdo do DNA livre.

O DNA extraido foi quantificado com um fluorimetro acoplado ao equipamento
DeNovix DS-11 utilizando o kit dsDNA Broad Range. A concentracdo ideal deve ficar
entre 36—150 ng/pL (coeficiente de variagcdo < 0,30). Em seguida, 750 ng de DNA
foram marcados utilizando DLS kit PN#80005, que contém um mix de enzima DLE-1,
DLE Buffer e DL-Green (fluoroforo). Apés a marcagdo o DNA foi quantificado no
fluorimetro acoplado ao equipamento DeNovix DS-11 com kit dSDNA High Sensitivity.

A concentracao ideal deve ficar entre 4-12 ng/pL (coeficiente de variacao < 0,30).
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O material marcado foi carregado no Saphyr Chip G2.3 PN#20366 para o
processo de eletroforese e captura das imagens. Apds a captura da quantidade de
dados solicitada (450Gbp — 100X e 1800Gbp — 400X), foi criado um arquivo de
moléculas. Os dados foram analisados no Software da Bionano com pipeline De Novo
Assembly. A figura a seguir esquematiza de forma simplificada as etapas do
Mapeamento Optico Gendmico (Figura 20).

Visualizagdo e selegdo das SVs

Algoritmos convertem as imagens >
< e dentro da interface grafica

Isolamento do DNA de alto Transferéncia do DNA 2 PR
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Figura 20. Protocolo resumido das etapas de processamento e andlise do Mapeamento Optico

Gendmico Bionano Genomics®.

10.6 Sequenciamento Long-read PacBio

Para uma analise mais detalhada das alteracdes estruturais, especificamente
no caso 5, foi realizado o Long-read sequencing SMRT (Single-molecule real-time) da
Pacific Biosciences. Essa metodologia promove a leitura de sequéncias longas, entre
15-20 Kb, permitindo ndo s6 analise da sequéncia, como também de variacdes
estruturais no genoma.

A tecnologia SMRTbell™ € um modelo de DNA de fita dupla coberto por alcas
em grampo em ambas as extremidades. O modelo SMRTbell é estruturalmente linear
e topologicamente circular gerando sequéncias senso e anti-senso a partir de uma

Unica molécula.
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A primeira etapa consiste na preparacdo da amostra através da extracao de
DNA de alto peso molecular. O DNA gendmico extraido passa por uma etapa de
reparo, ligacao dos adaptadores e limpeza por acdo de nucleases. Com a biblioteca
SMRThbell pronta foi realizado o anelamento dos primers e a ligacao da polimerase.
Entdo o DNA circularizadofoi sequenciado repetidamente e cada leiturada sequéncia
formou um subread. A partir do alinhamento dos subreads obteve-se a sequénciafinal
consenso (Figura21l). Todas as etapas do sequenciamento e analise foramrealizadas

segundo protocolo da PacBio no Laboratério MrDNA nos Estados Unidos.

DNA gendémico
fl’agmentado ................................................
15-20kb . & . O DNAcircularizado
H 2 é sequenciado

repetidamente
Dano ao DNA e reparo final

Ligagdo do adaptador 3 % horas ,
Limpeza por nuclease &£
Biblioteca ‘: ———— e . :r
SMRTbell § i m——ne— N .: ................................................... st
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Anelamento do primer | . . e 1t o
Ligagdo da polimerase i s
o baa
Polimerase ligadaao £ ) Sequéncia
complexo SMRTbell * o C it de i g g P s 2
Hifi read

99,99% de acuracia

Figura 21. Protocolo resumido das etapas de processamento do sequenciamento long-read da Pacific

Biosciences®.

10.7 Anélise in silico dos dominios de associacao topoldégica (TADs)

Nos casos em que nao foi possivel estabelecer uma correlacdo genotipo-
fendtipo e/ou sugerir um gene candidato foi realizada a anélise dos TADs na
plataforma TADeus2 (https://tadeus2.mimuw.edu.pl/), que permite avaliar como SVs
e CNVs podem afetar a conformacao natural da cromatina, além de fornecer um
estrutura visual para a interpretacdo de SVsS/CNVs que afetam as estruturas dos
TADs.

Através da insercdo das coordenadas dos pontos de quebra, previamente
identificados, 0 programa analisa se ha interrupcdo de TADs e gera um score de

patogenicidade dos genes proximos ao rearranjo. Desse modo, € gerado um ranking


https://tadeus2.mimuw.edu.pl/
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dos principaisgenesque podem estar com a expressao alterada e, portanto, contribuir
para as manifestacfes fenotipicas.

Segundo descrito por Poszewiecka et al. (2022) o score de patogenicidade de
um gene é calculado com base nos seguintes indicadores: score de
haploinsuficiéncia/triplossensibilidade do ClinGen; o numero de interrupcdes de
interacdo potenciador-promotor preditas com base nos pontos de quebra; o numero
de nomes e links associados ao fenétipo descrito no Human Phenotype Ontology

(HPO); e a distancia dos pontos de interrupcao do rearranjo.

11 Resultados e Discussao

Foram descritas 9 familias portadoras de rearranjos cromossémicos
estruturais. Além disso, o0 conhecimento prévio de um caso familiar de
microduplicagdo, ndo vista ao caridtipo, foi adicionado e discutido em conjunto com
uma das 9 familias descritas. A priori as alteragcdes foram investigadas com as
metodologias de cariétipo, CMA e OGM, no entanto a utilizacdo dessas metodologias

de analise, ou outras adicionais, foram adequadas a necessidade de cada caso.



Tabela 1: Compilado dos resultados da investigacdo citogenética
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FAMILIA CARIOTIPO CMA OGM
1
47, XY + mar 18p(136,227-15,170,636)x4 Nao avaliado
2 46,XX,der(4)t(4;7)(p16;q32)mat 7q31.32(121,770,469-159,119,707)x3 37,2Mb N&o avaliado
4p16.3(121,106-1,670,584)x1 1,5 Mb
3 46,XX,1(1;10)(q32;p13) Normal t(1;10)(931.3;p13)
4
46,XX,1(3;12)(q29;q14) Normal t(3;12)(q26.31;914.3)
5 46,XY,1(5;8)(q33q21.2) Normal 1(5;8)(035.2;922.2)
6 46,XY,inv3(p14p25) Normal inv(3;3)(p26.1;p14.1)
7 46,XY,inv(7)(p13932) Normal inv(7;7)(p12.1;931.32)
inv(2;2)(p24.1;p15)
8 46,XY,inv(2)(p13p25.1) 2p22.3 (chr2:32,635,270-33,325,378) dup(2)(p22.3p22.3) 655Kb
dup 690Kb 2p11.2(87,295,858 88,057,222)x1 761Kb
9 t(9;20)(922;913.3),9gh+,9gh+ Normal t(9;20)(921.12;911.23)
10 Normal 8p23.3p23.3(1,570,315-2,330,754)x3 8p23.3p23.2(1,565,872_2,273,570)x3

dup 760Kb

dup 707,6 Kb
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Familia 1

Descricdo clinica

Paciente do sexo masculino, com dois meses de idade e filho de pais ndo
consanguineos. Encaminhado para a Genética por apresentar baixa estatura, baixo
peso ao nascimento, malformacao de orelha e discreta assimetria facial.

Ao exame fisico foi identificado: aparente microssomia, fendas palpebrais
discretamente obliquas para baixo, raiz e ponte nasal altas, boca pequena, palato
estreito e retrognatia. Assimetria facial mais evidente ao choro com lateralizacdo da
boca para a esquerda. Orelha direita: microtia, implantacéo baixa com presencade pit
pré-auricular; orelha esquerda: sobredobramento da hélice.

Membros proporcionais e bem alinhados, pregas palmares normais, dedos
alongados com presenca de saliéncias nas falanges proximais. Genitalia tipicamente
masculina com discreta hipoplasia da bolsa escrotal. Comprimento de 46,5 cm (< 3°

percentil) e perimetro cefalico de 31,5 cm (< 3° percentil).

Achados citogenéticos

Pela analise do caridtipo foi identificada a presenca de um cromossomo
marcador extranumerario (47,XY+mar). Os pais do probando foram testados e
apresentaram caridtipo sem alteracbes, sendo, portanto, uma alteracao
cromossomica de novo.

Por meio do CMA foi identificadaa presenca de uma tetrassomia do braco curto
do cromossomo 18 [18p(136,227-15,170,636)x4] (Figura 22), possivel origem do

cromossomo marcador observado ao cariétipo.
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Figura 22. Tetrassomia de 18p no caso 1. (A) Resultado do CMA, o retangulo azul escuro indica a
presenca de quatro coOpias do bragco curto do cromossomo 18 [18p(136,227-15,170,636)x4]. (B)
Representacdo esquematica do isocromossomo i(18p).

Discusséo

O paciente descrito na familia 1 apresenta como principais tragos fenotipicos:
baixa estatura, baixo peso ao nascimento, assimetria facial e malformacé&o de orelha.
O cromossomo marcador identificado no caridtipo tem origem no brago curto do
cromossomo 18, identificado pelapresenca de quatro cOpias desse segmento através
do CMA.

A tetrassomia 18p ocorre devido a formacdo de um isocromossomo [i(18p)
OMIM 614290], uma alteracdo cromossomica rara descrita em 1963 por Froland et al.
A maior parte dos casos sdo de novo, como 0 paciente do caso 1, porém existem
relatos de casos herdados (NUR et al., 2016).

Segundo Sebold et al. (2010) todos os casos relatados até aquele momento
eram monocéntricos, indicando que o isocromossomo tem origem em dois eventos
independentes: ndo disjunc¢éao e divisdo incorreta do centrémero. A troca em formato
de U também poderia levar a formacdo de um isocromossomo, contudo dicéntrico.
Portanto, a hipétese mais provavel € que o isocromossomo 18p seja de fato formado
por esses dois eventos independentes. Além disso, a investigacao da possivel origem
parental indicou que a ndo disjun¢ao ocorre na meiose Il materna, sugerindo que a

idade materna pode ter influéncia na formacao do isocromossomo.
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A manifestacdo clinica é variavel, porém os achados mais comuns sao
anormalidades craniofaciais, malformacoes esqueléticas e disfun¢édo neuromuscular.
Individuos portadores da tetrassomia 18p também apresentam atraso no
desenvolvimento, alteragdes na fala e no comportamento (MOREIRA et al., 2019).

Sebold et al. (2010) avaliaram o fendtipo de 43 individuos com tetrassomia 18p
em conjuntocom 65 casos relatados naliteratura previamente. A manifestacdo clinica
prevalente em 100% dos casos analisadosfoi o atraso do desenvolvimento/deficiéncia
intelectual, seguido de complicagbes neonatais como dificuldade de alimentacéo e
hipoglicemia, tbnus muscular anormal e microcefalia. O atraso do crescimento foi
relatado em 30% dos casos.

As caracteristicas fisicas mais frequentes observadas foram filtro liso,
anormalidades de palato e clinodactilia (SEBOLD et al., 2010). O paciente da familia
1 apresenta boca pequena, malformacao de orelha, falanges proximais proeminentes
e hipoplasia da bolsa escrotal, todas manifestacbes observadas e relatadas por
Sebold et al. (2010). Desse modo, pode-se concluirque a tetrassomia 18p € a causa

das manifestagdes clinicas do paciente.
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Familia 2

Descricdo
Paciente do sexo feminino com cinco meses de idade e filha de pais néo

consanguineos. Foi encaminhada ao servico de Genética aos dois meses de vida por
apresentar dificuldade de succéo, hipoatividade, engasgos, clitoromegalia, displasia
de quadril e pé torto congénito.

Ao exame fisico foi também foi identificado: aparente macrocefalia, fronte
ampla, pescoco curto, escleréticas azuladas, fendas palpebrais obliquas para baixo,
raiz nasal alta, ponte nasal larga, narinas antevertidas, palato estreito, filtro longo,
orelhas rodadas para tras e com baixa implantacdo, pele marmorata, membros

proporcionados, dimple sacral com pilificacéo fina e prega palmar tnica bilateral.

Achados citogenéticos

O cariotipo revelou a presengade um cromossomo derivativo ocasionandouma
trissomia parcial de 7q e monossomia parcial de 4p [46,XX,der(4)t(4;7)(p16;9g32)mat].
Os pais foram testados e o cariétipo materno revelou uma translocagéo balanceada
entre os cromossomos 4 e 7 [46,XX,1(4;7)(p16;932)], e o caribtipo paterno né&o
apresentou alteracdes. Portanto, o rearranjo da probanda tem origem materna (Figura
23).
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Figura 23. Representacdo esquematica do rearranjo no caso 2. Translocagdo materna balanceada que
déa origem a translocacao desbalanceada na probanda, representada pelo cromossomo 4 derivativo.

As bandas sinalizadas indicam os pontos de quebra.

A analise de CMA da probanda mostrou uma duplicacdo de 37,2 Mb em
70931.32 [(121,770,469-159,119,707)x3] (Figura 24) e uma delecédo de 1,5 Mb em
4p16.3 [(121,106-1,670,584)x1)] (Figura 25), confirmando o resultado do cariétipo e
refinando o mapeamento do segmento alterado.
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Figura 24. Duplicacdo de 37,2Mb em 7q31.32 no caso 2. O retangulo azul indica o segmento
cromossémico duplicado [(121,770,469-159,119,707)x3].
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Figura 25. Delecdo de 1,5Mb em 4p16.3 no caso 2. A barra vermelha superior indica o segmento
cromossémico deletado [(121,106-1,670,584)x1)].

Discusséo

Como demonstrado na Figura, a probanda da familia 2 apresenta um
cromossomo 4 derivativo com origem em translocacdo balanceada materna. A
investigagdo citogenética revelou uma monossomia parcial do cromossomo 4
(delecéo de 1,5 Mb em 4p16.3) e umatrissomia parcial do cromossomo 7 (duplicacéo
de 37,2 Mb em 7931.32).

A delecao da porcéo terminal do brago curto do cromossomo 4 (4p16.3) esta
associada a sindrome Wolf-Hirschhorn (WHS, OMIM #194190), caracterizada
fenotipicamente por dismorfias faciais, atraso de crescimento, convulsdes e
deficiéncia intelectual. Também pode haver presenca de microcefalia, alteracdes
cardiacas, hipotonia, anomalias renais e esqueléticas (CORREA et al., 2018).

Molecularmente a WHS é classificadacomo uma sindrome de genescontiguos
em decorréncia da delecdo terminal ou intersticial de 4p. Inicialmente foram propostos
dois genes candidatos para sindrome, LEMTI e WHSC1, que estdo associados
principalmente ao atraso do desenvolvimento. Contudo, ndo foi possivel estabelecer
uma correlacdo com a manifestacdo de convulsdes e alteracdes craniofaciais.

Portanto, outros genes deletados na mesma regido poderiam contribuir para essas
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manifestacdes, sdo eles: PIGG, CPLX1, FGFRL1, CTBP1 (BATTAGLIA; CAREY;
SOUTH, 2015).

A paciente descrita na familia 2 apresenta uma delecédo de 1,5 Mb que néo
inclui a regido critica para a sindrome, que contém os genes LEMTI e WHSC1,
entretanto engloba todos o0s genes candidatos associados a malformacdes
craniofaciais e convulsdes. Além das malformacdes craniofaciais ela também
apresentou alteracBes esqueléticas e atraso no desenvolvimento, que séo
caracteristicas da sindrome.

Em cerca de 60% dos casos ocorre a delecdo isolada de 4p16. Os outros 40%
sdo decorrentes de translocacao desequilibrada com monossomia parcial de 4p e
trissomia parcial de um braco cromossémico diferente, geralmente proveniente de
translocacdo materna balanceada (BATTAGLIA, 2002), assim como ocorre no caso 2.
A translocacdo mais recorrente envolve o segmento distal do braco curto do
cromossomo 8, entretanto outras regides ja foram relatadas (BATTAGLIA; CAREY;
SOUTH, 2015).

Nessa paciente o rearranjo ocorre com o segmento distal do braco longo do
cromossomo 7, ndo relatado previamente na literatura. A duplicacdo de 7q isolada é
caracterizada por atraso global no desenvolvimento, dismorfias faciais, convulsoes,
alteracdes esqueléticas, defeitos cardiacos e anomalias geniturinéarias (BOSFIELD;
DIAZ; LEON, 2021).

Bosfield, Diaz e Leon (2021) descreveram um caso de duplicacdo de 30,8 Mb
em 7q32.1936.3 com quadro clinico de atraso global do desenvolvimento, tonus
muscular anormal, convulsdes, alteracdes geniturinérias, anormalidades cerebrais e
defeitos cardiacos. Segundo os autores 0s principais genes implicados nas
manifestacbes fenotipicas seriam: CNTNAP2, DNAJB6, GALNTL5, GALNT11,
KMT2C,NCAPG2, PAXIP1,PTPRN2,SHH e VIPR2. Todos os geneslistados também
estdo duplicados na paciente do caso 2.

A probanda apresenta um quadro clinico compativel com a monossomia de 4p
e trissomia de 7q. Além disso, a partir do resultado de CMA pode-se inferir os pontos
de quebra do rearranjo materno. No cromossomo 7 ocorre a interrupcao do gene
AASS associado a hiperlisinemia autossémica recessiva. Ja o ponto de quebra no
cromossomo 4 interrompe o gene FAM53A que ndo esta associado a um fendtipo
especifico. Isso explicao fato de a mée ndo apresentar manifestacdesclinicas, apesar

de ser portadora da translocagéo equilibrada.
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Individuos portadores de translocacdes balanceadas apresentam um maior
risco de perda gestacional, infertilidade e de ter uma progénie com rearranjos
desbalanceados assim como ocorre no caso em questdo. Na meiose, 0s
cromossomos translocados se associam ao seus homélogos durante a etapa de
recombinacao formandouma estrutura tetravalente. Na etapa seguinte de segregacao
cromossOmica pode haver a formacdo de gametas normais, balanceados ou
desbalanceados (WILCH; MORTON, 2018).

A proporcdo de embrides desequilibrados e o impacto fenotipico na progénie
sao variaveis, dependendo de fatores como origem parental, cromossomos envolvidos
e se 0s pontos de quebra levam a interrup¢do de genes importantes. Desse modo,
torna-se essencial a investigacdo desses casos e 0 aconselhamento genético
orientando quanto a fertilidade, a possibilidade de filhos com alteracGes genéticas e

avaliacao do risco de recorréncia (DAl et al., 2022).
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Familia 3

Descricdo
Paciente do sexo feminino com 5 anos de idade e filha de pais néo

consanguineos. Foi encaminhada para avaliacdo genética por estatura abaixo do
limite inferior e dismorfias menores.

A paciente nasceu a termo, contudo apresentou desaceleracdo pdndero-
estatural desde entdo. Ao nascimento foi identificado pé torto congénito unilateral a
direita corrigido cirurgicamente aos dois meses de idade. Aos 4 anos apresentou
quadro de vomitos e hipoglicemia, havendo a necessidade de internacéo.

Dois irmdos mais velhos, de 13 e 14 anos de idade, nasceram com pé torto
congénito bilateralmente, também necessitando de correcao cirlrgica. Além disso,
eles apresentaram outras alteracdes esqueléticas como crescimento de estruturas
Osseas e desvio de coluna, entretanto ndo apresentaram quadro de baixa estatura
e/ou desaceleracéo pondero-estatural.

Ao exame fisico foiidentificado: normocefalia,implantagéo alta da linhaanterior
dos cabelos, fendas palpebrais discretamente obliquas para cima, esclera azulada,
raiz e ponte nasal médias, filtro nasolabial pouco marcado, orelhas com implantacéo
normal. Pregas palmares regulares, clinodactiliade 5° dedo bilateralmente, assimetria
discreta de membros inferiores e frouxidao ligamentar. Apresentou ausculta pulmonar

sem alteracBes e abdome flacido sem visceromegalias.

Achados citogenéticos

O exame de cari6tipo revelou a presenca de uma translocacao aparentemente
balanceada entre os cromossomos 1 e 10 [46,XX,t(1;10)(g32;p13)]. Os pais da
probanda foram testados e apresentaram cariotipo sem altera¢des, sendo, portanto,
uma alteracdo cromossomica de novo.

A analise cromossdmica por microarray néo identificou ganhos ou perdas de
segmentos cromossdmicos, indicando que se trata de uma translocacgéo balanceada.

Através da analise por OGM foi confirmada a presenca da translocacéo
[ogm[GRCh37] t(1;10)(g31.3;p13)] (Figura 26) com os respectivos pontos de quebra
no cromossomo 1 (chrl:198,550,555-198,550,565) e no cromossomo 10
(chr10:13,603,206-13,603,216) (Figura 27). Apesar do rearranjo, ndo houve

interrupgdo génica nos pontos de quebra.
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Figura 26. Translocacdo do caso 3. (A) Circos plot. A linha central que liga os cromossomos 1 e 10

indica a presenca datranslocac&o. (B) Representacdo esquematica da translocag o [t(1;10)(q32;p13)].

As bandas destacadas indicam os pontos de quebra.
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Figura 27. Pontos de quebra da translocacdo no caso 3. A barra azul central representa a amostra do

paciente analisado. A barra verde superior representa 0 genoma de referéncia para o cromossomo 1 e

a inferior a referéncia do cromossomo 10. Nota-se que parte da barra azul se alinha ao cromossomo 1

em sentido direto, e a outra parte se alinha ao cromossomo 10em sentido invertido. A linha rosa vertical

indica os pontos de quebra.
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Através da analise na plataforma TADeus?2 foi identificado a interrupcao dos
TADs (Figura 28) e os genes que podem estar com a expressao génica afetada de
acordo com o ranking de patogenicidade, sao eles: PTPRC,ATP6V1G3, NEK7, ASPM
e F13B no cromossomo 1; PHYH, FRMD4A, MCM10, BEND7, SEPHS1, PRPF18,
UCMA, SNRPGP5, OPTN e DCLRE1C no cromossomo 10 (Figura 29).

Cromossomo 1 Cromossomo 10
976 197.8 198.0 198.2 198.4 mop| 134 132 13.0 128 126

chrl chrl0

_— »Clorf53 = NEK7 @ATHD7 e  RBISP1 UCMA® OPTNemm
»Clorf53 PHYH == CCDC3
== HX9 SEPHS1 mse MCM10 e
Ponto de jungdo

Figura 28. Andlise in silico da translocacéo na plataforma TADeus2 no caso 3. Na primeira faixa os
tridngulos vermelhos representam os TADs. A segunda faixa mostra a interacdo entre promotores e
enhancers. A faixa inferior mostraos genes presentes nas regides analisadas. A linha vermelha vertical

indica o ponto de jungcdo dos cromossomos 1 e 10 devido a translocagéo.
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Ponto de quebra cromossomo 1 .
Distance

from

breakpoints

Enhancer- Enhancer- score

promoter promoter Distance (distance Total
Gene ClinGen interactions interactions Phenotype from below pathogenicity
symbol plul ClinGen score number score score breakpoints 1Mb) score
PTPRC 1.0000 0 170 1 1 57,032 1 3
ATPEV1G3 0.1075 0 10 1 0 40,480 1 2
NEK7 0.8802 0 4 1 0 259,005 1 2
ASPM 0.0000 30 1 0 0 1 1434731 0 2
F138 0.0000 30 1 0 0 1 1,514,165 0 2

Ponto de quebra cromossomo 10

PHYH 0.0000 30 1 1 1 1 258,804 1 4
FRMD4A 1.0000 0 25 1 1 82,490 1
MCM10 0.0000 0 1 1 1 350,106 1
BEND7 0.0081 0 70 1
EPHS1 4 5 1
PRPF18 0.0003 0 5 1
A 0 1 326,84.

0.0000 30 1 0 0 1 1,336,143

Figura 29. Score de patogenicidade dos genes préximos ao rearranjo no caso 3. Lista de genes que

potencialmente estdo com a expressao alterada nos cromossomos 1 e 10.

Discusséo

A paciente descrita na familia 3 € uma meninade 5 anos com baixa estatura
e dismorfias menores. Foi identificada uma translocacdo reciproca entre o0s
cromossomos 1 e 10 que né&o leva a interrupgéo génica.

Apesar das regides de quebra cromossémica néo conterem genes, somente
a translocacdo em si pode levar a alteracdes patolégicas tendo em vista que 0s
Cromossomos possuem organizacdo e conformacdao pré-estabelecidas. O genoma é
compactado e montado em estruturas tridimensionais que influenciam diretamente a
expressdo génica através do controle espacial das interacbes entre regides
promotoras, enhancers e outros elementos reguladores (WILCH; MORTON, 2018).
S&0 os chamados dominios de associacao topolégica (TADSs), regides especificas e
delimitadas que possuem elevada interacao interna e sao separadas por barreiras
para impedir a interacao entre dominios vizinhos (IBRAHIM; MUNDLOQOS, 2020).
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Rearranjos cromossémicos estruturais podem modificar a arquitetura dos
TADs seja deletando, duplicando, invertendo ou deslocando os seus limites. Desse
modo, genes podem ser ativados de modo ectdpico por enhancers de outros
dominios, potencialmente levando a uma desregulacéo da expressao e ao estado de
doenca (LUPIANEZ; SPIELMANN; MUNDLOS, 2016).

Apesar da translocacaoidentificada napaciente descrita nafamilia 3 naolevar
a interrupcdo génica, houve uma mudanca na configuracdo dos TADs que pode
interferir na expressao dos genes vizinhos a translocacéo. Nota-se uma fusao de dois
TADs diferentes que possuem distintas interac6es promotor-enhancer.

Através da analise da translocacdo na plataforma TADeus2 foi possivel
identificar genes que podem estar com a expressao alterada em funcéo de alteracdes
conformacionais dos TADs. De acordo com o score de risco gerado na plataforma os
principais sdo: PTPRC, ATP6V1G3, NEK7, ASPM e F13B presentes no cromossomo
1; PHYH, FRMD4A, MCM10, BEND7, SEPHS1, PRPF18, UCMA, SNRPGP5, OPTN
e DCLREILC presentes no cromossomo 10. Isso néo descarta a possibilidade de
outros genes estarem com a expressao afetada pela translocacéo e néo terem sido
identificados pelo programa

Dentre os genes citados, o NEK7 é um exemplo de possivel candidato. Salem
et al. (2010) silenciaram o gene NEK7 em ratos e observaram morte prematura, baixo
peso ao nascimento e retardo severo do ganho de peso. A paciente descrita nesse
caso apresenta uma desaceleracdo do ganho pondéro-estatural pés-natal, o que se
assemelha em parte com os efeitos do silenciamento do gene NEK7 em modelo
animal. Contudo, essa é apenas uma pequenaevidénciade que a desregulacédo da
expressdo desse gene pode estar relacionada com a manifestacdo fenotipica da
paciente.

Considerando que houve a interrupcdo de dois dominios TADs, com
consequente quebradas barreiras que os delimitam, diversos genes podem estar com
a expressao alterada. Portanto, o fato de ndo haver nenhumgene diretamente afetado
nao descarta a possibilidade de a translocagéo ser a causa e/ou contribuir para o

quadro clinico.
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Familia 4

Descricdo clinica

A familia 4 se refere a duas gémeas monozigoticas com fen6tipo de Sindrome
de Silver Russell que foram previamente descritas por Wawruk (2019). As gémeas
sédo filhas de pais ndo consanguineos e foram encaminhadas para o servico de
Genética com quadro de déficit de crescimento, macrocrania, vagina imperfurada e
episodios convulsivos.

As irmas nasceram com 36 semanas e 4 dias de gestacdo por via cesariana.
Eram pequenas para a idade gestacional: 38 cm (< 3° percentil) e 1700g (< 3°
percentil) (paciente 1); 39 cm e 1670g (< 3° percentil) (paciente 2). Ambas tinham
perimetro cefalico de 31,5 cm (entre 10° e 25° percentis)

Na avaliagéo clinica,apresentavam macrocrania (observada desde os 6 meses
de idade), fronte proeminente, atopia, dismorfismos faciais menores, quedade cabelo,
dificuldade de alimentacdo e déficit de crescimento. Elas também apresentaram
dificuldade de aprendizageme crises convulsivas caracterizadas por paralisiado olhar
e cianose perioral seguidas de sincope.

O eletroencefalogramarealizado aos dois anosde idade revelou que a paciente
1 apresentava atividade irritativa focal na regido occipital esquerda, enquanto a
paciente 2 apresentava atividade irritativa generalizada. Elas ndo apresentaram
alteracOes nas atividades intracranianas ou processos expansivos nos resultados da
tomografia computadorizada. Ambas manifestaram infec¢des recorrentes das vias
aéreas superiores.

Nova avaliacao clinica foi realizada quando as gémeas tinham 11 anos de
idade. A paciente 1 apresentou estaturade 132,5 cm (entre 5° e 10° percentis) e peso
de 26,8009 (entre 3° e 5° percentis). A paciente 2 apresentou de 128cm de estatura
(< 3°percentil) e 23,5009 (< 3° percentil). Ambos os perimetros cefalicos mediam 51,8
cm (entre 2° e 50° percentis).

As gémeas foram diagnosticadas clinicamente com SRS apdés anélise de seu
fendtipo pelos critérios NH-CSS, que incluem: baixo peso e/ou comprimento ao
nascer; restricio de crescimento pds-natal; macrocefalia relativa ao nascimento;
fronte proeminente; assimetria corporal; dificuldades de alimentacéo e/ou baixo IMC
(WAKELING et al., 2016).
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Achados citogenéticos

Através do exame de caridtipo foi identificada uma translocacdo entre os
cromossomos 3 e 12 [46,XX,1(3;12)(q29;q14)]. A analise do cariétipo dos pais néao
revelou altera¢gBes, sendo, portanto, uma alteracdo de novo. A andlise de CMA néo
detectou perda ou ganho de material genético, indicando que a translocacéo é
equilibrada.

Os pontos de quebra da translocacao foram descritos previamente por Wawruk
(2019) através da técnica de sequenciamento Mate-Pair, uma adaptacdo do
sequenciamento short-read (lllumina) para sequencias maiores. Pontos de quebra
identificados:regido 3926.31 (chr3:174,961,172-174,963,250), queinterrompe o0 gene
NAALADLZ2; regido 12914.3 (chr12:65,849,728-65,851,528) que interrompe 0 gene
HMGAZ2.

A analise por OGM confirmou a presenga da translocacao
[ogm[GRCh37]t(3;12)(q26.31;914.3)] (Figura 30) levando a interrupgcdo do gene
NAALADL2 em 3qg26.31 (chr3:174,684,770-174,684,780) e do gene HMGA2 em
12914.3 (chr12:66,243,601-66,243,611) (Figura 31).



71

Y
A o) % “ "[llll e
ﬁ’\ g ‘\\\‘\ 4 - I . I/ /// 2
N \\\}\ el N t/,'/
) 7,
X %
N S NS =\ /4 s !
Q\ /// — \ // Q/
NSNS & ~ 2
~ : [y / /’ \ =
. =~ // / \\ 2
b L 7 - FE » = _12q14.3
— [ | \ - der 12 HMGAZ
v N [k =
N
< % B\ \\\\ 7 / § o --3q26.31
~\2 ~=i— /& ~ NAALADL2
6// 4 \\ ______ — \:
C Q@ S
% // AV o
7, \
2 // / N %\&\ der3
7/ / I A
&, / 4 LSRN
Ly ! \ N’
7 1 I m \\\\
7 LTITITR
01 6 »

Figura 30. Translocacdo do caso 4. (A) Circos plot. A linha central que liga os cromossomos 3 e 12
indica a presenca da translocacdo. (B) Representagdo esquematica da translocacéo

[t(3;12)(q26.31;q14.3] com indicac&o dos pontos de quebra.
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Figura 31. Pontos de quebra da translocag¢éo no caso 4. A barra azul central representa a amostra do
paciente analisado. A barra verde superior representa o0 genoma de referéncia para o cromossomo 3 e
a inferior a referéncia do cromossomo 12. Nota-se que parte da barra azul se alinha ao cromossomo 3

parte se alinha ao cromossomo 12. A linha rosa vertical tracejada indica os pontos de quebra.
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Discusséo

Foi identificada na familia 4 uma translocacao entre os cromossomos 3 e 12 em
gémeas com diagndstico clinico de Sindrome de Silver Russell (SRS). A translocacéo
leva a interrupcéo dos genes NAALADL2 e HMGAZ2.

A sindrome de Silver-Russell (SRS) € um disturbiode imprinting gendémico raro,
que se caracteriza por restricdo do crescimento intrauterino e pds-natal com perimetro
cefalico normal. A maioria dos casos diagnosticados de SRS tem ocorréncia
esporadica, no entanto um padrdo de heranca mendeliana e recorréncia familiar ja
foram descritos na literatura (SPITERI; STAFRACE; CALLEJA-AGIUS, 2017).

A SRStem duas etiologias principais bem conhecidas: a hipometilacao paterna
da Imprinted Control Region 1 (ICR1) localizada 11p15.5, a causa de cerca de 50%
dos casos; e a dissomia uniparental maternado cromossomo 7, responsavel por cerca
de 10% dos acometimentos (ISHIDA, 2016).

A SRS apresenta um espectro fenotipico que pode variar de leve a grave, o que
dificultaodiagnosticoclinico. Nesse sentido, o sistema de pontuacao clinica Netchine-
Harbison (NH-CSS) é altamente aplicado para o diagnadstico clinico da sindrome. O
sistema considera a presenca de seis sinais clinicos: nascer pequeno para a idade
gestacional, restricdo de crescimento pés-natal, fronte proeminente, macrocefalia
relativa ao nascimento, assimetrias corporais, dificuldade de alimentacéo ou baixo
indice de massa corporal. A presenca de quatro ou mais sinais sugere o diagnaéstico
clinico de SRS (SAAL etal., 2002).

A translocacdo das pacientes do caso 4 leva a interrupcao de dois genes:
NAALADL2 e HMGA2. O gene N-acetil-L-aspartil-L-glutamato peptidase-like 2
(NAALADLZ2) é um membro da familia glutamato carboxipeptidase Il (SIMPSON et al.,
2020). A funcédo do NAALADL?2 ainda precisa ser elucidada, mas alguns estudos
sugerem seu papel na via do glutamato, no sistema nervoso (BORG et al., 2005). Até
0 momento ndo hé evidéncias de que o NAALADL?2 desempenhe papel nos casos de
SRS.

O gene HMGA2 (High-Mobility-Group Protein AT-hook 2) é um fator de
transcricao que pertence a familia das proteinas nucleares ndo histonas que se ligam
ao sulco menordo DNA, regides ricas em AT. Dessa forma ele atua na modulacédo da
expressao génica influenciando diretamente no estado conformacional da cromatina
(VIGNALI; MARRACCI, 2020).
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Também € reconhecido que o HMGAZ2 é altamente expresso e desempenha
um papel importante durante o desenvolvimento embrionario regulando processos
como crescimento e proliferacéo celular (LESZINSKI et al., 2018). Em tecidos adultos
sua expressao ndo é normalmente detectada, exceto pela superexpressao descrita
em varios tipos de cancer (PARISI et al., 2020).

Este gene apresenta 5 éxons, 4 introns e cobre umaregido genémica emtorno
de 160 Kb. Aproximadamente 110 Kb correspondendo apenasao intron 3, que separa
0s motivos de ligacdo ao DNA (AT-hook) e a regido C-terminal (SU; DENG; LENG,
2020). Rearranjos envolvendo a mesma regido foram previamente relatados.

Panagopoulos et al. (2015b) relataram um caso de translocacéo que resultou
na fusdo HMGA2-SETB1 levando ao fenétipo de lipoma e osteocondrolipoma. Outro
caso também envolvendo fusdo génica porinversao foi descrito em um individuo com
osteocondroma (PANAGOPOULOS et al., 2015a). Ligon et al. (2005) relataram um
caso de fendtipo de supercrescimento somatico extremo devido a inversdo
envolvendo o intron 3.

A translocacao identificada neste estudo envolve o rompimento do HMGA2 no
intron 3 em gémeas com SRS. Porém, apesar dos rearranjos descritos envolvendo a
mesma regido, o fenotipo apresentado pelas pacientes possivelmente esta associado
a haploinsuficiéncia do HMGA2, com perda da funcéo do alelo interrompido.

Embora a dissomia uniparental do cromossomo 7 ou a hipometilacdo de ICR1
na regido 11pl5 sejam as principais alteracbes relacionas com a SRS, diferentes
mecanismos tém sido descritos em associacdo com a sindrome (HABIB et al., 2018).

Hubneretal. (2020) relataram trés novas variantes patogénicas no HMGA2 em
pacientes diagnosticados clinicamente com SRS. Dessa forma, 0s autores sugerem
que a investigacdo do HMGAZ2 deve ser incluida no diagnostico molecular e pode ser
considerada como um gene causador da SRS.

Outro estudo realizado por Heldt et al. (2018), descreveu uma familia (mae e
dois filhos) que tinham uma delecdo em heterozigose de 1,67 Mb em 12g14.3 que
incluia 6 genes, HMGA2, LLPH, TMBIM4, IRAK3, HELB, GRIP1 e o pseudogene
RPSAP52. Os autores concluiram que a haploinsuficiéncia de HMGAZ2 levou a baixa
estatura na familia por eles estudada.

A perda de funcdo de HMGA?2 foi associada a restricdo de crescimento e
resisténcia ao ganho de peso em camundongos, sugerindo um papel na adipogénese

e resultando em um fendétipo pigmeu (HELDT et al., 2018). Por outro lado, sua
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superexpressdo levou a um supercrescimento, indicando que a desregulacédo da
expressdo do HMGAZ2 durante o desenvolvimento embrionario impacta no tamanho
corporal (VIGNALI; MARRACCI, 2020).

Essa desregulacao ocorre porque 0 HMGA2 atua como um regulador positivo
do IGF2, um fator de crescimento fetal que foi identificado como um gene causador
do fenétipo SRS-like (VADO etal., 2020). Consequentemente, a haploinsuficiéncia de
HMGAZ2 reduz a ativacdo da expresséo de IGF2 e tém sido associados a restricdo de
crescimento pré-natal e pds-natal, baixo peso e déficit de crescimento em humanos,
achados comuns da SRS (MARI et al., 2009).

Segundo Saal, Harbison e Netchine (2002) o HMGA2 deve ser considerado
como um gene causador da SRS apds os resultados usuais dos testes moleculares
nao explicarem o fenotipo do paciente.

De acordo com os casos relatados na literatura e considerando a funcéo do
gene HMGAZ2 na regulacdo de um importante fator de crescimento, a interrupcao
desse gene é a provavel causa da manifestacdo da SRS nas pacientes da familia 4.
Este estudo fornece, portanto, mais evidéncias do papel do HMGA2 gene na etiologia

da sindrome de Silver-Russell.
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Familia 5

Descricao clinica

Paciente do sexo masculino com 13 anos de idade e primeiro filho de pais ndo
consanguineos. Foi encaminhado para a Genética por apresentar disfonia com
alteracao laringea das pregas vocais, hiperceratose palmo-plantar e dificuldade leve
de aprendizado.

Méde do probando refere gestacdo saudavel sem intercorréncias e que o
paciente apresentou desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM) adequado para a
idade. Paciente nasceu com hiperceratose plantar e pé torto congénito corrigido
cirurgicamente aos seis meses de vida. Apresentava choro fraco, semelhante ao
miado de gato. Aos quatro anos de idade foi encaminhado ao otorrinolaringologista
em funcdo da alteracdo da voz e aos 7 anos iniciou acompanhamento na
fonoaudiologia. Apesar do tratamento e do avang¢o da idade ndo houve melhora da
disfonia.

Ao exame fisico foi observado: fronte estreita, fendas palpebrais retas, sinofre,
olhos profundamente situados com excesso de pele na palpebra superior, raiz nasal
e dorso nasal altos, filtro nasolabial curto, labios grossos, palato alto e orelhas
normoimplantadas. Aparelho cardiovascular sem sopro e abdome sem
visceromegalias. Testiculos topicos e pénis com 8cm de comprimento. Apresenta
pequenas calosidades na base plantar dos dedos das maos e placas ceratoticas na

planta dos pés.

Achados citogenéticos

Através do exame de caridtipo foi identificada uma translocacdo entre os
cromossomos 5 e 8 [46,XY,1(5;8)(q35922)]. Os pais do paciente também foram
testados e néo foram identificadas alteragdes em ambos, portanto, trata-se de uma
alteracdo de novo. A anélise por CMA néo detectou ganhos ou perdas de segmentos
cromossdmicos, indicando que a translocacao é balanceada.

A partir da analise por OGM foi possivel confirmar a presenca da translocacgéo
[ogm[GRCh37]t(5;8)(935.2;022.2)] (Figura 32), que leva a interrupcdo do gene
VPS13B no cromossomo 8 (chr8:100,074,252-100,074,262). Nao hé& interrupcéo
génica no cromossomo 5 (chr5:172,913,152-172,913,162) (Figura 33).
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Figura 32. Transloca¢ao do caso 5. (A) Circos plot. A linha central que liga os cromossomos 5e 8indica
a presenca datranslocacéo. (B) Representacdo esquematica da translocacao [t(5;8)(q35.2;922.2)] com

indicacdo dos pontos de quebra.
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Figura 33. Pontos de quebra da translocacdo no caso 5. A barra azul central representa a amostra do
paciente analisado. A barra verde superior representa o genoma de referéncia para o cromossomo 5e
a inferior a referéncia do cromossomo 8. Nota-se que parte da barra azul se alinha ao cromossomo 5

parte se alinha ao cromossomo 8. A linha rosa vertical tracejada indica os pontos de quebra.
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Pela andlise na plataforma TADeus2 foi identificado a interrup¢cédo dos TADs
(Figura 34) e os genes que podem estar com a expressado génica afetada de acordo
com o ranking de patogenicidade, sdo eles: NKX2-5, BOD1, STC2, BNIP5 e ERGIC1
no cromossomo 5; VPS13B, OSR2, STK3, RPL19P14 e POP1 no cromossomo 8
(Figura 35).

Cromossomo 5 Cromossomo 8
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Figura 34. Analise in silico da translocacao na plataforma TADeus2 no caso 5. Na primeira faixa os
triangulos vermelhos representam os TADs. A segunda faixa mostra a interacdo entre promotores e
enhancers. A faixa inferior mostraos genes presentes nas regides analisadas. A linha vermelha vertical

indica o ponto de jungdo dos cromossomos 5 e 8 devido a translocagéo.
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Distance
Ponto de quebra cromossomo 5
from
breakpoints
Enhancer- Enhancer- score
promoter promoter Distance (distance Total
Gene ClinGen interactions interactions Phenotype from below pathogenicity
symbol pLl ClinGen score number score score breakpoints 1Mb) score
NKX2-5 0.9453 3 1 T/ 1 1 250,838 1 4
BOD1 0.2485 0 15 1 0 120,996 1 2
STC2 0.2659 0 = 1 0 157,702 1 2
BNIP1 0.0000 0 1 1 0 321,762 1 2
ERGIC1 0.6475 0 0 0 1 533,466 1 2
Ponto de quebra cromossomo 8
VPS13B 0.0000 30 1 59 1 1 48,768 1 4
OSR2 0.1305 0 3 1 0 109,930 1 2
STK3 0.0000 0 2 1 0 119,207 1 2
RPL19P14 0 1 1 0 279,406 1 2
POP1 0.0000 0 0 0 1 902,199 1 2

Figura 35. Score de patogenicidade dos genes préximos ao rearranjo no caso 5. Lista de genes que

potencialmente estdo com a expressao alterada nos cromossomos 5 e 8.

Discussado

O paciente da familia 5 apresenta uma translocacao t(5;8) com um quadro
clinico de disfonia, hiperceratose palmo-plantar e dificuldade de aprendizado. A
translocacao leva a interrupcéo do gene VPS13B no cromossomo 8.

Alteracbes em homozigose no gene VPS13B séo reconhecidamente a causa
da Sindrome Cohen (OMIM 216550) caracterizada por dismorfias faciais, microcefalia,
retinopatia progressiva, deficiéncia intelectual e neutropenia intermitente
(RODRIGUES et al., 2018).

O gene VPS13B possui 62 éxons e codifica uma proteina transmembrana
anexa ao complexo de Golgi potencialmente envolvida no trafego vesicular. O

complexo de Golgi é onde ocorre a glicosilacdo de proteinas e lipideos recém-
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sintetizados (DUPLOMB et al., 2014). A glicosilacéo, adicdo enzimatica de glicanos
as proteinas, € uma modificagdo pds-traducional importante que regula a estabilidade
e o dobramento de proteinas, além do seu transporte por via secretora (FRAPPAOLO
et al., 2020).

Evidéncias sugerem que alteracdes na estrutura e distlrbios funcionais do
complexo de Golgi estdo envolvidas na fisiopatologia de diversas doencgas, como
acidente vascular cerebral, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares,
hipertensédo arterial pulmonar e cancer. No entanto ainda é necessario compreender
como o aparelho de Golgi pode impactar na progressao dessas doencas (LIU et al.,
2020).

O estudo conduzido porDuplombet al. (2014) teve por objetivo avaliar a funcéo
do gene VPS13B, e como a deficiéncia dele poderia influenciar na fisiopatologia da
Sindrome Cohen. Foi identificado que o estado de glicosilacdo das proteinas séricas
apresentavam um padrdo incomum em pacientes portadores da sindrome, indicando
uma alteracdo importante na maturagdo dos glicanos. Além disso, também foram
encontradas alteragdes endossomais e lisossomais, indicando que o gene VPSP13B
possui uma func¢éo crucial no trafego endossomo-lisossomo.

Os autores concluemque o gene VPS13B desempenhaum papel importante
nafuncdonocomplexo de Golgi, e que pacientes portadores da Sindrome Cohen com
mutacdes nesse gene apresentaramimportantes alteracdes no padrao de glicosilacdo
de proteinas. Portanto, a deficiéncia da proteina VPS13B pode levar ao mau
funcionamento da organela, podendo assim impactar em diversas func¢des celulares
(DUPLOMB et al., 2014).

Entretanto, como ja mencionado, a Sindrome Cohen apresenta padrao de
heranca autossdémico recessivo e é caracterizada clinicamente por sinais e sintomas
gue nao estdo presentes no paciente descrito no caso 5, tendo em vista que ele
apresenta interrupcéo de apenas um alelo.

Existem poucos trabalhos na literatura que exploram alteragbes em
heterozigose no gene VPS13B. O estudo conduzido por Bacchelli et al. (2020) que
tinha por objetivo avaliar CNVs e SNVs em uma coorte de 127 familia com TEA
identificou 24 CNVs raras que sobrepunham a genes candidatos para o TEA. Uma
dessas CNVs identificadas levou a dele¢ao parcial do gene VPS13B em heterozigose
em um individuo que apresenta dificuldade na funcdo adaptativa e trigonocefalia.

Através da andlise de expresséao foi possivel identificar uma reducéo significativa da
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isoforma completa. Os autores entdo concluiram que a haploinsuficiéncia do gene
VPS13B pode levar a manifestacado de um fenétipo leve de TEA.

Outros genes podem estar com a expressao alterada, em decorréncia do
rearranjo, e contribuir para a manifestacao clinica. Dentre os genes ranqueados
através da analise na plataforma TADeus2, 0 BOD1 (Biorientation Defective 1) € um
gene candidato que pode contribuir para a dificuldade de aprendizado observada no
paciente da familia 5.

O gene BOD1 codifica uma proteina do cinetocoro que atua como um
importante regulador da moléculade sinalizacdo PP2A durante a divisdo celular. Essa
molécula é uma proteina fosfatase que controla a fosforilacdo de diversas proteinas
do cinetécoro influenciando no estabelecimento de conexdes cromossdmicas para a
separacdo precisa das cromatides-irmds na mitose. Além disso, possui funcéo
especifica no sistema nervoso central, porém ainda ndo muito bem compreendida
(SCHLEICHER etal., 2017).

Esmaeeli-Nieh et al. (2016) relataram um caso familiar de DI com delec¢éo do
gene BOD1 em homozigose. Através da analise de expressao e testes funcionais para
avaliar o gene ortdlogo em Drosophila, os autores concluiram que o gene BOD1 é
essencial para a funcgao cognitiva, sendo, portanto, a causa do quadro clinico de DI
na familia descrita.

O paciente descrito neste caso possui uma dificuldade de aprendizado que
pode estar relacionada a interrupcao do gene VPS13B e a alteragdo da expresséo do
gene BODL1. Néo foi possivel correlacionar a hiperceratose e a disfoniacom alguma
alteracao em especifico, o que ndo descarta a possibilidade de que os multiplosgenes

proximos ao rearranjo possam contribuir para essas manifestacées clinicas.
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Familia 6

Descricdo
Paciente do sexo masculino com 10 anos de idade e filho de pais néo

consanguineos. Foi encaminhado para o servico de Genética por déficit de
aprendizagem e alteragbes comportamentais. Apresenta dificuldade de socializagéo,
agressividade e nao aceita regras. Foi alfabetizado e sabe fazer operacbes
matematicas.

O probando tem uma irma mais nova com dificuldade de fala, e que aos 8 anos
de idade aindandao haviasido alfabetizada. A mae, naocasiéo da consulta, estava em
acompanhamento psiquiatrico por transtorno depressivo e de ansiedade. Ela referiu
que sempre foi ansiosa e que na infancia apresentava distlrbio do comportamento,
semelhante ao do probando. Além disso, segundo o relato da mae outros membros
da familiatém diagndsticode TEA, esquizofreniae comportamento agressivo/agitado.

Ao exame fisico foi identificado: fendas palpebrais retas, cilios longos,
resquicios de epicanto bilateral, raiz nasal média, palato sem anormalidades, orelhas
normo-implantadas. Mamilos pequenos, aparelho cardiovascular sem anormalidades,
abdome sem visceromegalias, testiculos topicos, maos com hiperextensibilidade das

articulacgodes.

Achados citogenéticos

A anélise do cariotipo revelou uma inversao pericéntrica no cromossomo 3
[46,XY,inv(3)(p14p25)]. Os pais foram testados e foi identificado que a mée apresenta
a mesma alteracdo, sendo, portanto, uma variante herdada.

A andlise por CMA ndao identificou ganhos ou perdas de segmentos
cromossdmicos, indicando um rearranjo equilibrado. Através da analise por OGM foi
confirmada a presenca da inversao paracéntrica no cromossomo 3 [ogm[GRCh37]
inv(3;3)(p26.1;p14.1)] (Figura 36) que leva a interrupgdo dos genes LMCD1
(chr3:8,523,529-8,523,539) e TAFA4 (chr3:68,959,677-68,959,687) (Figura 37)
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TAFA4

Figura 36. Inversdo do caso 6. (A) Circos plot mostrando somente o cromossomo 3. A linha rosa no
centro do gréafico representa a inversdo no brago curto do cromossomo 3. (B) Representacao

esquemdtica da inversao [inv(3;3)(p26.1;p14.1] com indicacdo dos pontos de quebra.
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Figura 37. Pontos de quebra da translocag¢éo no caso 6. A barra azul central representa a amostra do
paciente analisado. As barras verdes, superior e inferior, representam o genoma de referéncia para o
cromossomo 3. Nota-se que parte da barra azul se alinha a diferentes segmentos do cromossomo 3.

As linhas tracejadas na cor rosa (vertical) indicam os pontos de quebra.
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Pela andlise na plataforma TADeus2 foi identificada a interrupcédo dos TADs
(Figura 38) e os genes que podem estar com a expressao génica afetada de acordo
com o ranking de patogenicidade, sédo eles: CAV3, SETD5, OXTR, RAD18, GRM7,
CIDEC, FANCD2, VHL e SLC6A1 no ponto de quebra 1; LMOD3, MITF, FRMDA4B,
UBA3, ARL6IP5, EOGT e FOXP1 no ponto de quebra 2 (Figura 39).
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Figura 38. Andlise in silico da inversdo na plataforma TADeus2 no caso 6. Na primeira faixa os
tridngulos vermelhos representam os TADs. A segunda faixa mostra a interagdo entre promotores e

enhancers. A faixainferior mostraos genes presentes nas regides analisadas. A linha vermelha vertical

indica o ponto de juncdo devido a inverséo.
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potencialmente estdo com a expressao alterada nos pontos de quebra do cromossomo 3.

Discussao

O paciente da familia 6 apresenta déficit de aprendizagem e alteracdes
comportamentais, como dificuldade de socializacdo e agressividade. A mée do
probando apresentava quadro clinico semelhante nainfancia, acrescido de transtorno
ansioso-depressivo na idade adulta. Foi identificado em ambos uma inversao

paracéntrica no braco curto do cromossomo 3, que leva a interrup¢cdo dos genes

LMCD1 e TAFA4.
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O gene LMCD1 foi descrito por Bespalova e Burmeister (2000) como um novo
membro da familia de proteinas de dominio LIM com dois dominios ricos em cisteina.
As proteinas dessa familia estdo implicadas em diversas funcdes e sdo reconhecidas
como componentes-chave da regulacdo da maquinaria celular tendo importante
funcao no crescimento e diferenciacéo celular, além da remodelacéo do citoesqueleto
(BIAN et al., 2010).

Estudos indicam que o gene LMCD1 atua na regulacdo da hipertrofia do
musculo esquelético (FERREIRA et al., 2019) e do masculo cardiaco (BIAN et al.,
2010). Contudo, até 0 momento néo existem evidéncias de funcédo do gene LMCDL1
no sistema nervoso central, nem de associagdo com alteracdes comportamentais ou
desordens neuropsiquiatricas. Portanto, a principio a interrup¢cdo do LMCD1 néo tem
correlacdo com o quadro clinico do paciente apresentado na paciente da familia 6.

O gene TAFA4 pertence a familia de proteinas semelhantes a quimiocinas
TAFA composta por cinco genes homélogos (TAFAL1-5), que sdo predominantemente
expressos no sistema nervoso central. As quimiocinas sdo pequenas proteinas
secretadas que tem funcéo naregulacdo da resposta imune atuando em processos
como quimiotaxiae degranulacéo de leucdcitos, ativacdo de integrinas e angiogénese
(TOM TANG et al., 2004).

A proteina TAFA4 se ligaao receptor transmembrana FPR1 ativando diferentes
vias de sinalizacao celular que tem funcéo na excitabilidade neuronal, alivio da dor,
migracdo de macrofagos e acdo anti-inflamatéria. Além disso, a TAFA4 se liga a
neuroxina de superficie celular e medeia a homeostase das sinapses (ZHU et al.,
2022).

O receptor FPR1 atua diretamente na regulacéo de processos inflamatorios,
podendo atuar tanto na via inflamatéria como na via anti-inflamatéria dependendo do
ligante com qual ele estd interagindo. Portanto, os FRPs sao considerados
importantes biomarcadores de doencas neuroldgicas devido a regulacéo da ativacédo
das células da glia, diferenciacdo neuronal, angiogénese e a permeabilidade da
barreira hematoencefalica influenciando na progressao de doencas neuroldgicas
(ZHU etal., 2021).

Desse modo, a ligagdo TAFA4-FRP1 parece mediar diversos processos
fisiolégicos como aprendizagem, memdria, comportamento, alivio da dor, atividade
locomotora e homeostase das sinapses. Além disso, outros genes da familia TAFA ja

foram ligados a desordens neurolégicas: TAFAL, regulacdo da alimentagcdo e



86

comportamento; TAFA2, possivelmente envolvido com quadro de deficiéncia
intelectual; TAFA5, associado a progressdo do comprometimento cognitivo em
individuos com deméncia vascular e pode ser um regulador importante na depressao
(ZHU etal., 2022).

A quebra do gene TAFA4, em decorréncia da inversado paracéntrica presente
no cromossomo 3, leva a perda da func¢éo do alelo afetado. Portanto, de acordo com
os dados apresentados, a haploinsuficéncia do gene TAFA4 pode interferir na
regulacdo da resposta inflamatériano sistemanervoso central contribuindo assimpara
a dificuldade de aprendizado e alteracBes comportamentais observadas no paciente
analisado no caso 6.

Além da interrupcdo do TAFA4, outros genes proximos a regido do rearranjo
podem contribuir para as manifestacfes fenotipicas observadas devido a possiveis
alteragbes no padréao de expressao.

O gene CAV3 codifica uma proteina que funciona como canal de calcio ativado
por baixa voltagem tipo T. Os canais Cav3 estdo envolvidos em diversas funcoes
fisiologicas, especialmente no sistema nervoso central, como regulacdo da
excitabilidade neuronal, processamento sensorial e liberagdo de neurotransmissores.
Variantes nesse gene ja foram associadas a ataxia cerebelar, esquizofrenia, autismo
e epilepsia (LORY; NICOLE; MONTEIL, 2020).

O gene SETD5 atua como um regulador da cromatina e variantes em
heterozigose, que levam a perda de funcéo, tém sido relatadas como uma das causas
mais frequentes de DI e TEA. Estudos em modelo animal sugerem que a
haploinsuficiéncia do gene Setd5 prejudica a expressdo de genes que atuam no
neurodesenvolvimento podendo levar a um fenétipo semelhante ao TEA, que inclui
déficit cognitivo, dificuldade de interacdo social e no comportamento adaptativo
(GABELLINI et al., 2022).

Assim como os genes CAV3 e SETDS5, alteragcbes nos genes GRM7 e FOXP1
também ja foram associadas a desordens do neurodesenvolvimento. O GRM7 codifica
um receptor inibitério acoplado a proteina G que atua na modulacdo de
neurotransmissores e na plasticidade sinaptica (SONG et al., 2021). Variantes nesse
gene ja foram associadas a DI, atraso global do desenvolvimento, epilepsia e
microcefalia (FISHER et al., 2021).

O gene FOXP1 é um fator de transcricdo e sua haploinsuficiéncia gera um

guadro sindrdmico com sinais clinicos como DI, déficit de linguagem, TEA, hipotonia
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e anomalias congénitas, incluindo caracteristicas dismorficas leves e anormalidades
cerebrais (LOZANO et al., 2021).

Ademais, o gene OXTR codifica o receptor de ocitocina, neuro-horménio que
desempenha importante funcédo no comportamento social. O sistema ocitocinérgico
responde diretamente a estimulos ambientais e sobretudo interacdes interpessoais.
Perturbacbes no equilibrio desse sistema, seja por alteragcbes genéticas ou
epigenéticas, tém sido associadas a transtornos neurolégicos e prejuizos sociais,
como o TEA (TOPS; HABEL; RADKE, 2019).

Em suma, todos os genes supracitados possuem funcéo no sistema nervoso
central e ja foram previamente associados a transtornos do neurodesenvolvimento.
Portanto, a interrupcédo do gene TAFA4 e a possivel desregulacédo de diversos genes
proximos a regido do rearranjo poderiam explicar as alteracdes fenotipicas

observadas nos pacientes da familia 6.
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Familia 7

Descricdo clinica

Paciente do sexo masculino com 11 anos de idade, filho de pais néo
consanguineos. Foi encaminhado ao servi¢co de genética por quadro de ansiedade,
disartria, dificuldade de fluéncia e diurese noturna. Pai e irmaos apresentam historico
de dificuldade de aprendizado, o que levou a investigacdo de uma possivel causa

genética em toda familia (Figura 40).
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Figura 40. Heredograma representativo da familia investigada no caso 7. A seta indica o probando. Os
retangulos pretos representam os individuos que sdo portadores da inversdo. O retangulo cinza

representa um individuo afetado que ndo é portador da inverséo.

Ao exame fisico do probando (lI-3) foi identificado: fronte ampla com
implantacdo alta dos cabelos. Fendas palpebrais retas, raiz nasal média, palato sem
anormalidades e orelhas normo-implantadas. Aparelho cardiovascular sem sopro,
abdome sem visceromegalias, testiculos topicos e membros sem anormalidades.

[I-1 tem 18 anose é filhodo primeiro casamento, também n&o consanguineo.
Apresenta quadro de disturbio de ansiedade e transtorno do aprendizado da leitura e
escrita. Tem diagndstico de ceratocone e esta a espera pelo transplante de cérnea.
Tinhadificuldades de interagéo social e aos 8 anos de idade teve episodio depressivo.

Ao exame fisico de II-1 foi identificado: fendas palpebrais retas, hipoplasia de
face média, prognatismo e palato sem anormalidades. Pectus excavatum discreto,
Aparelho cardiovascular sem sopro, abdome sem visceromegalias e membros sem
anormalidades.

O individuo 1I-2 tem 14 anos e é filho da segunda unido da mae, assim como o

probando. Possui importante dificuldade de aprendizado sendo alfabetizado somente
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aos 9 anos de idade, além de atraso no desenvolvimento da fala. Tem diagnostico de
hipotiroidismo subclinico.

Ao exame fisico de II-3 foi observado: fendas palpebrais retas, raiz nasal média
com dorso alto e ponta bulbosa, palato alto e orelhas normo-implantadas. Aparelho
cardiovascularsem sopro e abdome sem visceromegalias. Dolicoestenomeliadiscreta
sem outras alteracbes de membros.

O individuo I-2 refere ter hiperplasia adrenal congénita, diagnosticada na
infancia, e hipertensdo arterial sistémica e relata néao ter tido dificuldade de
aprendizado. -3 refere dificuldades de aprendizado, contudoterminou o ensin o médio

e atualmente trabalha com manutencéo de equipamentos de solda.

Achados citogenéticos

A avaliacdo do cariotipo de todos os membros da familia revelou que o
probando, -3 e 1I-3 possuem uma inversdo pericéntrica do cromossomo 7
[46,XY,inv(7)(p13g32)]. Os individuos I-2 e II-1 apresentaram cariétipo sem
alteracdes. Portanto, o probando e II-3 herdaram a inversao de I-3 (pai).

A analise por CMA nao detectou ganho ou perda de segmentos
cromossdmicos, indicando que o rearranjo € equilibrado.

Pela analise do mapeamento Optico gend6mico paterno foi confirmada a
presenca da inversao pericéntrica no cromossomo 7 [inv(7;7)(p12.1;9031.32)] (Figura
41) levando a quebra do gene PTPRZ1 [chr7:121,623,191-121,623,201]. O segundo
ponto de quebra ocorreu em uma regido intergénica [chr7:52,441,462-52,441,472]
(Figura 42).
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Figura 41. Inversdo do caso 7. (A) Circos plot. A linha central indica a inversdo no cromossomo?. (B)

Representacdo esquematica dainverséo inv(7;7)(p12.1;931.32)] com indicacdo dos pontos de quebra
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Figura 42. Pontos de quebra da translocacdo no caso 7. A barra azul central representa a amostra do
paciente analisado. As barras verdes, superior e inferior, representam o genoma de referéncia para o
cromossomo 7. Nota-se que parte da barra azul se alinha a diferentes segmentos do cromossomo 7. A

linha vermelha tracejada (vertical) indica o ponto de quebra.
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A analise dos TADs revelou que os genes AASS, FEZF1, PTPRZ1 e CADPS2

podem estar com a expressao alterada no primeiro ponto de quebra, de acordo com

0 score de patogenicidade da plataforma TADeus2 (Figuras 43 e 44). No segundo

ponto de quebra ndo ha genes com score de patogenicidade significativo.
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Figura 43. Analise in silico da inversdo na plataforma TADeus2 no caso 7. Na primeira faixa os

triangulos vermelhos representam os TADs. A segunda faixa mostra a interacdo entre promotores e

enhancers. A faixainferior mostraos genes presentes nas regifes analisadas. A linha vermelha vertical

indica o ponto de juncdo devido a inverséo.
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Figura 44. Score de patogenicidade dos genes proximos ao rearranjo no caso 7. Lista de genes que

potencialmente estdo com a expresséo alterada nos pontos de quebra do cromossomo 7.



92

Discusséo

O caso 7 se refere a uma familia com inverséo pericéntrica do cromossomo 7
com decorrente interrupcao do gene PTPRZ1 (identificada no pai pelo OGM), levando
a sua haploinsuficiéncia. Os individuos afetados compartilham alguns sinais clinicos
como dificuldade de aprendizado e alteracdes na fala.

O gene PTPRZ1 codifica um receptor transmembrana com funcao tirosina
fosfatase em sua porcéo citoplasmatica. Esse gene é altamente expresso durante o
desenvolvimento embrionério, enquanto na vida adulta apresenta expressao restrita
ao sistema nervoso central, mais especificamente nas células da glia, astrocitos,
oligodendrécitos e suas células precursoras (OPCs) (PAPADIMITRIOU;
KANELLOPOULOU, 2023).

O PTPRZ1 medeia processos adesdo e sinalizacdo celular durante o
desenvolvimento (BOUYAIN; WATKINS, 2010) e esta associado a maturagdo de
OPCs em oligodendrécitos, células que atuam na mielinizagdo dos axdnios
oferecendo suporte para a funcéo neuronal. O que é crucial para a propagacao do
impulso nervoso e a integridade do sistema nervoso ao longo da vida (LAMPRIANOU
et al., 2011).

Alguns trabalhos evidenciam que alteragcdes nesse receptor podem estar
associadas a doencas do sistema nervoso central, contudo oS mecanismos
moleculares envolvidos ainda nédo estdo claros (NAGAI; FUJII; KITAZUME, 2022).
Além disso, as proteinas da familia PTPRZ se ligam com elevada afinidade e
especificidade as conectinas, familia de moléculas de adeséo celular que ja foram
associadas a diversas condi¢cdes neuropsiquiatricas, incluindo o transtorno do
espectro autista (CRESSANT etal., 2017).

O gene PTPRZ1 possui trés diferentes isoformas que foram avaliadas por trés
grupos independentes. Todos os grupos realizaram o silenciamento do PTPRZ1 em
modelos animais, seja de uma linhagem especifica ou de todas as linhagens. Em
termos gerais 0s camundongos testados nao apresentaram anormalidades
morfolégicas e eram aparentemente saudaveis. Contudo, diversas alteracdes
funcionais foram identificadas como diferenciacao precoce de oligodendrdcitos e uma
fragilidade na mielina do SNC. Além disso, camundongos que tiveram 0 gene
PTPRPZ1 silenciados apresentaram anormalidades comportamentais e de
aprendizado, alteracbes neuroldgicas e déficit no aprendizado espacial e contextual
(TANGA et al., 2019).
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A partir dessas analises prévias, Tanga et al. (2019) realizaram um estudo
comportamental em duas linhagens diferentes de camundongos com o objetivo de
investigar se as isoformas do PTPRZ1 desempenham funcgdes fisioldgicas distintas. A
partir dos resultados obtidos os autores sugerem que a regiao extracelular do receptor
Ptprz1l é fundamental para a resposta comportamental a novidade e a formacéao de
memorias aversivas.

Além da interrupcdo do gene PTPRZ1, a expressdo dos genes FEZF1 e
CADPS2 podem estar alteradas devido a inversdo. O gene FEZF1 atua na
padronizacédo do diencéfalo, sendo um regulador da neurogénese em humanos (LIU
et al., 2018). Segundo Champman et al. (2015) o gene FEZF1 é um potencial
candidato para o desenvolvimento de TEA de acordo com evidéncias funcionais e
estatisticas, e pela regido em que o gene esta inserido (AUST1), primeira regido
relacionada ao TEA em estudos de associacgéao.

O gene CADPS2 codifica uma proteina ativadora de secrecdo dependente de
calcio, que regula a liberacdo de vesiculas em neurdnios. A proteina CADPS2 atua
em conjunto com o BNDF naregulacao da diferenciacéo celular no desenvolvimento
do cerebelo (PAVONE et al., 2019). AlteragBes nesse gene ja foram relatadas em
individuos com Dl e TEA (BONORA et al., 2014).

A presenca de CNVs naregido 7q31.32 em individuos com DI, TEA e TDAH
(Pavone et al., 2019) indicam que 0s genes presentes nessa regido podem de fato
contribuir no desenvolvimento de doencas neurolégicas e psiquiatricas. O que
corrobora com as manifestacdes fenotipicas apresentadas pelos trés familiares:
dificuldade de aprendizado, atraso no desenvolvimento da fala, dificuldade de fluéncia
e ansiedade.

Portanto, € plausivel concluir que a haploinsuficiéncia do gene PTPRZ1 e a
possivel alteracdo da expressao dos genes FEZF1 e CADPS2 podem ser a causadas

manifestacdes fenotipicas observadas nos pacientes do caso 7.
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Familia 8

Descricdo clinica

Paciente do sexo masculino com 14 anos de idade e filho Gnico de pais néo
consanguineos. Possui diagnaostico clinico de deficiéncia intelectual e apresenta
discretas dismorfias faciais.

Inicialmente foi encaminhado para atendimento no servico de genética por
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, andou com um ano e meio e falou
somente aos quatro anos. Teve episodios de crises convulsivas navigéncia de febre
entre o primeiro e o quarto ano de vida. Apresenta traco comportamental retraido, fala
pouco e desvia o olhar.

Ao exame fisico foi identificada sinofre discreta, sobrancelhas retas, fendas
palpebrais retas e estreitas, excesso de pele suprapalpebral, prega infraorbitaria, raiz
nasal média, ponta nasal quadrada, filtro pouco marcado, Iabio superior fino e palato
alto ndo ogival. Possui orelhas normoimplantadas com desdobramento da hélice
vertical e queixo quadrado. Apresenta prega palmar unica bilateralmente, dedos
afilados, pectus excavatum, lipomastia, e pés com dedos compridos e afilados.

A mée do probando relata gestacao de alto risco em funcéo daidade, 41 anos
ao nascimento do filho, além de hipertensao e diabetes gestacional. Ao exame fisico
a mae apresenta: fendas palpebrais retas, excesso de pele suprapalpebral, prega
infraorbitaria, raiz nasal média, dorso curvo, ponta nasal quadrada, queixo quadrado,
desdobramento vertical da hélice,orelhas com baixa implantacéo, ausénciade pectus

excavatum e pés com dedos compridos e afilados.

Achados citogenéticos

Pela anélise de cariétipo foi identificada uma inversao paracéntrica no braco
curto do cromossomo 2 [46,XY,inv(2)(p13p25.1)] no probando. Em seguida os pais
foram testados, revelando que a mde ¢é portadora da mesma alteracdo
[46,XX,inv(2)(p13p25.1)]. O cari6tipo paterno ndo apresentou alteracdes. Portanto,
trata-se de uma inversdo herdada de origem materna.

A anélise por CMA detectou uma duplicacdo de 690 Kb em 2p22.3
[(chr2:32,635,270-33,325,378)x3] (Figura 45), levando a interrupcédo dos genes



BIRC6 e LTBP1. Entretanto, através da analise por OGM foi possivel identificarum

rearranjo complexo no brago curto do cromossomo 2.
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Figura 45. Duplicacdo de 690 Kb em 2p22.3 no caso 8. O retangulo azul indica o segmento

cromossémico duplicado. A duplicacao leva a interrupcéao dos genes BIRC6 e LTBP1.

Pelo OGM foi confirmada a presenca da inversdo [ogm[GRCh37]
inv(2;2)(p24.1;p15] (Figura 46). Além disso, foram identificados dentro do segmento
invertido uma duplicacédo em ordem direta de 655Kb (chr2:32,624,557-33,280,372). O
paciente ainda apresenta uma delecdo de 761Kb (chr2:87,295,858-88,057,222)
proxima a regido pericentromeérica (Figuras 47 e 48).
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Figura 46. Inversdo do caso 8. (A) Circos plot conjunto do probando e de sua progenitora mostrando
somente do cromossomo 2. Nota-se que ha dois tragos (rosa) no centro da imagem indicando a
inversdo em ambos. Também é possivel visualizar a duplicacdo presente apenas no probando e a
delecdo proxima ao centrdmero presente nos dois. (B) Representacdo esquematica da inverséo

[inv(2;2)(p24.1;p15)] com indicacdo dos pontos de quebra.
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Figura 47

. Analise por OGM na plataforma Acces do caso 8. O tragco azul central com alinhamento em dois pontos distantes representa a inversdo. Dentro do
segmento invertido ha uma duplicagdo que pode ser visualizada na barra de CNVs, que esta ampliada abaixo.
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Figura 48. Representacdo esquematica do rearranjo no brago curto do cromossomo 2do probando do caso 8. A barra azul escuro naregido superior representa
0 brago curto do cromossomo 2. A linha verde representa o segmento invertido, com orientagdo modificada em relagéo a referéncia (seta verde). A linha azul

indica a duplicacdo de 655Kb. E o traco vermelho préximo ao centrdmero representa a delecdo de 761Kb. As linhas tracejadas representam os pontos de
quebra.
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A andlise materna revelou a presenca da inversdo [ogm[GRCh37]
inv(2;2)(p24.1;p15], com os mesmo pontosde quebra do probando, e da delecao
proxima a regido pericentromérica, porém de 805Kb (chr2:87,253,768-
88,059,339) (Figura 49).
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Figura 49. Representacdo esquemdtica do rearranjo no bra¢o curto do cromossomo 2 na
progenitora do probando do caso 8. A barra azul escuro na regido superior representa o brago
curto do cromossomo 2. A linha verde representa o segmento invertido, com orientacao
modificada em relacdo & referéncia (seta verde). O traco vermelho, proximo ao centrobmero,

representa a delecdo de 805Kh. As linhas tracejadas representam os pontos de quebra.

Portanto, o probando apresenta um rearranjo cromossémico mais
complexo do que o materno coma presenca de uma duplicacdo dentro do

segmento invertido.

Discusséo

O probando da familia 8 apresenta deficiénciaintelectual com presenca
de discretas dismorfias faciais. Pelo cariétipo foi identificada uma inversdo no
braco curto do cromossomo 2, herdada da mae.

A andlise por CMA revelou apenas a duplicacdo de 690Kb em 2p22.3.
Entretanto, a analise conjunta por OGM do probando e de sua mae revelou a
presenca de um rearranjo complexo, com algumas diferencgas entre os dois.

A mae do probando, que nao apresenta manifestacdes fenotipicas,
também apresenta uma delacéo de 805 Kb préxima a regido pericentromérica.
O probando possui as mesmas variagdes estruturais da mae acrescido de uma
duplicacédo de 655 Kb dentro do segmento invertido, que apresenta orientacéo

direta.
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Inversao

A inversédo no braco curto do cromossomo 2 leva a interrupcdo do gene
COMMD1 (Copper Metabolism Domain Containing 1). O gene COMMD1 possui
na homeostase do metabolismo do cobre, atuando na excrecdo do cobre
intracelular. Foi identificado que a variantes patogénicas no gene Commdl em
cées estdo associadas a toxicidade por cobre (FEDOSEIENKO et al., 2014).

Alémdisso, 0 COMMDL1 interage com diversas proteinas influenciandoem
diferentes processos como transporte na membrana plasmatica do complexo de
Golgi, regulacéo do processo metabdlico de proteinas celulares, e naregulacdo
negativa do fator de transcricdo NF-KB, diminuindo assim a reacéo inflamatoria
(WEISKIRCHEN; PENNING, 2021).

Alguns trabalhos sugerem que a manifestacdao do TEA pode estar
associada a interrupcdo de uma via glutamatérgica excitatéria devido ao
desequilibrio de ions metalicos no cérebro. Baecker et al. (2014) avaliaram
expressao do gene COMMD1 em modelo animal e constataram que alteracéo
do padrdo de expressdo do gene COMMD1 afeta os niveis intracelulares de
cobre e consequentemente de zinco (seu antagonista).

Contudo, esses dados né&o sao suficientes para estabelecer uma
correlacéo entre a interrupcdodo gene COMMDL1 e as manifestacdesfenotipicas
observadas no probando. Ademais, a genitora também possui a interrupgao

desse gene e ndo apresenta manifestacao fenotipica.

Duplicacado dentro do segmento invertido

A principal diferenca entre o rearranjo do probando e o rearranjo materno
€ a presenca da duplicacdo de 655 Kb (chr2:32,624,557-33,280,372) dentro da
regido invertida, que leva a interrupcao de dois genes: LTBP1 e BIRCS.

O gene LTBP1 codifica uma glicoproteina extracelular que atua em
conjunto com a fibrilina-1 na ativacdo e regulacdo do TGFfB, um fator de
crescimento envolvido na proliferacao e diferenciacéo celular. A desregulacéao
da via do TGFB ja foi relacionada a patogénese de doencas autossémica
dominantes que predispdem a aneurismas da aorta toracica incluindo a
sindrome de Marfan e a sindrome de Loeys-Dietz (QUINONES-PEREZ et al.,
2018).
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Ainterrupgdodo gene LTBP1 foiinvestigadaem modelo animal por Drews
et al. (2007). Os camundongos que tiveram o gene ortdlogo silenciado foram
viaveis e férteis, contudo apresentaram um fendtipo facial modificado. Além
disso eles também identificaram que a ausénciado LTBP1 reduziu a atividade
biol6gica do TGFg.

Pottie et al. (2021) relataram variantes truncadas em homozigose nogene
LTBP1 em oito individuos de quatro familias ndo relacionadas. Os pacientes
afetados apresentaram fendtipo de Cutis Laxa com dismorfias craniofaciais,
alteracdes cardiacas e esqueléticas. Através dos resultados obtidos de
experimentos in vitro com fibroblastos provenientes dos pacientes afetados, os
autores sugerem que o gene LTBP1 possui fun¢ao dupla, afetando néo sé o
desenvolvimento cutaneo como também esquelético.

A delecdo em heterozigose foi relatada em apenas um caso familiar de
aneurisma da aorta toracica (Quifiones-Pérez et al., 2017) e a delecdo em
homozigose esta associada a manifestacdode CutisLaxa (POTTIE et al., 2021).
Consequentemente, a interrupcdo do gene LTBP1 parece ndo ser muito
relevante no quadro clinico do paciente, exceto pela presenca de dismorfias
faciais.

Ja o gene BIRCSG, inibidor baculoviral da proteina contendo repeticdo de
apoptose 6, € membro da familia de inibidores de apoptose (IAPs) que contém
o dominio BIR, que se liga as caspazes impedindo a ativacdo da apoptose
(OKUMU et al., 2017). O BIRC6 também atua na mediacao da citocinese e na
restauracdo do DNA através do relaxamento da cromatina e do reparo da quebra
da dupla fita ocasionado por erros na recombinacao homdloga (GE; CHE; DU,
2015).

A desregulacdo do gene BIRC6 j4 foi associado ao processo de
tumorigénese sendo implicado em diversos tipos de cancer (CHEUNG et al.,
2020), reflexo de sua funcédo na regulacdo do ciclo celular. No entanto, a
deplecdo do BIRCG6 interfere no acumulo de proteinas de reparo essenciais no
local da cromatina danificada, levando a elevados niveis de quebra da duplafita
e multiplas anormalidades cromoss6micas (GE et al., 2015).

O relato de CNVs ou variantes da sequéncia que afetam o gene BIRC6 e
que podem ter correlacdo o fendtipo do paciente do caso 8 sdo escassos na

literatura. Keimishimaetal. (2018) analisaram CNVsem uma coorte de pacientes
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com TEA e esquizofrenia. Foram identificados 29 loci comuns ao TEA e a
esquizofrenia, e 8 CNVs relevantes, entre as quais encontra-se a delecao do
gene BIRCS6.

Chang et al. (2019) avaliaram a presenca de CNVs em pacientes com
TEA e identificaram uma variante de novo no gene BIRC6. Os autores
concluiramque o gene € um possivel candidato na manifestacdo do TEA. Wu et
al. (2019) investigaram uma coorte de 67 familias com TEA, contudo realizaram
andlise de sequenciamento de exoma. Foram encontradas variantes
patogénicas ou possivelmente patogénicas em 23,9% dos casos, e um dos

genes identificados como candidato foi o BIRC6.

Concluséao

O probando manifestou na infancia um quadro de atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor. O traco fenotipico mais evidente foi o atraso
na fala, que se desenvolveu apenas aos 4 anos idade. Aos 14 anos o paciente
apresenta um quadro de deficiéncia intelectual, um traco comportamental
retraido e dismorfias faciais.

Diante dos dados apresentados € provavel que a interrupcédo do gene
BIRC6 seja a causa manifestacdo fenotipica no probando, levando em
consideracdo as variantes relatadas em individuos com TEA e esquizofrenia
(KEIMISHIMA et al., 2018; CHANG et al., 2019; WU et al., 2019).

Além disso, a haploinsuficiéncia do BIRC6 pode contribuir para a
formacdo de novos rearranjos cromossdmicos, tendo em vista que ele possui
uma importante funcéo no reparo da quebra da dupla fita de DNA (GE et al.,
2015).

Contudo, néao se pode descartar que a interrupgcdo do gene COMMD1
possa influenciar no quadro clinico. Ademais, a presenc¢a de mais de trés pontos
de quebra caracteriza um rearranjo complexo o que pode contribuir para

perturbacdo da expressdo de muitos genes proximos ao rearranjo.
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Familia 9

Descricdo clinica

O caso 9 se refere a gémeas monozigdticas com atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor descritas previamente por Wawruk (2019). As
gémeas sao filhas de pais consanguineos, primos em terceiro grau. A familia
possui um longo histérico de consanguinidade. Ambas apresentaram atraso na
fala e no desenvolvimento da marcha compativeis tendo sido diagnosticadas
com Transtorno do Espectro Autista (TEA).

Iniciaram acompanhamento na Genética aos 3 anos de idade com quadro
de atraso no desenvolvimento neuropsicomotor. NOS anos seguintes
apresentaram alteragbes comportamentais e foram diagnosticadas com
Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH). Aos 10 anos
prosseguiram com quadro de deficiénciaintelectual leve, dificuldade de dic¢ao,
transtorno de ansiedade e compulséao.

Ao exame fisico foi identificado: bossa frontal, olhos com fendas obliquas
para cima, filtro médio, pés planos. Além disso, uma das gémeas apresentava

estrabismo e miopia.

Achados citogenéticos

Através do exame de caridtipo foi detectada uma translocacéo entre os
cromossomos 9 e 20 e um aumento expressivo daregido de heterocromatinaem
ambos os cromossomo 9 [t(9;20)(g22;q13.3),9gh+,9gh+] (Figura 50). Os pais
foram testados e foi identificado em ambos genitores 0 aumento da
heterocromatina do cromossomo 9 em heterozigose ([46,XX,9gh+] e
[46,XY,9gh+]) sem a presenca de translocacdo. Portanto, trata-se de um

rearranjo de novo.
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Figura 50. Cari6tipo resultado datécnica de bandeamento C mostrando atranslocacao entre
oscromossomos 9e 20 (setas vermelhas) e o aumento da heterocromatina pericentromérica

do cromossomo 9.

A andlise por CMA nao detectou perda ou ganho de material genético,
contudo foi identificada auséncia heterozigose no cromossomo 7.

Em anélise prévia, realizada por Wawruk (2019), foram identificados os
pontos de quebra pela metodologia de sequenciamento Mate-Pair: regido
9g21.12 (chr9:70,379,607-70,379,994); e regido 209q11.23 (chr20:36,440,488-
36,440,653), que interrompe o0 gene DLGAP4.

Através da analise por OGM foi confirmada a presenca da translocacao
[ogm[GRCh38] 1(9;20)(q21.12;q11.23)] (Figura 51) e o respectivos pontos de
quebra no cromossomo 9 (chr9:70,373,793-70,373,803) e no cromossomo 20
(chr20:36,446,524-36,446,534), quelevaa interrupcdodo gene DLGAP4 (Figura
52).
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Figura 51. Translocacdo do caso 9. (A) Circos plot. A linha central que liga os cromossomos 9 e
20 indica a presenca da translocacdo. (B) Representacdo esquematica da translocacao

[t(9;20)(q21.12;9q11.23)] com indicacdo dos pontos de quebra.
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Figura 52. Pontos de quebra da translocacdo no caso 9. A barra azul central representa a
amostra do paciente analisado. A barra verde superior representa o genoma de referéncia do
cromossomo 9 e a inferior a referéncia do cromossomo 20. Nota-se que parte da barra azul se
alinha ao cromossomo 9 e parte ao cromossomo 20. A linha rosa tracejada (vertical) indica o

ponto de quebra.
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Através do sequenciamento long-read da PacBio foi possivel confirmar as
coordenadas dos pontos de quebra do cromossomo 9 (chr9:70,379,829-
70,379,891) e do cromossomo 20 (chr20:36,396,300-36,396,750), e determinar
suas respectivas sequéncias (Figuras 53 e 54). Foi identificada a insercdo de
uma sequéncia de 383 pb no ponto de quebra do cromossomo 20, que diverge

da sequéncia do genoma de referéncia.
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Figura 53. Ponto de quebra cromossomo no cromossomo 9. As linhas na cor cinza claro
presentam os reads sequenciados. E possivel notar uma interrup¢ao da leitura em cerca de

metade dos reads, indicado pela linha tracejada vermelha.
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Figura 54. Ponto de quebra no cromossomo 20. As linhas na cor cinza claro representam 0s
reads sequenciados. E possivel notar uma interrupgao da leitura em cerca de metade dos reads,
indicado pela linha tracejada vermelha. Os pontos coloridos e espagos em branco nos reads
indicam variagBes na sequéncia em relacdo a referéncia, que representa a sequéncia inserida

no ponto de quebra.
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A seguirseré descrita a familia 9B que foi adicionadaao estudo devido ao
conhecimento prévio do resultado da analise por CMA, que foi realizado em
laboratério privado. Foi identificadaumamicroduplicacdo de 760Kb (8p23.3) que
sobrepde o gene DLGAP2. Os genes DLGAP2 e DLGAP4 (descrito no caso 9)

compde a mesma familia de genes e serdo discutidos em conjunto.

Familia 9B

Descricdo clinica

A familia 9B se refere a dois irmdos com diagndstico de transtorno do
espectro autista. Uma paciente do sexo femininocom 13 anos de idade e um
sexo masculino com 11 anos de idade. Os irmaos apresentam quadro clinico
semelhante de atraso na fala, dificuldade de aprendizado e dificuldade de
interacao social.

Ao exame fisico da paciente do sexo feminino foi observado: rosto largo,
sobrancelhas arqueadas, discreta assimetria da fenda palpebral (esquerda mais
elevada), raiz e ponte nasal altas, narizcom ponta bulbosa, filtro nasolabial curto,
rima bucal reta, labios grossos em arco de cupido, queixo pequeno com
reentrancia mediana, orelhas normoimplantadas. N&o apresenta deformidades
tordcicas, membros proporcionados, discreta escoliose, pregas palmares
normais e pés estreitos.

Ao exame fisico do paciente do sexo masculino foi observado: testa
ampla, glabela bem-marcada, discreta proptose ocular, raiz nasal alta, ponte
nasal globosa, filtro nasolabial curto, incisivo lateral esquerdo apinhado. Possui
mancha hipocrémica de bordas irregulares no processo xifoide e leve depressao
no externo. Membros alinhados e proporcionados com hiper extensibilidade
articular, manchacafé com leite nobraco direito, pregas palmares normais e pés
estreitos com arco plantar baixo.

Tanto o pai quanto a mae referem ter dificuldade importante de

aprendizado.
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Achados citogenéticos

O cariotipo de ambos os irmdos nao revelou alteracbes. Através da
analise por CMA foi possivel identificar uma microduplicacdo de 760Kb em
8p23.3 [ar[GRCH]8p23.3p23.3(1,570,315-2,330,754)x3], que leva a interrupcgao
do gene DLGAP2. Essa anélise foi realizada em laboratério privado. Uma vez
gue ja estdvamos investigando o paper do gene DLGAP4 naetiologia da DI (caso
9) decidimos prosseguir com a andlise dessa familia.

A andlise por CMA dos pais revelou que a duplicacéo foi herdada da méae
[8p23.3p23.3(1,570,315-2,330,754)x3], que apresenta a mesma duplicacdo
observada nos dois filhos (Figura 55). O microarray paterno nao apresentou

perda ou ganho de segmentos cromossOmicos.
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Figura 55. Duplicagdo de 760Kb em 8p23.3 do caso 10. A faixa azul parte superior indica o
segmento duplicado. Alinha vermelha tracejada mostra o ponto de quebra que lava a interrupgéo
do gene DLGAP2.
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A analise por OGM confirmou apresenca da microduplicagcdode 707,6 Kb
em 8p23.3 [ogm[GRCh37] 8p23.3p23.2(1,565,872_2,273,570)x3], que leva a
interrupgédo do gene DLGAP2 e a duplicagdo dos genes CNL8, ARHGEF10,
KBTBD11 e MYOM2 (Figuras 56 e 57).

Figura 56. Duplicagdo do caso 10. Circos plot do cromossomo 8, o pico no centro do gréafico

representa a duplicagéo.
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Figura 57. Analise por OGM na plataforma Acces do caso 10. A faixa azul na regidao superior
indicaa duplicacao. A linha vermelha tracejada mostra o ponto de quebra que interrompe o gene
DLGAP2.
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Discussdo gene DLGAP

Apesar das familias 9 e 9B nédo serem relacionados e apresentarem
alteracOes estruturais diferentes, os pacientes descritos apresentam tracos
fenotipicos semelhantes, compativeis com caracteristicas do transtorno do
espectro autista (TEA), tendo a deficiéncia intelectual como traco mais marcante
em ambos os casos.

A incapacidade de atingir marcos de desenvolvimento, seja cognitivo,
motor ou emocional, € 0 que caracteriza amplamente os distlrbios do
neurodesenvolvimento (NDDs). Os NDDs geralmente estdo associados a
alteracdes no desenvolvimento do cérebro e podem afetar a cognicado, a
comunicacao, o comportamento e as habilidades motoras.

NDDs incluem deficiénciaintelectual (DI), transtorno do espectro autista
(TEA), transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH) e epilepsia.
Portanto, sdo um grupo heterogéneo de distarbios que possivelmente
compartilham vias moleculares, o que explica a sobreposi¢cédo de fenétipos e o
diagnéstico de mais de um tipo de NDD no mesmo individuo (PARENTI et al.,
2020).

Um exemplo de comorbidade comum é a ocorréncia simultdneade Dl e
TEA. A DI é caracterizada por 3 caracteristicas: comprometimento cognitivo,
déficit na funcao adaptativa e inicio durante o periodo de desenvolvimento. O
TEA é caracterizado por dificuldade de interacdo social e comportamento
estereotipado; no entanto, o espectro de alteracbes também inclui outras
manifestagbes neuroldgicas, como deficiéncia intelectual, epilepsia e sinais
motores neurologicos leves (RAMASWAMI; GESCHWIND, 2018).

Os NDDs tém etiologia multifatorial com contribuicdo de anormalidades
genéticas e fatores ambientais. Milhares de genes codificam proteinas que séo
necessarias para uma funcédo cerebral eficiente, resultando em diversas
possiveis causas genéticas. Genes da familia DLGAP (Discs Large Associated
Proteins) fazem parte da lista de candidatos que podem contribuir para a
patogénese da DI, assim como de outros transtornos do neurodesenvolvimento
(RASMUSSEN; SILAHTAROGLU, 2017).

As proteinas DLGAP sédo codificadas por quatro genes homadlogos

(DLGAP1-4) que apresentam expressao diferencial e simultdnea no cérebro.
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Elas desempenham uma importante funcao na densidade pés-sinéptica (PSD),
além de atuarem de modo cooperativo nas sinapses excitatérias (BAl; WANG,;
LI, 2022).

A PSD é uma estrutura carregada de elétrons que fica abaixo da
membrana pés-sinaptica sendo composta por um complexo de milhares de
proteinas densamente empacotadas em formato de disco. Alteracbes nessas
proteinas vém sendo associado a doencas neuroldgicas e psiquiatricas. Além
disso, as proteinas DLGAP2 e DLGAP4 estdo listadas entre as principais
proteinas que compde a PSD (KAIZUKA; TAKUMI, 2018).

A Simons Foundation Autism Research Initiative (SFARI)
(https:/iwww.sfari.org/) faz uma curadoria periddica de genes implicados no
autismo de acordo com os trabalhos cientificos publicados. Essa lista inclui
diversos genes que codificam proteinas tipicas da PSD, como o0s genes
DLGAP1, DLGAP2 e DLGAP3. A revisédo sistematica de Soler et. al (2018), que
teve por objetivo avaliar a relacéo de variantes nas proteinas Dlgap e o risco de
desenvolver autismo e esquizofrenia, identificou o gene DLGAP2 como
candidato mais promissor nessa correlagao.

Atualmente h& na literatura o relato de somente trés casos de duplicacdo
em 8p23.3 que levam a quebra do DLGAP2, assim como ocorre no caso 10.
Marshall et al. (2008) avaliaram 427 individuos com TEA e variacdes
cromossdmicas estruturais, e foi identificado um caso com duplicacdo de 791
Kb. Pinto et al. (2010) pesquisaram a presenc¢a de CNVs raras em 1275 casos
de TEA (analise do trio) e identificaram um caso com duplicacdo de 817 Kb. E
Woodbury-Smith et al. (2019) relataram um caso familiar de TEA em que foi
identificado uma duplicacdo de 355 Kb em 8p23.3. Em todos os trabalhos a
interrupcéo do gene DLGAP2 foi sugerida como a causa para explicar o quadro
clinico dos pacientes analisados.

A delecao da porcéao final do brago curto do cromossomo 8, que incluio
gene DLGAP2, também ja foi relatada em casos de TEA. Chien etal. (2010) que
reportaram um caso de TEA com delecdo de 2,4 Mb. Shi et al. (2017)
descreveram um caso de delecdo de ~6 Mb em um paciente com TEA em
associacdo com deficiéncia intelectual, TDAH, microcefalia e pequenas

dismorfias faciais. Os autores sugerem que além do gene DLGAP2, as delecdes
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dos genes CLN8, ARHGEF10 e CSMD1 sejam a causa do quadro clinico (SHI;
SUN; HE, 2017).

Em 2021, Catusi et al. descreveram 7 casos de dele¢cédo terminal em
8p23.2 que variava de 71,79 Kb a 4,55 Mb. Através da analise comparativa dos
casos, 0s autores sugerem que a regido critica deletada para o desenvolvimento
de alteracbes do comportamento e doencas relacionadas ao
neurodesenvolvimento inclua apenas os genes DLGAP2, CLN8 e ARHGF10,
sendo DLGAP2 o gene candidato mais forte entre os trés.

Os pacientes descritos na familia 9B tém o diagnostico clinico inicial de
TEA com atraso no desenvolvimento da fala, deficiéncia intelectual leve e
interacdo social. A quebrado gene DLGAP2 devido a duplicacdo € umaalteracéo
rara, contudo os dados presentes na literatura mostram que alteracées nesse
gene podem de fato contribuir para a manifestacdo do TEA e da DI. Alémdisso,
tém-se demonstrado que o DLGAP2 é o gene candidato mais promissor da
familia. DLGAP envolvido no desenvolvimento de transtornos do
neurodesenvolvimento.

Em relacdo ao gene DLGAP4, ndo existem relatos na literatura que
associem diretamente alteracdes no gene com fenétipo de doencas do
neurodesenvolvimento. Entretanto, ja foi relatado um caso familiar de ataxia
cerebelar possivelmente ocasionado por uma translocacdo entre o0s
cromossomos 8 e 20 [t(8;20)(p12;g11.23)]. O ponto de quebra no cromossomo
20 esta localizado 820pb downstream do primeiro éxon nao transcrito do gene
DLGAP4. Segundo os autores, o truncamento da regido promotora do DLGAPA4,
rica em ilhas CpGs, perturbaria a expressdo monoalélica do gene contribuindo
assim para quadro de ataxia cerebelar (MINOCHERHOMJI et al., 2012).

Estudos em modelo animal sugerem que alteracbes no DLGAP4 também
estdo associadas ao desenvolvimento do TEA e outros transtornos do
neurodesenvolvimento. Schob et al. (2019), silenciaram o gene Sapa4, ortélogo
do DLGAP4 em ratos, o que levou a anormalidades comportamentais profundas,
déficit cognitivo, comprometimento da funcdo vocal e da interacdo social,
semelhante ao que é visto em individuos com TEA.

Romero et al. (2022) descreveram um caso de heterotopia subcortical
associado a epilepsia e deficiéncia intelectual. Este tipo de heterotopia

geralmente esta relacionado a alteragcdes no gene EML-1, que codifica uma
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proteina de ligagdo aos microtubulos. Contudo, neste caso eles identificaram
uma nova variante no gene DLGAP4. Neste mesmo estudo, foi realizada uma
andlise funcional e foi constatado que a proteina DIlgap4 tem func¢éo pleotrépica
nas sinapses, influenciando na integridade do coértex cerebral em
desenvolvimento.

As evidéncias em modelo animal demonstram que a perda de func¢éo ou
alteragbes na expressdo do gene DLGAP4 também podem estar relacionadas
ao desenvolvimento do TEA. As pacientes da familia 9 apresentam um quadro
clinico um pouco mais complexo, com uma sobreposicdo de fenétipos: TEA,
TDAH, deficiéncia intelectual, ansiedade e compulséo.

SegundoBai,Wang e Li (2022), alteracdes patoldgicas naestrutura ou na
funcéo da transmissédo do sinal neuronal € a base para o desenvolvimento de
diversos distarbios neuropsiquiatricos como TEA, Transtorno Obsessivo
Compulsivo (TOC), esquizofrenia, transtornos cognitivos e de humor. Os dados
da literatura mostram que diversos genes implicados no TEA se conectam com
outras condic¢des clinicas, o que pode justificar essa sobreposicéo de fenotipos.

As evidéncias demonstram a quebra do gene DLGAP2, que codificauma
das principais proteinas do complexo da densidade pdés-sindptica, pode
contribuir para a manifestacdo de TEA nafamilia 9B. Além disso, o fato do gene
DLGAP2 ser umforte candidato na manifestacdo do TEA, reforca a hipétese de
que alteracbes no DLGAP4 também possa contribuir para a manifestacéo do
transtorno. Levando em consideracdo que eles devem exercer funcoes

semelhantes, pois sdo genes homologos que compde a mesma familia de genes.

Particularidades da familia 9

Além da translocacao entre os cromossomos 9 e 20 e a interrupcéo do
gene DLGAP4, as gémeas descritas na familia 9 apresentam um aumento
expressivo da regido de heterocromatina centromérica do cromossomo 9 em
homozigose, auséncia de heterozigose no cromossomo 7 e a insercdo de uma
sequéncia de 383 pb no ponto de quebra do cromossomo 20.

O cromossomo 9 possui naturalmente um centrébmero maior que 0s
demais cromossomos, contudo a extenséao dessa regido (9gh+) ja foi relatada
em diversos trabalhos. Por se tratar de uma regido de heterocromatina

constitutiva, acreditava-se que essas variagdes néo teriam impacto fenaotipico.
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Essa percepcao se deu principalmente pela limitacdo de anélise dessas
regides. Os centrdbmeros sdo organizados em grandes matrizes de DNA em
tandem e a montagem de leituras longas era limitada pela tecnologia de
sequenciamento short-read (MIGA, 2020). Entretanto com o avanco das
tecnologias de leitura longa (PacBio e ONT) foi possivel sequenciar todas as
regides de heterocromatina de forma fidedigna (NURK et al., 2022).

O sequenciamento do genoma completo (T2T), publicado por Nurk et al.
(2022), adicionou ou corrigiu 238 Mb de sequéncia que ndo se alinhavam
corretamente na ultima versédo do genoma humano (Hg38). 182 Mb n&o tinham
alinhamento primario, levando a um aumento no numero de genes conhecidos e
identificacdo de novas sequencias de repeticio do genoma.
Surpreendentemente o cromossomo 9 foi 0 que teve o maior numero de bases
novas adicionadas sobretudo nas regides centromérica e pericentromeérica,
sendo que nesta ultima foi identificado uma densidade génica relevante
desconhecida anteriormente.

Os centrdbmeros s&80 essenciais para a montagem cromossdmica
adequada e alteracbes em sua estrutura ou em vias que o regulam podem levar
a segregacao incorreta dos cromossomos, resultando em alteragdes estruturais
(SCELFOetal., 2018). Aléem disso, o rearranjo pode afetar o proprio DNA satélite
do centrdmero, que podem estar susceptiveis a: duplicacdo segmentar, delecéo
de transposons, inversées hemicéntricas e insercdes. Acredita-se que esses
eventos resultam da quebra da dupla fita e sdo mediados por micro-homologia
(TALBERT; HENIKOFF, 2020).

Portanto, esse aumento da heterocromatina do cromossomo 9 pode
contribuir para as manifestacdes fenotipicas apresentadas no caso 9,
considerando que novos genes foram identificados nessa regido. Esse aumento
pode também ter influenciado o desenvolvimento dorearranjo [t(9;20)], tendo em
vista que alteragcbes no centrdmero podem contribuir para defeitos de
segregacao cromossomica.

Ademais, estudos anteriores identificaram uma frequéncia maior de
aumento da heterocromatina do 9 em casos de esquizofrenia (DEMIRHAN;
TASTEMIR, 2003) e TEA (VORSANOVA et al.,, 2007), o que corrobora os
achados clinicos das pacientes da familia 9. Contudo, uma investigacdo mais

aprofundada € necessaria para poder correlacionar esses eventos.
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Outro achado que pode influenciarnamanifestacao fenotipica é auséncia
de heterozigose no cromossomo 7. O fato de as gémeas serem filhas de um
casal consanguineo aumenta o risco da manifestacdo de doencas com padréo
de heranca autossémico recessivo (VORSANOVA et al., 2007).

Portanto, além da translocacéo que leva a quebra do gene DLGAP2, um
forte candidato para doencas do neurodesenvolvimento, o aumento da
heterocromatina do cromossomo 9 e a auséncia de heterozigose no
cromossomo 7 também podem contribuir para as manifestacdes fenotipicas

identificadas nas gémeas descritas na familia 9.

Insercdo no ponto de quebra do cromossomo 20

Através da anadlise do sequenciamento long-read da PacBio foi
identificada a insercdo de um segmento de 383 bp no ponto de quebra do
cromossomo 20. O alinhamento dessa sequénciacom o genoma de referéncia
revelou identidade com diversas regides do genoma, demonstrando ser um
segmento oriundode uma regiao de repeticdo. Entretanto, ndo houveidentidade
de 100% em nenhum dos alinhamentos, ndo sendo possivel determinar com
precisao a origem da sequéncia inserida.

Apesar da auséncia de homologia completa, duas regibées do genoma
demonstraram ter um bom alinhamento com pequenas variagdes de sequéncia.
Uma regido no cromossomo 9 (Figura 57) e outra regido no cromossomo 5

(Figura 58) com 89,7% e 83,3% de homologia, respectivamente.
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Figura 57. Alinhamento segmento inserido no ponto de quebra do cromossomo 20 com uma

sequéncia do cromossomo 9. E possivel observar pequenas variagdes ao longo do alinhamento.
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Figura 58. Alinhamento segmento inserido no ponto de quebra do cromossomo 20 com uma

sequéncia do cromossomo 5. E possivel observar pequenas variagdes ao longo do alinhamento.
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O fato de o segmento inserido ser longo, estar presente no ponto de
quebrae o rearranjo ocorrer em uma regido de repeticao sustenta a hipotese de
gue o mecanismo envolvido natranslocacéo, e consequentemente nainsergao,
€ a recombinacdo homologa néo alélica (NAHR).

A NAHR ocorre por um desalinhamento durante a recombinagao
homéloga durante a meiose ou mitose. Quando esse desalinhamento ocorre
entre cromossomos diferentes leva a formacéo de translocagdes (ESCARAMIS;
DOCAMPO; RABIONET, 2015).

Na familia 9 a translocac¢éo ocorre entre os cromossomos 9 e 20, e seria
plausivel concluirque a sequénciainserida no ponto de quebra do cromossomo
20 tenha origem no 9, o que corrobora com o resultado do alinhamento com o
genoma de referéncia. Contudo, como ja citado, ndo ha 100% de homologia e
houve um bom alinhamento com um segmento do cromossomo 5.

Portanto, ndo é possivel determinar a origem da sequénciainserida, mas
a hipotese mais provavel € que ela tenha origem no cromossomo 9 como

consequéncia da NAHR, que levou a formacéo da translocacéo.
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Discussao geral

Ao todo foram analisadas 10 familias que incluem diversos tipos de
rearranjos cromossomicos estruturais: 4 translocacdes, 2 inversdes, 1
duplicagdo, 1 cromossomo marcador, 1 cromossomo derivativo de origem
materna e 1 rearranjo complexo (Figura 59). Na tabela 1 consta o resumo dos

achados citogenéticos de todos os casos.

Complexo
10%

Derivativo
10%
Translocagdo
40%
Marcador
10%

Duplicagdo
10%

Inversao
20%

B Translocagdo M Inversdo M Duplicagdo M Marcador M Derivativo ™ Complexo

Figura 59. Grafico com as porcentagens dos tipos de rearranjos cromossémicos investigados e
caracterizados neste estudo.

Através da metodologia de caridtipo foi possivel identificar 90% dos
rearranjos, com excec¢do do caso de microduplicacdo (Familia 9B), que foi
incluido no estudo devido ao conhecimento prévio da interrup¢do do gene
DLGAP2.

Apesar da identificagcdo de quase todas as variacbes cromossdmicas
estruturais, a técnica ndo oferece dados refinados que permitam caracterizar

com preciséo os rearranjos
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Neste trabalho, a anélise de cari6tipo foi eficaz na identificacao inicial dos
rearranjos cromossémicos, contudo néo foi possivel estabelecer o diagnadstico
ou suspeita diagndstica em nenhum dos casos analisados havendo a
necessidade de prosseguir com a investigacao citogenética.

Pelo CMA foi possivel identificar CNVs em somente quatro casos,
indicando a principio que a maioria dos rearranjos avaliados eram balanceados.
Através da analise por CMA foram identificados:

e Atetrassomia de 18p nafamilial, o que permitiu determinar a origem

do cromossomo marcador e que se trata de um isocromosso [i(18p)].

e A delecdo (4q) e duplicacdo (7p) na probanda da familia 2. Dessa

forma foi confirmadaa presenca de uma translocacao nao balanceada
de origem materna com identificacdo dos pontos de quebra.

e A microduplicacdo de 690 Kb em 2p no probando da familia 8.

e A microduplicacdode 760 Kb em 8p nafamilia 9B, com a determinacao

dos pontos de quebra.

Nos casos 1 e 2 as metodologias de cariétipo e CMA foram suficientes
para concluira investigagdo citogenética e fechar o diagndstico dos pacientes.
No caso da familia 9B somente a anélise por CMA bastaria para determinar um
desfecho. Portanto, com os resultados da analise por CMA houve uma taxa de
30% de resolucao dos casos, proximo ao encontrado na literatura, que € em
torno de 20% (MANTERE et al., 2021).

A técnica de CMA possui uma resolucao muito maior que o cariotipo, que
pode variar entre 1Mb e 100 Kb dependendo da plataforma. No entanto ndo é
possivel identificar rearranjos balanceados (SHINAWI; CHEUNG, 2008).

Dos dez casos inicialmente selecionados, oito prosseguiram para analise
por OGM. Os resultados obtidos previamente, por cariétipo e CMA, foram 100%
confirmados com dados mais refinados. Mantere et al (2021) investigaram 85
individuos com diferentes variagbes cromossdmicas estruturais, identificadas
previamente por outras técnicas e obtiveram 100% de concordancia, o que
corrobora com os dados obtidos neste estudo.

A técnica permitiu a identificacdo de todos os tipos de variacdes
estruturais, balanceadas e nao balanceadas: dele¢bes, duplicagdes, inversoes,
translocacdes, e um rearranjo complexo, que inicialmente foi classificado como

um rearranjo simples e balanceado.
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Ademais, foi possivel detectar com precisdo os pontos de quebra, o que
possibilitou a identificacdo de interrupcbes génicas em sete dos oito casos
analisados. Desse modo, foi viavel estabelecer uma correlacdo gendétipo-
fendtipo e sugerirgenes candidatos para as manifestacdes fenotipicas descritas
nos pacientes.

O OGM tem resolucéo dez mil vezes maior que o cariotipo, no entanto a
técnica ndo é capaz de detectar rearranjos equilibrados dentro de regifes de
repeticdo ndo mapeaveis, como centrdmero, braco curto dos cromossomos
acrocéntricos e regides de heterocromatina constitutiva (MANTERE et al., 2021).

Com o sequenciamento long-read, realizado no caso 9, foi possivel
confirmar a translocacéo[t(9;20)] e obter as sequéncias dos pontos de quebra.
Os segmentos envolvidos estao localizados em regides de repeticdo que nao
sdo bem sequenciadas pelas metodologias de short-read (YANG; WU; YAN,
2019). Estes dados confirmama eficiénciados sequenciamentos de leituralonga
na analise de regides de repeticdo do genoma.

Além disso, esse resultado permite a montagem do centrdbmero do
cromossomo 9, o que néao foi explorado neste trabalho. Desse modo, sera
possivel compreender a sua estrutura e como o aumento da heterocromatina
constitutiva pode contribuir para o rearranjo e, consequentemente, para as
manifestacbes fenotipicas no caso 9.

As variacdes estruturais tém o potencial de perturbar a complexa
organizacéo da cromatina levando ao reposicionamento de genes, promotores,
enhancers e fronteiras de seus dominios de associa¢ao. Ja € reconhecido que a
desconexdo de regifes regulatérias podem ser a causa de transtornos do
desenvolvimento (SPIELMANN, 2018).

Neste trabalho, a anélise in silico dos TADs forneceu uma perspectiva de
como 0S genes vizinhos aos rearranjos podem ter a expressao afetada, e
consequentemente contribuir para manifestacdo fenotipica. Sob essa 6tica, a
utilizacdo de metodologias que avaliam a organizacdo 3D do genoma pode
contribuirpara elucidarcomo umrearranjo “linear’ pode impactar naorganizagao
da cromatina (HU et al., 2020).
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12 Consideragdes finais

» O cari6tipo foi um excelente método de triagem das variacfes

cromossomicas estruturais, apesar da baixa resolucéo.

» A técnica de CMA foi efetiva na identificagcdo de CNVs, contudo a maior
parte dos casos eram de rearranjos balanceados que nao séo detectados

pela técnica.

» Com a andlise por OGM foi possivel identificar todos os tipos de
rearranjos, definiros pontos de quebra e ter um refinamento de dados a

respeito dos segmentos cromossdmicos envolvidos.

» O OGM demonstrou ser uma oOtima ferramenta na investigagcédo de SVs,
sobretudo de rearranjos balanceados, com potencial de futuramente

substituir o uso outras metodologias.

» Em casos de rearranjos cromossOmicos néo balanceados a investigagao
citogenética por cariotipo e CMA demonstrou ser suficiente para se

chegar a uma concluséo.
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Despite the high contagion and mortality rates that have accompanied the coronavirus disease-19 (COVID-19) pandemic, the
clinical presentation of the syndrome varies greatly from one individual to another. Potential host factors that accompany greater
risk from COVID-19 have been sought and schizophrenia (SCZ) patients seem to present more severe COVID-19 than control
counterparts, with certain gene expression similarities between psychiatric and COVID-19 patients reported. We used summary
statistics from the last SCZ, bipolar disorder (BD), and depression (DEP) meta-analyses available on the Psychiatric Genomics
Consortium webpage to calculate polygenic risk scores (PRSs) for a target sample of 11,977 COVID-19 cases and 5943 subjects with
unknown COVID-19 status. Linkage disequilibrium score (LDSC) regression analysis was performed when positive associations were
obtained from the PRS analysis. The SCZ PRS was a significant predictor in the case/control, symptomatic/asymptomatic, and
hospitalization/no hospitalization analyses in the total and female samples; and of symptomatic/asymptomatic status in men. No
significant associations were found for the BD or DEP PRS or in the LDSC regression analysis. SNP-based genetic risk for SCZ, but not
for BD or DEP, may be associated with higher risk of SARS-CoV-2 infection and COVID-19 severity, especially among women;
however, predictive accuracy barely exceeded chance level. We believe that the inclusion of sexual loci and rare variations in the
analysis of genomic overlap between SCZ and COVID-12 will help to elucidate the genetic commonalities between these
conditions.

Translational Psychiatry (2023)13:189; https+//doi.org/10.1038/541398-023-02482-7
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