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RESUMO

Introducdo: Durante as ultimas décadas, a utilizacdo de métodos moleculares como
Hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) e Hibridizacdo Genémica Comparativa
(array-CGH) mudou dramaticamente a perspectiva em relacdo a deteccdo de rearranjos
gendmicos submicroscépicos. O nimero de doengas identificadas como causada por
microdelecdes/microduplicacdes cromossdmicas aumentou rapidamente, trazendo um
papel crucial para a citogenética no diagnostico destas condi¢fes. Objetivo: O objetivo
deste estudo foi identificar e caracterizar microdelecbes cromossdmicas associadas a
sindromes de malformagdes em um laboratério de citogenética de referéncia de um
hospital puablico do sul do Brasil. Métodos: Estudo retrospectivo e prospectivo, em uma
série consecutiva de amostras. O estudo foi baseado em registros hospitalares e
laboratoriais de amostras de uma coorte de pacientes com suspeita clinica de
microdelecdo cromossdmica. Foram selecionadas amostras de individuos em que o
diagnostico clinico proposto incluia uma suspeita de rearranjo nos Cromossomos
4p16.3, 5p15.2, 5935, 7q11.23, 8924.12, 15q11-912, 16p13.3, 17p13.3, 17pll. 2,2 e
22011 que foram analisados por hibridizagéo in situ por fluorescéncia (FISH). Em 11
amostras com microdelegdes, hibridizacdo gendmica comparativa (array-CGH) foi
realizada. Resultados: Um total de 504 amostras foram avaliadas, sendo as suspeitas
mais comuns a delecdo 22g11.2 (29,5%), a sindrome de Prader-Willi (21,6%), a
sindrome de Williams-Beuren (15%) e da sindrome de Angelman (13 %). Em 120 deles
(23,8%) desequilibrios cromossémicas relacionadas com o diagnostico clinico foram
encontrados. A del7g11.23 foi a alteragcdo mais frequente (8,5%) detectada, seguida por
del22q11.2 (5,3%) e del15g11-ql2 (4,5%). Conclusfes: Nossos achados reforcam a
estratégia de que um teste de citogenética molecular sensivel associada com uma
avaliacdo clinico qualificado séo cruciais para a detec¢do e caracterizacdo precisa de
delecbes cromossdmicas submicroscopicas. Além disso, nosso estudo enfatiza a
necessidade de educacdo continuada para o desenvolvimento e utilizacdo de novas
tecnologias para o diagndstico citogenético, as quais, em nossa experiéncia, puderam ser

introduzidas com sucesso em um hospital publico do sul do Brasil.

Palavras-chave: microdelecdo cromossémica, FISH, array-CGH, sindrome de

microdelecdo, citogenética molecular



ABSTRACT

Background: During the past decades, the widespread use of FISH and microarray-
based technologies dramatically changed our perspective regarding detection of
submicroscopic genomic rearrangements. The number of diseases identified as caused
by chromosomal microdeletions/microduplications increased quickly, bringing a new
and crucial role for cytogenetics in the diagnosis of these conditions. Objective: The
purpose of this study was to identify and chraracterize chromosomal microdeletions
associated with malformation syndromes in a reference cytogenetics laboratory from a
public hospital of Southern Brazil. Methods: Using retrospective and prospective
approaches, we evaluated a consecutive series of samples. The study was based in
hospital and laboratorial records of samples from a cohort of subjects with clinical
suspicion of a chromosomal microdeletion. We selected samples from subjects in whom
a clinical diagnosis was proposed, which included deletion of chromosomes 4p16.3,
5p15.2, 5q35, 7q11.23, 8q24.12, 15q11-q12, 16p13.3, 17p13.3, 17p11.2,2 and 22q11
identified by fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis. In 11 samples with
microdeletions, array-based comparative genomic hybridization (array-CGH) was
performed. Results: A total of 504 samples were evaluated, being the most common
suspicions the 22g11.2 deletion (29.5%), the Prader-Willi syndrome (21.6%), the
Williams-Beuren syndrome (15%) and the Angelman syndrome (13%). In 120 of them
(23.8%) chromosomal imbalances related to the clinical diagnosis were found. The
deletion 7g11.23 was the most frequently finding (8.5%), followed by del22q11.2
(5.3%) and del15911-q12 (4.5%). Conclusions: Our findings provide support to the
idea that a sensitive molecular cytogenetic test associated with a qualified clinical
evaluation are crucial for the detection and precise characterization of submiscroscopic

chromosome deletions. Additionally, our study emphasizes the need of continuing



education for the improvement of the cytogenetic diagnosis technology, which was

successfully introduced in a public hospital of Southern Brazil.

Key words: chromosomal microdeletion, FISH, array-CGH, microdeletion syndrome,
molecular cytogenetics



JUSTIFICATIVA

As alteracbes cromossomicas constituem uma importante categoria de doencas
gendmicas que resultam de uma perda ou ganho de material genético devido a
rearranjos genémicos. Rearranjos cromossémicos originam doencas genémicas quando
levam a alteragbes na dosagem ou interferem com a regulacdo de gene (S)
haploinsuficientes, por fusdo génica, efeito de posicdo, exposicdo de genes recessivos
ou polimorfismos funcionais, e outros mecanismos. As doengas gendmicas mais
frequentes e melhor caracterizadas estdo divididas em duas categorias: aquelas
resultantes da perda de material genético (delecdo) e aquelas resultantes do ganho de
material genético (duplicacdo). Varias microdelecdes cromossomicas estdo associadas a
doengas gendmicas. No Brasil, embora alguns grupos tenham pesquisado e publicado
dados referentes a algumas dessas condi¢cdes isoladamente, a maioria dos servigcos de
genética médica publicos ainda enfrenta dificuldades em estudar essas doencas em seu
conjunto por ndo contar com especialistas competentes na &rea e a capacidade
laboratorial necesséria. Além de contribuir com informacdes referentes ao mecanismo
de origem e formacdo das microdelecdes cromossdmicas, o desenvolvimento desse
projeto permitiu a identificacdo e classificacdo citogenética-molecular de rearranjos
cromossémicos em amostras de individuos portadores que ainda permaneciam sem um

diagndstico citogenético preciso.

A realizacdo deste trabalho acrescentou dados para informacdo e diagndéstico de
sindromes de microdelecdo em um hospital de referéncia. Propiciou ainda um programa
de treinamento de pessoal através da capacitacdo técnica da candidata ao titulo de
mestre vinculada ao projeto e oportunizou um estudo colaborativo entre instituicbes
académicas a nivel nacional, multiplicando beneficios, com impacto direto na pesquisa

e assisténcia.
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1. INTRODUCAO

O mapeamento genético é frequentemente realizado por meio de duas estratégias
principais: correlacdo entre alteracGes cromossémicas associadas a fendtipos anormais e
estudos de ligacdo em grandes familias apresentando varios individuos afetados. Na
primeira abordagem, a presenca de alteragdes cromossdémicas associadas a fendtipos
anormais sugere que os pontos de quebra em que deu-se o inicio de uma alteracéo,
levando a perda (delecdo) ou ganho (duplicacdo) de segmentos, possam estar

interferindo na expressdo de um ou mais genes, o que explicaria a condi¢do observada.

A analise cromossémica de rotina, ou cario6tipo, tem sido usada por mais de 50
anos como investigacdo padrdo em individuos com suspeita de cromossomopatias, com
deficiéncia intelectual e multiplas malformacdes congénitas e dismorfias de causa
desconhecida. A andlise e o estudo dos cromossomos através do cariétipo com
bandeamento possibilitaram a descoberta de varios genes associados a uma série de
disturbios genéticos. Porém, uma importante limitacdo dessa técnica € a impossibilidade
de detectar rearranjos cromossémicos menores que 4-6 Mb. (dependendo da resolugédo
do bandeamento cromossdmico). Por esse motivo, foram desenvolvidas e tém sido
utilizadas técnicas que utilizam instrumentos da biologia molecular aplicadas a

citogenética para a andlise e estudo de diversas alteracGes cromossémicas.

A utilizacdo de métodos como Hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH) e
Hibridizacdo Gen6mica Comparativa (array-CGH) permite uma melhor detec¢cdo e
caracterizacdo dos mecanismos de formacédo de anomalias cromossdmicas em humanos.
Como consequéncia, tem ocorrido uma melhoria na capacidade de diagnostico e
desenvolvimento de pesquisa em citogenética pré-natal e pds-natal. Esse fato tem
contribuido para a um melhor entendimento de quadros clinicos especificos e para o
conhecimento em relacdo a patologia das doencas genéticas causadas por alteracdes
cromossomicas. Os distarbios genémicos em decorréncia de alteragdes cromossémicas
mais comuns e melhor delineados, sdo divididos em duas categorias principais: aqueles
decorrentes da perda de material cromossémico/DNA (sindromes de delecdo) e aqueles

decorrentes do ganho de material cromossémico/DNA (sindromes de duplicacao).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estudo dos cromossomos em humanos

A Citogenética Humana teve inicio com os trabalhos de Fleming em 1879 e de
Arnold, em 1882, que primeiramente observaram cromossomos mitoticos humanos. A
partir dai, surgiram varios trabalhos que procuraram estimar o nimero de cromossomos
humanos, dentro dos quais se destaca o de Painter, em 1923, que descreveu que o
cariétipo humano continha 48 cromossomos. Outros relatos confirmaram esse numero.
As limitacOes técnicas, como o uso de cortes histologicos e a dificuldade para analisar
cromossomos sobrepostos ou aglomerados fizeram com que essa estimativa
permanecesse valida por trés décadas. Em 1956, devido a combinagdo de solucdo
hipotonica e colchicina na preparacdo cromossomica, Tjio e Levan obtiveram
preparacdes metafasicas melhores e estimaram como 46 o nimero de cromossomos em
fibroblastos de pulmao. Esses resultados abriram o caminho para o desenvolvimento da
citogenética humana e para os primeiros relatos de cariétipos humanos anormais. Em
1959, Lejeune e col., descreveram a presenca de um cromossomo pequeno adicional no
cariotipo de nove criancas com sindrome de Down, definindo a trissomia do
cromossomo 21. Os trabalhos subsequentes descreveram anormalidades de numero de
cromossomos  sexuais, especificamente, a presenca de um cromossomo X
extranumerario na sindrome de Klinefelter (Jacobs e Strong, 1959) e o cariétipo com 45
cromossomos, contendo apenas um cromossomo X, na sindrome de Turner (Ford e col.,
1959).

Em 1960, Nowell descobriu que a fitohemaglutinina (PHA) estimulava a diviséo
de linfécitos em cultura. Esse achado adicional permitiu a Moorhead e col. (1960)
descreverem o método de preparo de cromossomos combinando culturas de linfocitos
contendo PHA e acimulo e espalhamento dos cromossomos em metafase com o uso de
colchicina e solucdo hipotonica respectivamente, seguidos por fixacdo com metanol-
acido acético e coloragcdo Giemsa. Ainda em 1960, Nowell e Hungerford descreveram
um cromossomo minusculo (cromossomo Philadelphia) em leucemia mieldide cronica
(LCM) (Nowell, Hunerford, 1960), demonstrado por Rowley em 1973 ser resultante de

uma translocacéo entre os cromossomos 9 e 22.
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Em 1968, Caspersson e col., demonstraram que cada cromossomo apresentava
um padréo distinto de bandas apds a coloracgdo fluorescente com mostarda de quinacrina
(banda Q). Outros métodos para obtencao de bandas foram descritos subsequentemente.
A banda G, em que emprega digestdo com tripsina seguida de coloracdo com Giemsa,
ndo requer fluorescéncia e € ainda o procedimento padrdo utilizado no diagnostico
clinico. As bandas R (reversas) sdo decorrentes de uma desnaturacdo controlada por
aquecimento, e tém o padrdo “negativo” da banda G. As bandas C revelam a presenca
de heterocromatina constitutiva e estdo situadas, sobretudo, nas regides
pericentroméricas dos cromossomos humanos, mais acentuadamente na regido
pericentromérica dos cromossomo 1,9,16 e braco longo do Y. Em 1976, Yunis
descreveu um método para estudar os cromossomos humanos em alta resolugdo (>550
bandas), usando preparacfes prometafasicas, quando 0s cromossomos estdo apenas na
fase inicial de condensacdo, permitindo descrever anormalidades raras e sutis do

genoma humano.

Com o desenvolvimento das técnicas de bandas e de maior resolucdo tornou-se
possivel identificar algumas anormalidades cromossémicas estruturais associadas a
fenotipos caracteristicos e resultantes de desequilibrio de dosagem de segmentos
cromossémicos especificos. Sindromes de mdltiplas malformacBes causadas por
delecGes ou duplicacbes de regides gendmicas tém sido identificadas em individuos

portadores de alteracbes cromossdmicas em desequilibrio.

A analise microscépica dos cromossomos tem sido o padrdo ouro para o estudo
das anomalias cromoss6micas desde o desenvolvimento da técnica de bandamento G no
final da década de 60. As técnicas convencionais atuais de cariotipagem por coloracéo e
bandamento de células em divisdo, sdo capazes de detectar alteracbes cromossémicas
estruturais que tenham até 4-5 milhGes de pares de base de DNA (4-5 Mb) dependendo
da condensacdo dos cromossomos e da qualidade das metafases. Essa medida
corresponde ao poder de resolucdo do método em detectar uma banda cromossdmica,
sendo o nivel de resolucdo de uma técnica citogenética determinado pelo nimero de
bandas visiveis. As bases moleculares do bandamento envolvem a composicao de bases
(nucleotideos), proteinas e a organizacdo funcional do genoma. A observacéo do padrdo
de bandas de um cromossomo permite também a identificacdo de pontos de referéncia

dentro dos mesmos, que sdo areas com caracteristicas morfoldgicas marcantes e
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distintas, que ajudam na identificacdo do cromossomo e de suas regides (rev. Maluf e
Riegel, 2011).

Com as técnicas de bandas e de maior resolucéo (800 a 2.000 bandas) tornou-se
possivel identificar algumas anormalidades cromossémicas estruturais associadas a
fenotipos caracteristicos e resultantes de desequilibrio de dosagem de segmentos
cromossémicos especificos. Quadros clinicos de multiplas malformagfes causadas por
delecdes ou duplicagbes de regides gendmicas tém sido identificados em individuos
com alteracBes cromossdmicas. Em situacdes especiais pode-se indicar o bandamento
de alta resolucdo, em que sdo analisados 0s cromossomos durante a profase ou

prometafase (Figura 1).

A analise cromossdémica por bandamento permanece como um dos exames
genéticos mais comuns e acessiveis realizados para diagnostico, tanto na area de
genética, pediatria e oncologia como na de medicina fetal. Porém, esse método
apresenta varias limitacbes. As técnicas de citogenética cléssica, baseadas em
bandamentos cromossdmicos, permitem o diagnéstico de alteragdes cromossémicas
estruturais como a identificacdo de delegdes, inversdes, insercbes, translocacdes e
outros rearranjos cromossomicos. No entanto, muitas aberracfes estruturais, como
pequenas delecdes e duplicagdes menores do que 4 a 5 Mb e rearranjos cromossémicos
complexos, ndo sdo possiveis de serem identificadas ou bem caracterizadas. Além disso,
0s procedimentos citogenéticos classicos necessitam de cromossomos em metéfase,

ficando limitados a certas células e tecidos.

No final da década de 80, o estudo de cromossomos em humano foi muito
beneficiado pelo desenvolvimento de metodos fluorescentes ndo isotopicos de
hibridizacdo in situ (FISH), que permitem a detec¢do de alteracfes submicroscopicas
(Pinkel e col., 1986).
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Figura 1. Caridtipo com bandas GTG de alta resolucéo.
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Fonte: Imagem cedida por Dra. Mariluce Riegel, Servico de Genética Médica, HCPA.

2.2 O método de Hibridizacdo in situ por Fluorescéncia (FISH)

FISH é um procedimento citoquimico o qual permite verificar e detectar
sequéncias de acidos nucléicos especificas em células metaféasicas e interfasicas. A
técnica é baseada na formacdo de um hibrido entre sequéncias de DNA ou regides
especificas presentes nas células ou em cromossomos de preparacdes citologicas e
sondas de DNA marcadas. O hibrido formado pode ser observado diretamente ao

microscopio, ou ap0s uma marcagao imunocitoquimica com fluorocromos de anticorpos
especificos (Pinkel e col., 1986).

Essa técnica se fundamenta nos estudos pioneiros de Gall e Pardue (1969), os
quais envolviam a formac&o e detecgdo de hibridos de RNA-DNA para a identificacdo
dos genes de RNAr marcados radioativamente em cortes histoldgicos de tecidos de
Xenopus atraves de auto-radiografia. As técnicas utilizando hibridos DNA-DNA com

preparagdes cromossdmicas logo se seguiram, mas a abordagem inicial permanece.

Para evitar o uso de radioisétopos, Pinkel e col. (1986) desenvolveram um

sistema de hibridizacao in situ utilizando fluorocromos para a deteccdo das reacdes de
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hibridizacdo, técnica que ficou conhecida como técnica de FISH, sigla em inglés para
Fluorescent in situ Hybridization. Nessa técnica, utilizam-se sondas especificas para
certas regides cromossdmicas marcadas com fluorocromos. A hibridizacdo pode ser
realizada em cromossomos metafasicos, ndcleos interfésicos, fibras cromossémicas
estendidas ou, mais recentemente, em microarranjos (arrays) de DNA. Amostras de
diferentes origens podem ser analisadas: amostras pds-natais (sangue, pele, medula
6ssea, linfonodos, tumores solidos), amostras pré-natais (amostras de vilosidades
corionicas, de liquido amniotico ou sangue fetal) e de embrides pré-implantacdo (uma

célula do blastocisto).

O desenvolvimento da citogenética utilizando instrumentos da biologia
molecular aumentou a capacidade de diagnostico pré-natal e pds-natal em relacdo a
deteccdo e melhor caracterizacdo de sindromes causadas por alteracdes cromossomicas
em humanos. A aplicacdo de técnicas citogenéticas que utilizam ferramentas
moleculares tém permitido: 1) a identificacdo de anormalidades cromossdmicas
previamente descritas, particularmente cromossomos extras e duplicacGes de novo, as
quais, com os metodos de bandamento citogenético, ndo poderiam ser caracterizadas; 2)
a deteccdo de microdelecdes e duplicaces ao nivel de gene e 3) a contribuicdo para o
mapeamento génico em combinacdo com vérias alteragdes como, por exemplo,
identificacdo de sindromes causadas por microdelecbes e microduplicagdes (Schinzel e
col., 2003; Vissers e Stankiewicz 2012).

O principio do método de FISH baseia-se na utilizacdo de sondas de DNA
contendo dois elementos, um denominado inserto (i.e., 0 DNA humano complementar a
sequéncia alvo no cromossomo) e o vetor (i.e., uma sequéncia de DNA néo relacionada
na qual o inserto sera clonado e através do qual o DNA podera ser replicado). As sondas
sdo fragmentos de DNA gendmico capazes de se ligarem a suas cadeias
complementares, produzindo um sinal fluorescente quando ocorre hibridizacdo. As
preparacOes citogenéticas sdo realizadas através de procedimentos citogenéticos de
rotina. O DNA cromossémico e o da sonda sdo desnaturados e colocados em
temperatura adequada para haver hibridizacdo. Se houver complementaridade das bases
da sonda e do DNA alvo, haverd hibridizacdo, & qual é identificada através dos
fluorocromos utilizados para a marcagdo da sonda. A hibridizacdo da sonda ao DNA

alvo é observada em microscopio de fluorescéncia. Dado o numero de sondas e
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fluorocromos que existem, é possivel a marcacdo multipla (i.e., a hibridizacdo

simultanea e deteccdo de duas ou mais sondas na mesma preparacao citologica).

No FISH, segmentos relativamente grandes de DNA humano (>40 kb) séo
clonados em uma variedade de vetores, como cosmideos, cromossomos bacterianos
artificiais (BAC’s), cromossomos artificiais derivados de P1 - (PAC’s) ou
cromossomos de levedura artificais (YAC’s), marcados e usados como sonda para
hibridar com regides cromossémicas humanas de sequéncias complementares. O FISH
utiliza mais frequentemente amplas sequencias de DNA (aproximadamente 50 a 100 kb)

para identificar regifes especificas do genoma (van Ommen e col., 1995).

Atualmente, existe uma variedade de tipos de sondas que podem ser utilizadas
por FISH para investigar para investigar cromossomos inteiros ou segmentos
cromossémicos especificos do genoma, sendo trés as mais utilizadas em citogenética
humana (Figura 2). As sondas de DNA alfa-satélite, presente nos centromeros de todos
0s cromossomos, contém repeticbes em tandem de sequéncias de DNA. Essas
sequéncias demonstram 20-40% de divergéncia umas das outras de forma que existem
sondas especificas para quase todos os centrdbmeros dos cromossomos humanos. As
sondas centroméricas apresentam sinais intensos de fluorescéncia e podem ser utilizadas
em diferentes aplicacbes como para a deteccdo de aneuploidias, determinacdo do sexo
em nucleos interféasicos, deteccdo da origem de cromossomos marcadores ou em anel,
enumeracdo cromossémica em amostras pré-implantacdo e pré-natais, enumeracao de
tumores sélidos e em doencas hematoldgicas. Algumas sondas sdo utilizadas em
conjunto, como as sondas para a deteccdo das trissomias 13, 18, e 21 e das alteracdes
numéricas dos cromossomos sexuais X e Y, utilizadas principalmente em exames preé-
natais e pré-implantacdo, como em amnidcitos ndo cultivados e em blastdmeros de
embrides. As sondas de seqliéncia Unica repetitiva para centrdbmero possibilitam
identificar o nimero de coOpias de cromossomos especificos ou a origem de pequenos

Cromossomos supranumerarios (marcadores).

As sondas de DNA de sequéncia Unica sdo Uteis para a identificacdo de regides
gendmicas especificas como, por exemplo, a delegdo 22911.2 na sindrome de
DiGeorge, a dele¢do 7q11.23 na sindrome de Williams-Beuren e a dele¢do 15911.2-q13
na sindrome de Prader-Willi, entre outras. Para a deteccdo de microdelecGes, sdo

utilizadas simultaneamente duas sondas marcadas com fluorocromos de diferentes
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cores: uma sonda especifica para a regido comumente deletada na sindrome e uma
sonda controle, especifica para outra regido do mesmo cromossomo. Sondas de
sequéncia Unica subteloméricas sdo utilizadas para detectar rearranjos cripticos

envolvendo as regides terminais dos cromossomos.

Delecdes no limiar (4 a 5 Mb) ou abaixo do nivel de detec¢do por bandamento
citogenético classico sao caracterizadas como microdele¢gdes. Embora delegdes classicas
como as que envolvem a regido critica em 4p16.3 (sindrome de Wolf-Hirschhorn) e
5p15.2 (sindrome de Cri-du-Chat) seja possivel de se detectarem através do caritipo,
sabe-se que existem Vvarios casos com manifestacdo clinica de dele¢do 4pl16.3, por
exemplo, em que o cari6tipo ndo detecta a delecdo. Provavelmente devido & existéncia
de uma variabilidade no tamanho das dele¢cbes em certas regides, microrrearranjos
dentro dessa regido ndo podem ser reconhecidos e/ou caracterizados utilizando-se

apenas de técnicas de citogenética classica.

A introducdo de técnicas citogenéticas moleculares, que teve inicio com o
desenvolvimento do método de FISH, trouxe um grande avanco na deteccdo e
identificacdo de rearranjos cromossémicos e elucidou as bases citogenenéticas de
microrearranjos cromossémicos. Esse fato tem permitido uma melhor caracterizacdo de
alteracdes cromossdmicas previamente descritas e a deteccdo de novas microdelecoes e
microduplicagcBes gendmicas. Entretanto, o método de FISH requer um conhecimento
especifico da regido a ser investigada e, na maioria das situacdes, depende de um

diagnostico clinico.

A otimizagdo do método de hibridag&o in situ resultou no desenvolvimento de
diferentes técnicas baseadas no principio do FISH, entre elas o caritipo espectral
(SKY) (Liyanage e col., 1996; Schrock e col., 1997) e o FISH multicolor (m-FISH)
(Uhrig e col., 1999). Nesses métodos, a combinacdo de fluorocromos permite identificar
cada um dos 23 pares de cromossomos simultaneamente. Outra abordagem no estudo de
alteracdes cromossémicas, baseada nesse mesmo principio, € a Hibridizagdo Gendmica
Comparativa (Comparative Genomic Hybridization — CGH), que foi desenvolvida como
método de rastreamento gendmico amplo, na tentativa de se identificar desequilibrios no

namero de copias de seqliéncias de DNA.
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Figura 2. Exemplos de tipos de sondas de DNA utilizadas em FISH.

A: Sondas de biblioteca de DNA (”pintura cromossomica”). B: Sondas de biblioteca de
DNA para um brago cromossémico (“pintura cromossomica parcial”). C: Sondas locus
especificas. Regido critica da sindrome de Cri-du-Chat (5p15.2,verde) e sonda controle
(5931, vermelho). D: Sonda locus especifica em intérfase e metéafase. Regido critica da
sindrome de Wolf-Hirschhorn (4p16.3, vermelho) e sonda controle (4p11.1-g11.1,
verde). E: Sonda centromérica do cromossomo 4. F: Sondas subteloméricas do
cromossomo 3, brago curto (verde) e braco longo (vermelho) (Fonte: Figura cedida por
Dra. Mariluce Riegel, Servico de Genética Médica, Hospital de Clinicas de Porto
Alegre).

2.3 O método de Hibridizacdo Genémica Comparativa baseado em microarranjos
(array-CGH)

A analise de DNA através de array-CGH também tem sido denominada, por
alguns autores, de “cariotipo molecular” (Vermeesch ¢ col., 2007). Array-CGH é uma
técnica que permite investigar perdas e ganhos de sequéncias de DNA no genoma
inteiro. O uso desta tecnologia tem possibilitado o diagndstico molecular de alteracfes
cromossdmicas submicroscopicas previamente nao detectadas, principalmente em
individuos com deficiéncia intelectual e/ou maltiplas malformac6es congénitas de causa

desconhecida. Através do array-CGH tem sido possivel o delineamento de novas
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sindromes e o mapeamento de genes envolvidos na etiologia de varias condicdes
clinicas. A possibilidade de realizacdo de um cariétipo molecular através de array-CGH
permite a detec¢do de variacdo do numero de cdpias de DNA ao longo do genoma em
uma Unica andlise. Esta possibilidade aumentou consideravelmente a deteccdo de

rearranjos cromossdmicos em desequilibrio no genoma.

Desenvolvida em 1992, a técnica de CGH consiste na hibridizagdo competitiva
de DNA teste e DNA normal, marcados com fluorocromos diferentes. A técnica original
utilizava metafases normais fixadas em lamina e é conhecida como CGH metafésico,
cromossdmico ou convencional (Kallioniemi e col., 1992). Mantendo o mesmo
principio de comparagdo entre DNA teste (amostra) e DNA normal (referéncia) e
utilizando a tecnologia de microarranjos (microarrays ou arrays) (Solinas-Toldo e col.,
1997; Pinkel e col., 1998), foi possivel o desenvolvimento de uma metodologia de
analise gendmica comparativa, agora baseada em microarranjos, conhecida como array-
CGH. Basicamente, a técnica utiliza varios fragmentos pré-selecionados de DNA
anexados, de forma loci-especifica em uma superficie (ldmina de vidro ou
polipropileno). No método de array-CGH, utiliza-se como alvo de hibridacdo, em lugar

de cromossomos metafasicos, um conjunto de sondas organizadas em alta densidade.

Os primeiros arrays foram construidos com plataformas de cosmideos (Solinas-
Toldo e col., 1997), substituidos em seguida por BACs (Pinkel e col, 1998). Devido ao
grande tamanho das sondas, esses arrays possuem grande sensibilidade e os resultados
puderam ser validados pelos métodos de FISH ou PCR. Porém, a producdo de DNA de
BACs é trabalhosa e a resolucédo limitada ao tamanho dos insertos, em geral ao redor de
100-120 Kb. Os arrays de oligonucleotideos (Albertson e Pinkel, 2003) e SNPs tém
possibilitado uma cobertura com maior resolu¢do e abrangéncia do genoma humano
(Shaikh, 2007).

Tecnicamente, no processo de array-CGH o DNA genémico da amostra que se
pretende estudar (DNA teste) e o da amostra controle (DNA de referéncia) sao
marcados pela incorporagdo de um precursor de nucleotideo contendo um fluorocromo
apropriado (ex., Cy5 dCTPs ou Cy3 dCTPs) que fluoresce quando exposto a uma luz de
comprimento de onda especifico. O DNA teste e quantidades iguais de DNA controle
marcados, sdo co-hibridizados a uma matriz de DNA (arrays) contendo segmentos de

DNA (clones) pré-selecionados correspondentes as diferentes localizacbes
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cromossdmicas. Cerca de milhares ou milhdes de clones de DNA mapeados e
representativos do genoma séo imobilizados em placa ou lamina (plataforma) e sdo

usados como a fase solida para a hibridagéo.

Os fragmentos clonados de DNA, que inicialmente substituiram os
cromossomos metafasicos, tém localizacdo conhecida nos cromossomos e podem ser
diretamente relacionados a sequencias do genoma humano. A distancia entre cada alvo
imobilizado pode variar de alguns milimetros a poucos micrometros, dependendo da
plataforma de arrays utilizada. A molécula imobilizada em uma lamina ou placa é

indicada como uma sonda, enquanto o alvo é a molécula em solucdo exposta ao array.

Apobs a co-hibridizacdo, a fluorescéncia emitida por cada clone é capturada
utilizando-se um scanner a laser. Uma imagem fluorescente é gerada e a intensidade de
fluorescéncia emitida por Cy3 (ex., DNA controle) e Cy5 (ex., DNA teste) é comparada.
Os sinais de fluorescéncia sdo medidos quantitativamente por meio de uma anélise
digital de imagem utilizando-se um programa de conversdo de dados da intensidade de
hibridizagdo para um perfil linear. As regides com intensidade fluorescentes
equivalentes aparecem como uma mistura dos DNAs teste e de referéncia, que
apresentam um indice normalizado correspondente a 1.0. As regides com perda de
seqliéncias de DNA (deletadas) apresentam um indice significativamente menor que
1.0. As regides com ganhos de seqliéncia de DNA (amplificacdo) apresentam indice

significativamente maior que 1.0 (Figura 3 e Figura 4).
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Figura 3. Representacdo esquematica das principais etapas do metodo de array CGH.
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Os DNAs da amostra teste e do controle sdo marcados diferencialmente com
fluorocromos e posteriormente hibridizados a uma plataforma de array contendo
segmentos de DNA imobilizados. Os passos seguintes sdao: captura de imagens e analise
dos comprimentos de onda; decodificacdo da imagem (arquivo numérico); analise dos
dados numeéricos gerados; interpretacdo dos resultados (Fonte: Riegel M. Hibridizacdo
Gendmica Comparativa baseada em microarranjos (array-CGH). In:Maluf WS e Riegel
M. Citogenética Humana. 1. ed. Porto Alegre: Artmed. 2011).
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Figura 4. Exemplo de perfil de microdelecdo observado pelo método de array-CGH.

Chrd

Chromosome Yiew
CGH Pane
: ]

Perfil do cromossomo 4 de uma amostra com del(4)(p16.3) com perda distal do niUmero
de coOpias na regido 4p16.3. Amostra de DNA do propésito (em vermelho) e amostra de
DNA de referéncia (em azul) (Fonte: Laboratério de Citogenética Molecular/Centro de

Pesquisas, Hospital de Clinicas de Porto Alegre).

A escolha das regides incluidas na pesquisa de altera¢cGes cromossdmicas define
sua classificagdo basicamente em dois tipos: 0s arrays representativos do genoma
inteiro e o direcionado para regifes especificas, geralmente envolvidas em rearranjos
cromossdmicos ja descritos (target array). O método de array-CGH envolve um
conjunto de técnicas moleculares aplicaveis a citogenética e que requerem

conhecimentos e aptidoes das duas especialidades.

A anélise comparativa de genomas tem levado a descoberta de novas sindromes
que foram clinicamente delineadas somente apds a determinacdo da alteracédo
cromossémica. O fenGtipo de varias dessas sindromes de microdelecdo descritas

recentemente, sd0 mais raros e possuem menos caracteristicas clinicas especificas, como
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atraso no desenvolvimento e diferencas comportamentais (Roos e col., 2009; Deak e
col., 2011; Boudry-Labis e col., 2012; Hancarova e col., 2012; Palumbo e col., 2012;
Vergult e col., 2012; Zeesman e col., 2012; Thevenon e col., 2013).

2.4 Variacdo no namero de copias (CNV) e doencas genébmicas

O Termo CNV foi definido como um segmento de DNA que pode variar de 1kb
a varios Mb e que esta presente em nimero varidvel de cOpias em comparagdo a um
genoma de referencia (Redon e col., 2006). A variacdo no genoma humano esta presente
em muitas formas, incluindo polimorfismos de um unico nucleotideo, polimorfismos de
pequenas insercdes-delecGes, nimero varidvel de sequéncias repetitivas e alteracGes
estruturais genémicas, que sdo duplicacdes e delecbes grandes (lafrate e col., 2004).
Diferentes mecanismos, como NAHR (Nonalelic Homologous Recombination), NHEJ
(Nonhomologous End-Joining), retrotransposicao e FoSTeS (Fork Stalling and
Template Switching), podem estar associados as origens desses rearranjos genémicos e
formagéo das CNVs, que podem ser delecGes, duplicacdes, triplicacbes e insercdes (rev.
Stankiewicz e Lupski, 2010).

As CNVs podem ocorrer em parte das sequéncias de um gene ou em um gene
inteiro. Podem também estar presentes em um segmento contendo Varios genes ou em
elementos regulatorios. Considerando esses fatores, tem sido sugerido que varias CNVs
contribuem para o desenvolvimento de doencas através da influéncia na alteracdo de
funcoes fisioldgicas. A deteccdo e 0 mapeamento de alteracBes do nimero de copias de
certas regides do genoma oferecem uma importante contribuicao para a associacéo entre
os defeitos moleculares encontrados e o fendtipo estudado. Assim, 0 método de array-
CGH tem sido largamente empregado no rastreamento ao longo do genoma de
alteracbes cromossdmicas que podem representar a evidéncia inicial para a identificacdo
de um ou mais genes associados a doencas genéticas. As CNVs intragénicas ou que
abrangem um unico gene podem ter consequéncias funcionais similares as das mutagdes
de ponto patogénicas. As CNVs maiores podem incluir multiplos genes, levando a

sindromes de genes contiguos (Lee e col., 2007; Lee e Scherer 2010).
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2.5 Mecanismos de origem de rearranjos no genoma

Variagcbes no DNA podem induzir a alteracdo da condicdo dipldide levando a
delecdo ou duplicacdo do material gendmico. Esses rearranjos originam doencas
genbmicas quando levam a alteracGes na dosagem ou interferem na regulacdo de
gene(s) haploinsuficientes. Os rearranjos patogénicos podem ser recorrentes, com
tamanhos constantes e pontos de quebra que ndo se alteram ou podem ser ndo
recorrentes, com tamanhos diferentes e pontos de quebra variaveis. Os pontos de quebra
variaveis dos rearranjos nao recorrentes, podem estar dispersos em uma mesma regido
ou agrupados em um dos lados, mas com uma regido de sobreposicdo comum

denominada SRO — Smallest Region of Overlap (Gu e col, 2008).

Determinadas regides do genoma possuem caracteristicas estruturais que as
predispBe a rearranjos. Esses rearranjos resultam em desequilibrios que originam as
chamadas doencas gendmicas, assim denominadas por Lupski em 1998. As doencas
genbmicas diferenciam-se dos mecanismos classicos de uma doenca genética, em que

um fendtipo anormal é principalmente originado por mutacGes de ponto.

Tém sido propostos trés mecanismos principais de formacdo de rearranjos
genémicos (delecGes, duplicaces, triplicacdes e insercdes): a recombinacdo homdloga
ndo alélica: NAHR-Nonallelic Homologous Recombination; NHEJ -Nonhomologous
DNA end joining e FoSTes-Fork Stalling and Template Switching (Gu e col., 2008; rev.
Stankiewicz e Lupski 2010). Esses rearranjos desencadeiam quadros clinicos em funcéo
da modificacdo da dosagem génica. Isso significa que existem genes cujos efeitos sdo
sensiveis quando uma regido é deletada ou duplicada. Além disso fendtipos alterados
podem ocorrer em decorréncia da ruptura de regides codificadores ou de regides

regulatorias.

AlteracBes cromossémicas constitucionais com alta recorréncia condicionam
diversas sindromes e resultam de NAHR entre repeti¢cbes de baixo numero de cdpias
(LCR - Low Copy Repeats) que podem incluir genes/pseudogenes e diversas sequéncias
repetidas, em tandem ou invertidas. Essas alteracbes sdo geralmente delecdes e
duplica¢des, na maioria submicroscépicas. NAHR é o mecanismo que origina a maioria
dos rearranjos cromossdmicos estruturais recorrentes como, por exemplo a
microdelecdo de aproximadamente 3.7 Mb no cromossomo 17pll.2 (presente na

maioria dos individuos com sindrome de Smith-Magenis, OMIM #182290) e a delecdo
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do cromossomo 7 (que resulta na sindrome de Williams-Beuren, WBS, OMIM
#194050). No cromossomo 17p11.2, os segmentos de juncdo correspondem a fusdo de
LCR que cercam o segmento deletado em 17pl1l1.2. Essas mesmas LCR estdo
envolvidas na microduplicacdo do cromossomo 17, que causa a doenca de Charcot-
Marie-Tooth do tipo 1 (CMT1A, OMIM 601097) (rev. Shaw e Lupski 2004). As LCR
compreendem de 5% a 10% do genoma, tém entre 10 a 500 kb de extenséo e se
assemelham em mais de 95%. (Stankiewicz e col., 2003). O mecanismo NAHR é o
principal processo que da origem as doencas gendmicas, predominantemente, de
sindromes reciprocas de delecdes e duplicacdes cromossémicas intersticiais (Shaw e
Lupski 2004; Lupski e Stankiewicz 2005)

No mecanismo NHEJ os rearranjos genémicos ndo recorrentes Sao
caracterizados por regibes de micro-homologias ou alteracbes de poucas bases nos
pontos de quebra. O mecanimso FoSTes é induzido por erros no processo de replicacao
e origina rearranjos gendmicos nédo recorrentes com complexidades e micro-homologias

nas juncdes dos pontos de quebra (Lee e col., 2007; Gu e col., 2008).

O mecanismo de NAHR estd muito bem estabelecido na origem de rearranjos
gendmicos recorrentes. E sugere-se que os mecanismos de NHEJ e FoSTes sédo o

processo principal responsavel pelos rearranjos gendmicos ndo recorrentes.

2.6 Microdelecbes cromossdmicas associadas a sindromes de microdele¢do ou
sindrome de genes contiguos.

Microdelegdes cromossdmicas sdo alteragbes do material genético que
frequentemente possuem 1-3 Mb de comprimento e podem envolver varios genes
contiguos. O tamanho e a localizacdo exata de uma microdelecdo associada a uma
determinada sindrome pode ser variavel, mas uma "regido critica" especifica é
constantemente  envolvida. Sindromes com dismorfias graves, usualmente
acompanhadas de comprometimento cognitivo, sé@o frequentemente causadas por um
desequilibrio no material genético do individuo. Portanto, uma sindrome de
microdelecdo € a consequéncia clinica da delecdo de um segmento submicroscopico,
resultando em haploinsuficiéncia (presenca apenas de cdpia Unica) de um ou mais genes
(Schinzel, 2000).
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Como estas alteracGes freqiientemente envolvem delecdo de uma série de genes
adjacentes, também sdo chamadas de sindromes de delecdo de genes contiguos. As
doengas gendmicas resultam da perda ou ganho de material cromossémico / DNA,
sendo que os distdrbios gendmicos mais comuns e melhor delineados sdo divididos em
duas categorias principais: aqueles decorrentes da perda do numero de copias de
seqliéncias de DNA (sindromes de delecéo) e aqueles decorrentes de ganho do nimero
de cdpias de sequiéncias de DNA (sindromes de duplicacdo).

As sindromes de microdelecdo ou de genes contiguos sdo incluidas em um grupo
de defeitos de desenvolvimento, identificadas e reconhecidas dentro de padrbes de
malformagdes definidas (Graham 2007). Os quadros clinicos associados a essas
sindromes sdo relativamente especificos e as caracteristicas fenotipicas foram
frequentemente reconhecidas antes que a microdelecdo ou microduplicacdo
cromossdmica responsavel pela condicdo clinica fosse identificada. Essas sindromes
sdo geralmente reconhecidas a partir do exame fisico e radioldgico e as caracteristicas
mais frequentes sdo a deficiéncia intelectual e o retardo de crescimento. Um dos grandes
desafios da genética é a identificacdo e o diagndstico clinico resultante de uma
microdelecdo ou duplicacdo cromossdmica. Esses distlrbios sdo caracterizados por
manifestacdes clinicas no adulto que em algumas situacdes sdo menos identificaveis nos
lactentes e criangas. Algumas das microdelecdes recorrentes e ndo recorrentes avaliadas

nesse estudo serdo revisadas a segulir.

2.6.1 MicrodelecGes cromossdmicas recorrentes

Delecao 5035 — Sindrome de Sotos (SoS, OMIM #606681)

A SoS também conhecida como gigantismo cerebral, na maioria dos casos €
causada pela haplounsuficiéncia do gene NSD1, localizado na regido 5935 (Kurotaki e
col., 2002). Entre outras funcgdes, acredita-se que o gene NSD1 regule a atividade de
outros genes envolvidos no desenvolvimento e crescimento. Estudos populacionais
mostram que dele¢des envolvendo o gene NSD1 s&o a causa mais freqliente de SoS na
populagéo japonesa (Kurotaki e col., 2005), enquanto que as mutacGes de ponto no gene
NSD1 sdo as mais comuns na populagdo caucasiana (Kamimura e col., 2003; Nagai e
col., 2003).
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A SoS é clinicamente caracterizada pelo crescimento acelerado pré e pds-natal e
idade dssea avancada nos 4 a 5 primeiros anos de vida. Outras anomalias encontradas
sdo a deficiéncia intelectual ou dificuldade de aprendizagem, macrocefalia, facies tipica
com fronte proeminente, hipertelorismo, estrabismo, fissura palpebral antimongoldide,
orelhas grandes, palato alto e estreito, mdo e pés grandes e possibilidade de erupcéo
prematura dos dentes (Faravelli e col., 2005; Genetics Home Reference, 2012; Gene
Reviews, 2012).

Apesar da sobreposicdo clinica de SoS com outras sindromes, alguns autores
sugerem que as alteracfes no gene NSD1 sdo especificas para a SoS e, por isso, 0
diagndstico genético para qualquer caso em que haja alteracdo do gene NSD1, é o da
sindrome de Sotos (Tatton-Brown e col 2005; Tatton-Brown e Rahman, 2007).

Delecdo 7911.23 — Sindrome de Williams-Beuren (WBS, OMIM #194050)

A WBS ¢ considerada uma sindrome de genes contiguos que apresenta um
padrdo de heranga autossomica dominante, com uma prevaléncia estimada de 1 para
cada 7.500 nascidos vivos (Stromme e col, 2002). Caracteriza-se por apresentar facies
dismorfica tipica, cardiopatia congénita, baixa estatura, anomalia geniturinaria,
deficiéncia intelectual e, ocasionalmente, hipercalcemia (Jones e col, 1975; Pagon e
col., 1987; Cortada e col., 1980). Aproximadamente 90% a 95% dos afetados
apresentam uma delecdo submicroscopica de aproximadamente 1.5 al1.8 Mb no locus do
gene da elastina (ELN) (Morris 2010), na regido 7q11.23 (Figura 5). As caracteristicas
clinicas, comportamentais e de personalidade dos pacientes com WBS séo, pelo menos
em parte, decorrentes da deficiéncia dos genes (aproximadamente 28-30 genes) contidos
na regido 7q11.23. O gene ELN consiste de 34 exons e ocupa 47kb do DNA gendmico.
Ele codifica a proteina elastina que € encontrada no tecido arterial em camadas paralelas
separadas por camadas de musculo liso. A haploinsuficiéncia do gene da elastina é
responsavel pela maioria dos problemas cardiovasculares encontrados com frequéncia
nos afetados pela sindrome de Williams O desvio de comportamento observado nos
portadores de WBS inclui ansiedade e deficit de atencdo (Morris e col., 1988; Francke
1999; Marler e col., 2010; Morris e col., 1990; Morris e col., 1998; Morris e col., 1998;
Morris 2010; Sakurai e col., 2011; Barozzi e col., 2012).
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O segundo gene frequentemente deletado nos pacientes com WBS é o gene LIM-
Kinase 1 que se expressa principalmente no sistema nervoso central. Tem sido proposto
que este gene e o responsavel pelo perfil cognitivo distinto da WBS caracterizado pela
deficiéncia de integracdo visio-motora (Eckert e col., 2006; Tassabehji e col., 1999). A
haploinsuficiéncia do gene GTF2I tem sido associado com o aumento da capacidade de

interacdo social observada na WBS (Antonell e col., 2010;Sakurai e col., 2011).

Vaérios estudos envolvendo a regido da microdelecdo dos individuos afetados
pela WBS visam determinar a funcdo de cada um dos genes localizados nesse intervalo
cromossémico e a relacdo deles com o quadro clinico da WBS (De Luis, 2000; Morris &
Mervis, 2000; Cairo e col 2001; Mervis e Becerra, 2007; Schubert C 2009; Zhang e col.
2009; Antonell e col. 2010; Sakurai e col 2011). Embora varios estudos ainda sejam
necessarios para a determinacdo dos genes envolvidos na WBS, a analise de delecbes
atipicas evidenciam o0s genes candidatos LIMK1, CYLN2, and GTF2l como
responsaveis pelo fenoétipo neuroldgico e de desenvolvimento na WBS (Van Hagen e
col 2007; Scott e Olson 2007; Smith e col, 2009; Schubert 2009; Antonell e col., 2010;
Matsumoto 2011; Barozzi col., 2012; Widagdo e col, 2012; Palmer e col 2012).

Delecdo 8924.11 — Sindrome de Langer-Giedion (LGS;TRPS -11, MIM #105230)

Prof. Giedion (1925-2013) em 1966, foi o primeiro a estabelecer a correlagéo
entre as principais alteracdes clinicas e radiolégicas presentes nessa sindrome,
reconhecer o carater genético da mesma e propor a denominacao que persiste até o
presente, referida como "trichorhinophalangeal syndrome ”. Atualmente, essa sindrome
apresenta trés tipos: sindrome tricorrinofalangeana tipo | (TRPS tipo I) caracterizada
clinicamente por cabelos esparsos e de crescimento lento, nariz em formato de pera,
filtro alongado, labio superior fino e alteracdes dsseas (Glockner e col., 2000; Momeni e
col., 2000; Snyder e col., 2012) ; sindrome tricorrinofalangeana tipo Il (TRPS tipo Il) ou
sindrome de Langer-Giedion, na qual, as manifestacdes possiveis do tipo I, se associam
a microcefalia e a deficiéncia intelectual, exostoses cartilaginosas maltiplas em costelas
e vértebras, e outras manifestacbes osteoarticulares mais graves e; a sindrome
tricorrinofalangeana tipo Il (TRPS tipo I11) ou sindrome Sugio-Kajii, que € a variante
mais severa do tipo I, associada com uma baixa estatura (Hall e col., 1974; Wilson e
col., 1979; Bowen e col., 1985;Parrish e col., 1991; Carvalho e col., 2011).
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A TRPS tipo | é causada por mutacdes no gene TRPS1 localizada na regido
8024.11 e a haploinsuficiéncia do gene esta diretamente relacionada a maioria das
caracteristicas clinicas dessa condi¢do. A TRPS tipo Il é causada por uma microdelecéo
no braco longo do cromossomo 8 (8g24.11) envolvendo o gene EXT1 (OMIM
#133700). O gene EXT1 codifica a proteina exostosina-1, associada a regulacdo de
fatores de crescimento e a perda da funcdo desse gene leva a exostose na TRPS tipo Il
(Ludecke e col., 1995).

Delecdo 15g11-g13 — Sindrome de Angelman (AS, OMIM #105830)

Delecdo 15qg11-g13 — Sindrome de Prader-Willi (PWS, OMIM #176270)

Uma microdelecdo intersticial entre as regides 15911 e 15q13 pode resultar em
sindromes completamente distintas dependendo da origem parental dos alelos. Uma
delecdo no cromossomo 15 de origem paterna resulta em PWS, enquanto que uma

delecdo similar no cromossomo 15 de origem materna resulta em AS.

A PWS é uma doenca neurocomportamental e uma das mais freqlentes
sindromes dismorficas relacionadas a uma microdelecdo cromossémica. A incidéncia da
PWS é de aproximadamente 1/10.000 - 1/30.000 nascimentos e é geralmente
esporadica, tendo sido relatados poucos casos familiares. O recém-nascido (RN)
apresenta hipotonia e dificuldade de suc¢do. O RN de sexo masculino podem apresentar
criptoorquidia e 0 RN de sexo feminino hipoplasia dos pequenos labios. Além da
hipotonia, apresentam atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e de
desenvolvimento. O apetite excessivo se inicia entre 1 e 6 anos de idade e a partir desse
momento a crianga pode apresentar obesidade. A PWS tem sido a condi¢cdo mais
comum de obesidade associada com causa genética (Cassidy 1984; Cassidy 1997;
Cassidy e Driscoll 2009; Cassidy 2012). O adolescente tem obesidade, baixa estatura,
hipogonadismo, maos e pés pequenos, problemas de aprendizado e de comportamento
(Figura 5).
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A AS é um distarbio neurologico que causa deficiéncia intelectual severa,
microcefalia pds-natal, alteragdes do comportamento e algumas caracteristicas fisicas
proprias (Williams e col., 1995; Williams 2006, GeneReviews 2012). Uma caracteristica
marcante dos afetados € a aparéncia facial alegre, com acessos de riso ndo motivados. A
prevaléncia estimada da AS é de 1/10.000-1/15.000 nascimentos. A causa genética da
PWS e da AS é a auséncia de expressdo de alelos localizados na regido 15q11-g13. A
regido 15911-q13 é caracterizada pela presenca de genes cujo padrdo de expressao é
dependente de sua origem ser materna ou paterna. A ativacdo diferencial de genes
dependendo do genitor do qual eles sdo herdados é conhecida como imprinting
gendmico (Nicholls et al., 1989; Nicholls e col., 1996). As sindromes de Prader-Willi e
de Angelman foram as primeiras doengas humanas reconhecidas como determinadas

pelo mecanismo de imprinting gendmico.

A PWS é causada pela auséncia de genes paternos que, normalmente, estdo
ativos no segmento cromossémico 15q11gl3. Esses genes paternos podem estar
ausentes como resultado de diferentes mecanismos: ~70% dos casos de PWS
apresentam delecdo paterna do segmento 15ql11-ql3 (Figura 5); 28% apresentam
dissomia uniparental materna (mUPD), evento em que ambos cromossomos 15 sédo de
origem materna e ndo ha heranca de cromossomo paterno; e, cerca de 5% dos
individuos afetados apresentam uma microdelecdo no centro controlador do imprinting,
denominado centro de imprinting (IC), localizado no segmento 1511913 (Nicholls e
col., 1996; Robinson e col., 1996a, Robinson e col., 1996b; Glenn e col., 1997;
Robinson e col., 1998; Robinson e col., 2000; Saitoh e col., 1997; Cassidy e col., 2012;
Yoon Cho S e col., 2013;lzumi e col., 2013).

A causa genética da AS € a auséncia de expressdo de alelos maternos localizados
na regido 15q11-g13. Cerca de 70% dos afetados tém uma delecdo de aproximadamente
4 Mb, de origem materna, do segmento 15gq11-q13 (Saitoh e col., 1997; Sahoo e col.,
2006). Cerca de 2 a 3% dos casos tém como causa a dissomia uniparental paterna
(patUPD) do cromossomo 15, em que ambas as copias do cromossom 15 sdo de origem
paterna e ndo ha heranca do cromossomo materno (Malcolm e col., 1991). A AS pode
ainda ser causada por defeito no centro de imprinting, que causa a metilagéo do alelo
materno e modelo de expressdo génica do cromossomo paterno (Buiting e col., 1999;
Buiting e col. 2003) e em alguns casos por mutacdes de ponto que anulam a funcédo do

gene (Monaghan e col., 2006). Acredita-se que a perda ou mutacdes no gene UBE3A
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(gene E3A da ubiquitina ligase) sdo a principal causa do quadro clinico central da AS
(Kishino e col., 1997; Matsuura e col., 1997; Sartori, 2008; Camprubi et al., 2009).

Existe um numero de pontos de quebra (regifes cromossdmicas suscetiveis a
quebras) na regido 15q11-g13 em AS conhecidos como BP1, BP2 e BP3. As delecdes
nessa regido sdo subclassificadas em classe |1 (B1 a B3) e Il (B2 a B3) dependendo do
ponto de quebra (Sahoo e col., 2006; Doornbos e col., 2009; Murthy e col., 2010;
Burnside 2011; Perez e col., 2011). Individuos com delecdo classe | tem tendéncia a
desenvolver um quadro clinico mais grave quando comparados com individuos com

delecdo classe Il (Peters e col., 2004).

A investigacdo da regido 15911,2-q13 utilizando o método de FISH detecta
apenas 0s casos em que uma delecéo, translocacgao ou alteragéo estrutural envolvendo o
cromossomo 15 ocorre. Sugere-se que o diagnoéstico laboratorial mais eficiente para a
PWS e AS é por meio de um teste molecular, que determina o padrdo de metilacao
dentro da regido PWS/AS, utilizando-se hibridizacdo com sondas sensiveis a metilagéo
dos loci SNRPN e PW71 (Zeschnigk e col., 1997; Bittel e col., 2007;White e col.,
2007).

Delecdo 17pl11.2- sindrome de Smith Magenis (SMS, #OMIM 182290)

A SMS é uma condicdo caracterizada por multiplas anomalias congénitas
(Osorio e col., 2012) e alteracBes comportamentais, associadas a delecdo da regido
cromossdmica 17p11.2 ou a mutacdes do ponto gene RAIL(retinoic acid-induced 1)
(Smith e col., 1982; Coley e col., 1990; Smith e col., 1998; Vlangos e col. 2005;
Gropman e col., 2006; Taylor e col., 2008; Edelman e col., 2008; Elsea 2008; Boudrean
e col.,, 2009; Vlangos e col., 2005; Williams e col., 2010; Vieira e col., 2012;
GeneReviews 2012).

A incidéncia da SMS é estimada em 1:15.000-1:25.000 nascimentos. O quadro
clinico da SMS se sobrepde ao de outras sindromes de deficiéncia intelectual como a
PWS, a WBS e a sindrome de Down, o que pode dificultar o diagndstico clinico. Da
mesma maneira que em outras sindromes de microdelecdo, existe grande variabilidade
no fendtipo da SMS, principalmente nas malformacdes associadas (Potocki e col., 2003;
Williams e col., 2010; Vieira e col., 2012). Além disso, ocorre uma modificacdo nas

dismorfias faciais, que sd@o muito sutis nos primeiros anos de vida, e tornam-se mais
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evidentes no final da infancia e na adolescéncia (Allanson e col., 1999), bem como uma
mudanca evolutiva dos aspectos neurolégico e comportamental (Smith e col., 1998;
Boudreau e col., 2009).

A delecdo classica em 17pl11.2 é de 3.5 Mb e esta presente em 70% dos
afetados. Delecdes atipicas ocorrem em 20% dos casos e mutacfes do gene RAIL tem
sido observada em 10% dos casos de SMS. Pouco se sabe sobre a fungdo do gene RAIL,
porém sugere-se que RAIL é uma proteina nuclear que possui atividade de fator de
transcricdo no nucleo. Entretanto, devem haver outras funcdes de RAIL relacionadas ao
fenotipo clinico da SMS. Nos casos de mutacdo ndo foi observado a expressdo da

proteina nuclear (Carmona-Mora e col., 2012).

Delecdo 229l1l1.2 — sindrome de delecdo 22g11.2 (22qDS, OMIM # 188400/ #
192430)

A delecdo do cromossomo 22q11.2 esta associada com a sindrome de DiGeorge
(DGS) e sindrome Velocardiofacial (VCFS). Os aspectos clinicos foram primeiramente
descritos ja no ano de 1829, e a auséncia congénita do timo e de glandulas paratiredides
foi descrita pelo Dr. Angelo DiGeorge em 1965 (Lischner e col., 1967) . Na década de
80, foi descrita a associacdo da delecdo 22g11.2 na maioria dos individuos, bem como
em individuos com sindromes similares como a VCFS, também conhecida como
sindrome de Shprintzen (Shprintzen e col., 1978; Lim e col., 1978; De la Chapelle e
col., 1981; Shprintzen e col., 2005). Aproximadamente 80-90% dos individuos com
DGS tem uma microdelecdo envolvendo a regido 22q1 (loci DGSI), enquanto cerca de
2% a 5% tém uma delecdo no cromossomo 10p13-14 (loci DGSII) (Dawn e col., 1996;
Lichtner e col 2008).

A DGS apresenta uma constelagdo de sinais e sintomas e se associa
freqlientemente a presenga de fenda palatina, a sequéncia de Pierre-Robin (Robin e
Shprintzen 2005) e aos defeitos cardiacos congénitos, especialmente do tipo conotruncal
(Rosa e col., 2008; Lammer 2009; Kuehl e col., 2010). A maioria dos pacientes com
suspeita de 22qDS encaminhados para um diagndstico laboratorial apresentam um
defeito cardiaco, hipocalcemia e imunodeficiéncia no periodo neonatal. A VCFS possui
algumas caracteristicas que se sobrepbem a DGS, tais como defeitos cardiacos

conotruncais e dismosfias da face, sendo também causada por del22q11.
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A 22qDS apresenta uma importante relagdo com defeitos do tipo conotruncal. A
frequéncia relatada em investigagdes de 22gDS relacionadas com defeitos conotruncais
varia de 4% a 15% (Lammer e col., 2009), mas alguns estudos apontam indices entre
17% e 48% (Derbent e col., 2003; Goldmuntz e col., 1993; Iserin e col., 1998; Webber
e col., 1996; Goldmuntz e col., 1998; Worthington e col., 1998; Momma 2010). Estas
diferencas parecem estar relacionadas, especialmente, com a faixa etaria dos pacientes,
sua origem/procedéncia, e a frequéncia de certos defeitos cardiacos, como a interrupgéao

do arco adrtico que, dentre as malformacg6es conotruncais, associa-se mais a 22qDS.

Com o objetivo de determinar a prevaléncia, o fendtipo e a incidéncia de
doencas cardiacas, foram realizados estudos abrangentes que revelaram que as delecdes
no cromossomo 22ql1.2 s&o relativamente comuns na populagdo em geral,
evidenciando que a 22qDS é sindrome de microdelecdo de maior prevaléncia (Botto e
col., 2003; Agergaard e col 2012) e que existem subtipos de fendtipos relacionados a
del22g11.2 (Sinderberry e col., 2013). A regido 22q11.2 é cercada por regides de
repeticdo de baixo numero de copias (Low Copy repeats, LCRSs), que predispbe a regido
g11.2 a delecéo ( Shaikh e col., 2000; Saitta e col., 2004). A delecdo classica em 22q11
tem 2.5 Mb a 3 Mb e inclui cerca de 30 genes ( 24 genes dentro de uma regido de 1.5
Mb), entre os quais UFD1L (Ubiquitin Fusion Degradation 1-Like), o TBX1 (T-BOX 1)
e 0 TUPLEL (TUP-Like Enhancer of split gene-1 ou HIRA), expressos nas células
derivadas da crista neural e possiveis responsaveis pelos achados clinicos observados na
22q11DS. O gene TBX1 localiza-se entre a LCR22-1 and LCR22-3 e sugere-se gque seja

critico para a manifestagdo do quadro clinico da 22gDS (Xu e col 2011).
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2.6.2 MicrodelecBes cromossdmicas ndo recorrentes de tamanho variavel

Delecdo 4p16.3 — sindrome de Wolf-Hirschhorn (WHS-MIM #194190).

Descrita independentemente em 1965 por Wolff e col. e por Hirschhorn e col., a
WHS caracteriza-se por um grave retardo psicomotor e de crescimento. O peso ao
nascimento é geralmente inferior a 2.000 g, apesar de um periodo gestacional normal ou
mesmo prolongado, indicando um retardo de crescimento intra-uterino. Os individuos
afetados tém uma face caracteristica, associado a um elmo grego, apresentando
microcefalia, hipertelorismo, nariz grande e adunco, pavilhfes auriculares grandes,
simples, por vezes de implantacdo baixa, micrognatia, labio leporino e/ou palato
fendido. Sdo também muito freqientes os seguintes achados orofaciais: glabela
proeminente, fissuras palpebrais antimongoléides, estrabismo, coloboma da iris, boca de
carpa (curvatura da boca voltada para baixo), fossetas ou apéndices pré-auriculares,
hemangiomas e, em alguns poucos casos, defeitos de couro cabeludo em linha média
(Dallapiccola e col., 1993; Estabrooks e col., 1995; Battaglia e col., 2008; Hanley-
Lopez e col., 1998; Hirschhorn, 2008; Zollino e col., 2008; Misceo e col., 2012;
Coppola e col., 2013).

Duas regides criticas foram descritas associadas a patogénese da WHS: regido
critica 1 (WHSCR1) consiste em um intervalo de 165kb definido pelos loci D4S166 e
D4S3327, e inclui o gene candidato 2 (WHSC2) (OMIM 606026) e parte do gene
candidato 1 (WHSC1) (OMIM 602952). A regido critica 2 (WHSCR2) consiste em um
intervalo de 300-600kb definido pelos loci D4S3327 e D4S98-168 e inclui o gene
LETM1 (OMIM 604407), o qual origina uma proteina envolvida na homeostasia do
calcio cuja delecdo resulta em convuls@es, e uma parte de WHSC1, o qual origina uma
enzima de remodelacdo da cromatina cuja delecdo estaria envolvida no
desenvolvimento da facies caracteristica da WHS (Wright e col.,1997; Zollino e col.,
2003) (Figura 5).

Em geral, ambas as regides 1 e 2 sobrepdem-se, sendo que todos os pacientes
com SWH sdo portadores de delecdes no gene WHSC (Engbers e col., 2009).
Entretanto, apenas a delecdo do gene WHSC1 néo justifica todas as caracteristicas e
variaveis fenotipicas relatadas nos individuos portadores. Provavelmente, fatores

genéticos adicionais, como a influéncia de sequéncias flanqueadoras a WHSCR,
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levariam a uma modificacdo da expressdo do gene em alguns casos explicando a
variabilidade fenotipica dos individuos afetados (Nimura e col., 2009; Hannes e col.,
2012).

Aparentemente, delecdes terminais de novo envolvendo a regido critica sdo a
causa mais frequente da WHS, ocorrendo em 55-75% dos portadores (Shannon e col.,
2001; South e col., 2008; Zollino e col., 2008). O relato de dele¢des intersticiais €&
menos frequente e o tamanho das dele¢fes envolvendo a regido critica pode variar de
3.5 Mb a 25Mb (Rauch e col., 2001; Buggenhout e col., 2004; Bansinko e col., 2008;
Zollino e col., 2008; Izumi e col., 2010; Riegel M. obs. pessoal, 2012). No restante dos
casos originam-se de translocacbes ndo equilibradas (a maioria envolvendo o
cromossomo de origem materna), sendo que em 5% dos casos, a causa permanece
desconhecida. Evidencia-se que em individuos portadores dessa condicdo, as
translocacdes entre os cromossomos 4 e 8 ocorrem mais frequentemente que o esperado.
Além do gene WHSCL1, outros genes candidatos tém sido relacionados a WHS. A maior
ou menor expressao de um determinado gene pode resultar em caracteristicas clinicas
semelhantes. Um exemplo disto é o gene LETM1, no qual tanto a haploinsuficiéncia
guanto a superexpressdo estdo associadas a crises convulsivas. (Cyr e col., 2011;
Hammond e col., 2012).

Delecéo 5p15.2 — sindrome de Cri-du-Chat (CdCS, OMIM #123450)

Delecbes no braco do cromossomo 5 estdo associadas a Sindrome de Cri-du-
Chat, uma sindrome rara, com uma incidéncia estimada entre 1:15.000 e 1:50.000
nascimentos. Mesmo assim, é provavelmente a delecdo de cromossomo autossdmico
mais freqiente em humanos (Schinzel, 2000). Essa condicdo € caracterizada por
deficiéncia intelectual grave e retardo de crescimento, choro caracteristico (“miado de
gato”) e dismorfismo facial tipico, que inclui hipertelorismo, epicanto, retrognatismo e
micrognatismo. Outras caracteristicas clinicas encontradas sao peso baixo ao nascer,
hipotonia, face arredondada, olhos amendoados e microcefalia (Lejeune et al,1963;
Niebuhr,1971; Schinzel 2000).

Esta alteracdo cromossémica pode ocorrer como conseqiéncia de delecdo
terminal (78%), intersticial (9%) ou € produto de uma translocacdo em desequilibrio

(5%) de um segmento de 5p sendo que a regido critica responsavel pelo fenétipo da
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CdCS se localiza entre 5p15.2-5p15.3 (Simmons e col., 1998; Cerruti, 2006; Barber e
col, 2011; Sheth F e col 2012).

Zhang e col 2005 analisaram 94 individuos por array-CGH e definiram 3
regibes em 5p associadas a dificuldade cognitiva , duas (IDI e 111) sobrepdem-se a
regido critica de CdCS e contém os genes Semaphorin 5A em 5p13.1 (SEMABA) e
dcatenin (CTNND2) em 5p15.2 (Cerruti Mainardi, 2006; Yuan e col 2013). A terceira
regido, IDIII, é proximal a regido critica da CdCS e se extende da regido 15p15.1 a
porcdo distal 5p13.3. Na grande maioria dos casos, a del5p (5-40 Mb) pode ser
detectada com métodos de citogenética classica. Entretanto, devido a variabilidade do
fendtipo nos casos familiares, essa delecdo pode apresentar delecBes atipicas,
dificultando a sua identificagdo (comunicagéo pessoal: Mariluce Riegel, 2013).

Delecdo 16p13.3 — sindrome de Rubinstein-Taybi (RTS, OMIM #180849)

A RTS é bastante rara, com uma incidéncia estimada em 1:125.000 a 1:330.000
nativivos. Na Holanda h& relato de um maior nimero de casos com uma incidéncia
estimada de 1:100.000 a 1:125.000 (Hennekam e col., 1990). Trata-se de uma sindrome
caracterizada principalmente por dismorfismos craniofaciais, polegares e haluces
alargados, multiplas malformacdes, baixa estatura e deficiéncia intelectual (Rubinstein e
Taybi 1963; Hennekam e col., 1989; Stevens e col. 1990; Cantani e col., 1998; Wiley e
col. 2003; Hennekam e col., 2006; Cantani e col., 1998; Wiley e col. 2003; Kumar e
col., 2012).

Petrij e col. 1995 demonstraram que o0s pontos de quebra cromossémica em
individuos com a RTS ocorrem na regido 16p13.3 que inclui o gene CBP. Muta¢des em
CBP tém sido detectadas em 40% dos individuos afetados. Muta¢fes em outro gene,
EP300, foram detectadas em um pequeno numero de casos (Roelfsema e col., 2005;
Tsai e col., 2011). E provavel que outros genes desconhecidos sejam responséaveis pela
RTS, considerando que cerca de 50% dos portadores de RTS n&o possuem dele¢éo ou

mutacao nos genes CBP ou EP300.
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Delecdo 17p13.3 — sindrome de Miller-Dieker (MDS, OMIM #247200/ Lisencefalia
(L1S-1,MIM #607432)

A MDS é uma sindrome de genes contiguos que é caracterizada por lisencefalia
(“cérebro liso’”), uma malformacao cerebral que resulta de um distdrbio na migracao
neuronal entre o periodo de 9 a 13 semanas de gestacdo. O quadro clinico da sindrome
de Miller-Dieker é caracterizado por microcefalia, témporas estreitas, nariz pequeno e
arrebitado, fissura palatina, enrugamento da testa ao chorar, atraso no desenvolvimento,
deficiéncia intelectual e convuls@es (Jones e col., 1980; Stratton e col., 1984; Dobyns e
col., 1983; Greenberg e col., 1986; Van Tuinen 1988).

Mutacg0es ou delecdes no gene LIS1 (=PAFAH1B1) localizado na regido 17p13.3
sdo responsaveis pela lisencefalia. Alguns individuos apresentam delecGes menores que
causam uma lisencefalia isolada (LIS type 1 ou Lisencefalia classica) (Pilz e col., 1998;
De Rijk-van Andel, 1991). Outros casos possuem delecdes que incluem o gene YWHAE
também localizado em 17p13.3, mas ndo incluem o gene PAFAH1B1. Nesses
individuos ocorrem anormalidades estruturais no cérebro, mas ndo se observa

lisencefalia (Nagamani e col., 2009; Schiff e col., 2010; Enomoto e col., 2012).
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Figura 5. Exemplos de aspecto clinico e FISH de individuos com sindrome de
microdelecdo cromossdmica.

Da esquerda para a direita, acima: sindrome de Wolf-Hirschhorn, del(4)(p16.3);
Williams-Beuren, del(7)(g11.23); Prader-Willi, del(15)(q11.2-q13) e DiGeorge,
del(22)(g11.2). Da esquerda para a direita, na parte de baixo: FISH com sonda(s) I6cus
especifica(s), WHSCR;4p16.3, ELN/LIMK1/D7S613;7911.23, SNRPN;15q11-13,
TUPLE1/22911.2, respectivamente. A seta indica auséncia da regido critica (sinal
vermelho) em um dos cromossomos homologos indicando microdelecdo cromossdémica
(Fonte: imagens reproduzidas com permissdo, Prof. Schinzel A. Catalogue of
Unbalanced Chromosome Aberrations in Man. 2.ed. Berlin: Walter de Gruyter, 2000 e
Laboratdrio de Citogenética Molecular/Centro de Pesquisas, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Avaliar uma amostra de pacientes de alto risco com vistas a identificacdo e
caracterizagdo de microdelegdes cromossémicas pelos métodos de FISH e de array-

CGH em um hospital publico de referéncia.

3.2 Objetivos secundérios

1. Detectar rearranjos cromossomicos que envolvam regides criticas associadas a

sindromes de microdelecéo.

2. Identificar o tipo e a frequéncia das microdele¢bes cromossomicas investigadas no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3. Realizar um levantamento das sindromes de microdelecdo mais frequentes

encaminhadas para investigacao citogenética molecular.
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ABSTRACT

Background: During the past decades, the widespread use of FISH and microarray-
based technologies dramatically changed our perspective regarding detection of
submicroscopic genomic rearrangements. The number of diseases identified as caused
by chromosomal microdeletions/microduplications increased quickly, bringing a new
and crucial role for cytogenetics in the diagnosis of these conditions. Objective: The
purpose of this study was to identify and chraracterize chromosomal microdeletions
associated with malformation syndromes in a reference cytogenetics laboratory from a
public hospital of Southern Brazil. Methods: Using retrospective and prospective
approaches, we evaluated a consecutive series of samples. The study was based in
hospital and laboratorial records of samples from a cohort of subjects with clinical
suspicion of a chromosomal microdeletion. We selected samples from subjects in whom
a clinical diagnosis was proposed, which included deletion of chromosomes 4p16.3,
5p15.2, 5q35, 7q11.23, 8q24.12, 15q11-q12, 16p13.3, 17p13.3, 17p11.2,2 and 22q11
identified by fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis. In 11 samples with
microdeletions, array-based comparative genomic hybridization (array-CGH) was
performed. Results: A total of 504 samples were evaluated, being the most common
suspicions the 22g11.2 deletion (29.5%), the Prader-Willi syndrome (21.6%), the
Williams-Beuren syndrome (15%) and the Angelman syndrome (13%). In 120 of them
(23.8%) chromosomal imbalances related to the clinical diagnosis were found. The
deletion 7911.23 was the most frequently finding (8.5%), followed by del22q11.2
(5.3%) and del15911-q12 (4.5%). Conclusions: Our findings provide support to the
idea that a sensitive molecular cytogenetic test associated with a qualified clinical

evaluation are crucial for the detection and precise characterization of submiscroscopic
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chromosome deletions. Additionally, our study emphasizes the need of continuing
education for the improvement of the cytogenetic diagnosis technology, which was

successfully introduced in a public hospital of Southern Brazil.

Key words: chromosomal microdeletion, FISH, array-CGH, microdeletion syndrome,
molecular cytogenetics
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INTRODUCTION

The phenotypic spectrum observed in some disorders can be attributed to the
malfunction (deletion, duplication, disruption, or point mutation) of a single dosage-
sensitive gene. The lack of a protein encoded by one allele of a gene with the reduction
of the amount of the protein to approximately 50% is termed haploinsufficiency, a state
in which a decreased level of the protein is insufficient to sustain its normal function,
leading to an abnormal phenotype. The clinical pictures of the well-known
microdeletion syndromes, which are a consequence of submicroscopic chromosome
deletion that leads a haploinsufficiency, are relatively specific and its phenotypic
characteristics were often recognized before the causal microdeletion were actually
identified [1]. In 1986, the term “contiguous gene syndromes” was proposed for a group
of disorders characterized by microdeletions or microduplications of chromosomal
segments associated with clusters of single gene disorders [2]. In contrast to the single
gene disorders, these conditions, specially those including developmental
delay/intellectual disability and congenital developmental abnormalities, result from
submicroscopic chromosome rearrangements encompassing several genes, with at least

two of them being dosage-sensitive but typically functionally unrelated to each other

[3].

In such contiguous gene deletions (e.g. Williams-Beuren syndrome, Prader-Willi
syndrome, Angelman syndrome, 22q11.2 deletion syndrome) the phenotype of the
disorder results from an inappropriate dosage of only the dosage-sensitive genes located
within the rearranged genomic region. In the past 15 years, technological advances,
such as array-based comparative genomic hybridization (aCGH) [4;5], have enabled the
detection of intermediate size range rearrangements which resulted in a previously

unrecognized large scale of structural genomic variation known as copy-number
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variation (CNV)[6]. The most common mechanism of conveying a phenotype by
microdeletion or microduplication is altering the copy-number of a dosage-sensitive
gene(s) located within the rearranged region [7].

Improvements in cytogenetic techniques over the past 30 years allowed the
increasingly sensitive detection of chromosome constitutional rearrangements,
including deletions and duplications related to genomic disorders. However, the
resolution of banding analysis is such that can only detect rearrangements that involve
at least 3 Mb of DNA. The introduction of FISH in the late 1980’s, as a technique that
can readily detect submicroscopic chromosome rearrangements that involve regions
smaller than 3 Mb made it a powerful technique with broad application in cytogenetics
laboratory, becoming of enormous value for the diagnosis and research of chromosomal
rearrangements.

The purpose of this study was to identify and chraracterize chromosomal
microdeletions associated with malformation syndromes in a reference cytogenetics

laboratory from a public hospital of Southern Brazil.
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MATERIAL AND METHODS

Subjects

This study (with retrospective and prospective approaches) included cases
referred from July 1998 until December 2012 for investigation at the molecular
cytogenetics laboratory at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS state, Brazil.
Samples from a cohort of 504 patients were studied through molecular cytogenetic
analysis. Most samples selected had been previously analysed by Kkariotype of
peripheral blood lymphocytes using the Giemsa banding technique, being the
chromosomal constitution described according to the International System for Human
Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2013)[8]. Results of previous cytogenetic analyses
were obtained for almost all cases, except for those in which no karyotype was available
at the time of selection. To be included in the study subjects needed to have clinical
suspicion of a specific chromosomal microdeletion. Cases with suspicion of a non
specified clinical microdeletion, cases whose medical records were not available, or
cases whose samples were not available for investigation by FISH were ineligible.
Information about the cases was retrieved from multiple hospital records and final
cytogenetic and clinical reports were reviewed by a cytogeneticist (MR) and by a

clinical geneticist (JCLL).
Fluorescence in situ hybridization

Fluorescence in situ Hybridization (FISH) experiments were carried out by
standard techniques in all cases using commercially available locus-specific probes
(Abbott Laboratories, Des Planes, lllinois, EUA and Cytocell® — Cambridge) for the
following regions: 4p16.3(WHSCR); 5p15.2 (D5S23, D5S721); 5qg35 (NSD1);

7911.2(ELN/LIMK1/D7S613); 8¢23.3(TRPS1) and 8q24.11-8¢24.12 (EXT1); 15q11-
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q13(SNRPN);16p13.3 (CREBBP); 17p13.3(LSI1);17p11.2(RAIL) and
22011.2(TUPLE1). Hybridizations were analyzed with an epifluorescence microscope,
and images captured with a CCD camera. At least 30 cells were analyzed per
hybridization. We considered a chromosome region deleted when the FISH signal from

the corresponding probe was absence on one of the homologue chromosomes.

Chromosomal microarray analysis

In order to better define some of the chromosomal rearrangements detected at
FISH analysis the critical region of eleven DNA samples, del4p16.3(6), 5p15.2(5) and
and del8g24.12(1) was further mapped. Whole-genome array-CGH was performed
using a 60-mer oligonucleotide-based microarray with a theoretical resolution of 40 kb
(8x60K, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA). Labelling and hybridization were
performed following the standard protocols provided by Agilent, version 2011. The
arrays were analyzed through the microarray scanner (G2600D) and the Feature
Extraction software (v9.5.1) (both from Agilent Technologies). Imaging analyses were
performed using Agilent Genomic Workbench Lite Edition 6.5.0.18 with the statistical

algorithm ADM-2, sensitivity threshold 6.0.

Ethics Review

This study was approved by the Research Ethics Committee of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) and was conducted in accordance with all current rules of the
institution [9] as of the Review Boards of the Brazilian National Council of Scientific

and Technological Development.
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RESULTS

During a 14-year period, 1033 samples were referred to molecular cytogenetic
analysis at Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A total of 541 cases had a suspicion or
a clinical diagnosis of microdeletion syndrome. Of these, 504 were included in the
present study, as 37 cases did not meet the selection criteria. Of the 504 subjects
included in the final sample, 256 (50.8%) were female, and the age range of individuals
at onset of FISH analysis varied from 1 day to 49 years. The majority of the subjects
were originated from the State of Rio Grande do Sul (96%), being 57 % from small
countryside towns. The most relevant clinical features related with the samples
investigated in the present study were collected based on multiple hospital records and

are summarized in Table 1.

The most common conditions suspected on clinical grounds were the 22q11
deletion (22q11DS) (29.5%), the Prader-Willi syndrome (PWS) (21.6%), the Williams-
Beuren syndrome (WBS) (15%) and the Angelman syndrome (AS) (13%), followed by
the Wolf-Hirschhorn syndrome (WHS) (6.7%), Sotos syndrome (SoS) (2.7%), Cri-du-
Chat syndrome (CdCS) (3%) and Miller-Diecker syndrome (MDS) (3%), Smith-
Magenis syndrome (SMS) (2%), Langer-Giedion syndrome (LGS) (1.6%) and

Rubinstein-Taybi syndrome (RTS) (1.6%) (Table I).

Of the 504 cases included in our study, 472 (93.6%) have performed
conventional cytogenetic karyotype (peripheral blood) and abnormalities were observed
in 19 (3.7%) (Table I). The deletion of chromosome 5p15.2 (CdCS) and of chromosome
4p16.3 (WHS) were the most common abnormalities detected through the karyotype.

Abnormal karyotypes in patients with LGS (del8g24.12), 22gDS (+21), MDS
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(del17p13.3) and PWS (invdup15911.2) were also reported (data not shown). In 32

(6.3%) the result of the karyotype was not available.

In the 504 samples, the deletion 7911.23 was the most frequent (8.5%)
abnormality detected, followed by the deletion of chromosome 22g11.2 (5.3%),
del15911-g12 (4.5%), del4p16.3 (3%), del5p15.2 (1.4%), dell7p13.3 (0.4%) and
del8g24.12 (0.2%). FISH investigations were normal for the samples of patients with

SoS, RTS and SMS (Table II).

Considering each group of samples separately, the FISH analysis identified the
del4p16.3 abnormality in 15/34 (44%) of WHS samples, the del5p11.2 in 7/15 (46.5%)
of CdCS samples, the del7g11.23 in 43/76 (56.5%) of WBS samples, the del8g24.12 in
1/8 LGS samples, the del15g11-g12 in 10/65 (15.4%) of AS samples, the del17p13.3 in
2/16 (12.5%) of MDS samples and the del22ql11.2 in 27/149v(18%) of the 22qDS

samples (Table I1).

The array-CGH analysis of six samples with del4pl16.3, five samples with
del5p15.2 and one sample with del8g24.12 was performed with the aim to determine the
approximate size of the deleted region and to map the critical region. In the six samples
where a del4p16.3 was confirmed by FISH, five showed a terminal 4p deletion between
3.7 and 14.7 Mb and one showed a 11 Mb interstitial deletion (Riegel M, unpublished
results). The five 5p15.2 classical terminal deletions sized between 11.2 and 18.4 Mb
(Riegel M, personal observation). The microarray analysis showed a single copy loss of
the long arm of chromosome 8 at bands g23.3 through g24.12 which is approximately
6.43 Mb in size, including the deletion of the EXT1 and TRPS1 genes [arr

8023.3924.12(116,002,879-121,241,253) x1 (Riegel M, Moreira LMA, unpublished
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results). Map position is based on the UCSC Genome Browser, Feb. 2009, gh19 (NCBI

Build GRCH37 reference sequence).

Regarding the number of cases with molecular cytogenetic investigation for the
detection of chromosomal microdeletion, this study showed a significant increase in the
percentage of cases with molecular cytogenetic investigations according to the period of
diagnosis: 15.5% between 1998-2003, 33.3% between 2004-2008 and 51% between

2009-2012.
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Table I. Data set of selected samples from subjects with clinical suspicion of microdeletion

syndromes at onset of FISH analysis.

Syndrome OMIM  Age M

range

Most frequent clinical
features reported in the
hospital records N

Karyotype n

AS 105830  1y-28y 28

CdCs 123450  4m-35y 6

LGS 190351  4m-20y 5

188400
192430

22qDS NB- 40y 74

MDS 247200 2m-30y 11

PWS 176270  3m-43y 50

RTS 180849  1y-49y 6

SoS 606681 NB-17y 7

WBS 194050 1m-39y 41

WHS 194190 NB-39%y 15

SMS 182290  3y-19y 5

37

75

59

35

19

DD/ID, ataxic gait, 65
inappropriately happy

effect, hypotonia,

microcephalia, profound

speech impairment,

seizures

High-pitched monotonous 8
cry

microcephaly,hypertelorism
epicanthic folds,round face

severe DD and learning

disabilities

Long flat philtrum,ID, 6
exostosis

Congenital heart defects/ 131
Conotruncal and aortic

arch, facil dysmorphic

features, DD

microcephaly, growth 15
retardation, DD/ID with

seizures and EEG

abnormalities

ID, postnatal hipotonia, 96
obesity due to food seeking,
hypogonadotrophic

hypogonadism

ID, broad thumbs and toes 8
facial dysmorphism

DD, increased birth length 13
and weight, excessive

growth in childhood,

DD/ID, overfriendliness, 76
congenital heart disease,

facial characteristic

including bulbous nasal

tip, wide mouth, full lips,

full cheeks and small

widely spaced teeth

A Greek-helmet”profile, 25
low birth-weight and

postnatal failure to
thrive,microcephaly, DD.

DD, learning disability, 10
behavioral disturbance,

facial characteristics

2 17 149

1 11 109

- - 10

Total (%) - - 248(49.2)

256(50.8)

DD/ID

453(90)

193.7) 32(6.3)  504(100)

AS, Angelman syndrome; CdCS, Cri-du-Chat syndrome; LGS, Lager Giedion syndrome; 22qDS, 22q11 deletion syndrome; MDS, Miller-
Diecker syndrome; PWS, Prader-Willi syndrome; RTS, Rubinstein Taybi syndrome; SoS, Sotos syndrome; WBS, Williams-Beuren
syndrome; WHS, Wolf-Hirschhorn syndrome; SMS, Smith-Magenis syndrome; OMIM, Online Mendelian Inheritance in man; nb, newborn;
m, months, y, years; DD, developmental delay; ID, intellectual disability; M, male;F,female;NA: not available; N:normal;A:abnormal; n:total;

NB: newborn

66



Table Il. Total of microdeletion cases investigated according to the critical region.

Locus Syndrome Total(%) Normal Abnormal FISH
FISH

del dup
4p16.3 Wolf-Hirschhorn 34 (6.7) 18 15 1
5p15.2 Cri-du-Chat 15 (3) 8 7 -
5935 Sotos 14 (2.7) 14 - -
7q911.23 Williams-Beuren 76 (15) 33 43 -
8024.12 Langer-Giedion 8 (1.6) 7 1 -
15q11-q12 Angelman 65 (13) 55 10 -
15911.2-q12  Prader Willi 109 (21.6) 95 13 1
16p13.3 Rubinstein-Taybi 8 (1.6) 8 - -
17p13.3 Miller-Diecker 16 (3.2) 14 2 -
17p11.2 Smith-Magenis 10 (2) 10 - -
22q11.2 del 22q11.2 149 (29.5) 122 27 -
Total(%) All syndromes 504 (100) 384(76) 118(23.4) 2(0.4)

del:deletion; dup:duplication.

Table Ill. Total of microdeletion cases investigated according to the period of FISH diagnosis

Syndrome 1998-2003 2004-2008 2009-2012 Total,N
Angelman 10 21 34 65
Cri-du-Chat - 3 12 15
Langer-Giedion - 6 2 8
del22g11.2 34 52 63 149
Miller-Diecker - 11 5 16
Prader Willi 11 36 62 109
Rubinstein-Taybi - 2 6 8
Sotos - 4 10 14
Williams-Beuren 19 23 34 76
Wolf-Hirschhorn 4 6 24 34
Smith-Magenis - 4 6 10

Total (%) 78(15.5) 168(33.3)  258(51) 504(100)




DISCUSSION

Microdeletion syndromes are rare clinical entities caused by a chromosomal
deletion at the border or below the level of detection by classical banded cytogenetic
studies. They may include the sequelae of haploinsufficiency of two or more dominant
genes in close proximity (“contiguous gene syndromes”). Cytogenetics plays an
important role in the diagnosis of these rare diseases. In Brazil, the most used method to
demonstrate the occurrence of a deletion in the molecular cytogenetic diagnostic
laboratories are still the fluorescence in situ hybridization (FISH) with cloned segments
present within the deleted segment, or the microsatellite analysis for markers within the

critical segments.

A total of 504 samples were evaluated and 120 (23.8%) of them were found to
have chromosomal imbalances related to the clinical diagnosis of the subjects. Overall,
the deletion 79g11.23 was the most frequent (8.5%), followed by the del22911.2 (5.3%)
and the del15911-gq12 (4.5%). Among the suspected clinical diagnosis the most
common conditions were the 22g11.2 deletion (29.5%), the Prader-Willi syndrome
(21.6%), the Williams-Beuren syndrome (15%) and the Angelman syndrome (13%).
The overall frequency of microdeletions remains unknown. In general, genomic
disorders at a specific locus occur with similar frequencies in populations. However,
significant differences in prevalence across different regions have been encountered for
specific syndromes, such as Sotos syndrome [10]. The differences can also be

explained, in part, by the diversity of the samples and the methodologies employed.

Considering each group of samples separately, the FISH analysis identified the
del4p16.3 in 15/34 (44%) WHS samples, the del5p11.2 in 7/15(46.5%) CdCS samples,

the del7g11.23 in 43/76 (56.5%) WBS samples, the del8g24.12 in 1/8 LGS samples, the
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del15911-g12 in 10/65(15.4%) AS samples, the dell7p13.3 in 2/16(12.5%) MDS

samples and the del22q11.2 in 27/149(18%) 22gDS samples (Table 11).

The deletion of chromosome 5p15.2 (CdCS) and of chromosome 4p16.3 (WHS)
were the most common abnormalities detected through the karyotype in our selected
sample. This is not a surprise since both are classical deletions that can be detected in
good quality metaphase chromosomes. With the exception of one case of del8g24.12
and one case of del17p13.3, none of the other microdeletions were detected through
standard karyotype. Although some microdeletions such as del8g24.12, del15g11.2,
del17p13.3, and del22q11.2 can be detected through high resolution karyotype, the
majority will not be confidently recognized using only conventional cytogenetic

techniques unless, of course, they occur as unbalanced translocations.

A limitation of the use of FISH to detect microdeletions is that occasional
patients with small and unusual deletions may escape detection, depending on the
specificity of the fluorescent probe. In addition, the cases with gene mutations or
imprinting mutations that occur in some microdeletion syndromes as AS, PWS, SoS,
MDS, SMS and RTS cannot be detected by FISH. This should be considered when
observing that that we did not detect any microdeletion among the MDS, Sotos and RTS
cases. We assume that probably this study failed detect some microdeletions due to the
reduced number of cases in specific groups of subjects and/or potentially due to an
incorrect suspicion of clinical diagnosis. We should also consider that smaller
rearrangements in the critical region in some of our cases potentially were not detected
with probes used by FISH. Thus, even if the FISH analysis was normal, we shall not

exclude the clinical diagnosis of a microdeletion syndrome.
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Until relatively recent times, high-resolution G-banded karyotyping and
fluorescence in situ hybridization (FISH) studies using probes targeted to known
microdeletion loci were considered the gold standard for detecting cytogenetic
aberrations. This testing strategy has been strongly challenged by the development of
array comparative genomic hybridization (array-CGH), which enables the simultaneous
testing of multiple loci for copy number differences. Array-CGH has a much higher
sensitivity compared to high-resolution karyotyping and can target more loci than FISH
in a cost-effective manner. Furthermore, it is more successful than FISH for the

detection of at small chromosomal duplications and atypical microdeletions.

Through this study we mapped the critical region in 11 cases of microdeletions
previously detected by FISH. Six samples with del4p16.3, five samples with del5p15.2
and one sample with del8g24.12 were analyzed and we could determine the deletion
sizes. Array-CGH analysis made possible a better delineation and more precise mapping
of the deletion in the critical region, compared with FISH. We aimed to correlate the
phenotypes with deletion sizes in each group. It can be proposed that both methods,
used together, are extremely valuable tools for the diagnosis and the study of
chromosomal rearrangements and identifications of microdeletions and that the
implementation of both techniques should be considered for the molecular cytogenetic
investigations [11]. Cytogenetic testing in general is likely to use mostly array-CGH
technology in the near future. However, the high cost associated with the cytogenetic
molecular methods and the present lack of technical skills and professional experience
needed for its application are major challenges for cytogenetic laboratories of public

hospitals in emerging countries such as Brazil.

Our study found an upward trend in the number of microdeletion diagnosis over

the past years, more than a half (51%) of all microdeletions detected were between 2009
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and 2012 which coincided with the efforts to establish new methods and improve the
capacity to study chromosomal abnormalities in our laboratory (Table I11). Although the
number of cases in our study was small for some microdeletions, we observed in all
syndromes a significant increase in the number of cases according to the period of the
cytogenetic diagnosis. This probably reflects, among several factors, the better
knowledge and practical skills obtained along the years towards the improvement of the

capacity of pediatricians and clinical geneticist to clinically recognize such disorders.

Clinical evaluation of subjects continues to present a challenge to the clinicians
and requires a high degree of experience and expertise. Although some steps in finding
the diagnosis are highly formalized, for example, database searches, clinical utility gene
cards and standard clinical score, others are not elegible for standardization. The
diagnosis of microdeletion syndromes based only on clinical assessments may be

difficult because of the great variability of its manifestations.

Laboratory tests to detect the microdeletions are essential to confirm the clinical
diagnosis. The confirmation of clinical suspicion of microdeletion syndromes is crucial
for the clinical follow-up of the patients and the genetic counseling of the family. Our
study reinforces that the effort to improve the capacity to perform molecular cytogenetic
diagnosis in the Brazilian public health system and the access of affected subjects to
appropriate diagnosis and care, brings benefits to patients, relatives and genetic
counselors as well as contributes to the education of cytogeneticists and to the

knowledge about chromosomal rearrangements associated with genomic disorders.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Estima-se que a freqiiéncia conjunta das microdelecdes associadas a quadros
clinicos seja superior a 1:1000 individuos, ou seja, semelhante & da Sindrome de Down.
Um dos grandes desafios da genética médica tem sido a identificacdo e o diagndstico de
sindromes de Microdelecdo/Microduplicacdo. Esses distUrbios sdo caracterizados por
manifestacdes clinicas no adulto que em lactentes e criancas em varias situacdes nao sdo
evidentes e dificultam a sua identificacdo. Na maioria dos casos, existe a necessidade de
uma avaliacdo laboratorial pdés-natal que confirme a suspeita clinica. Entretanto, os
métodos utilizados para a investigacdo citogenética a nivel molecular, requerem
importante investimento em equipamentos e instalacbes, tém custo relativamente
elevado de materiais de consumo e, principalmente, requerem pessoal treinado e

capacitado.

Em funcdo desses requerimentos, o nimero de laboratorios que realizam este
tipo de investigacdo no Brasil € limitado e estdo em geral desvinculados da maioria dos
servicos publicos no pais. Acreditamos que a identificacdo e caracterizacdo citogenética
de 504 casos de microdelecdo através desse trabalho seja representativa, principalmente
considerando a raridade de cada uma dessas condi¢Oes individualmente e o possivel

subdiagnostico que ocorre no Brasil.

As vantagens de se utilizar a técnica de FISH para o estudo de alteraces
cromossémicas sdo: 1. A resolu¢do do método em detectar alteragdes submicroscopicas
(até 2 Mb); 2. FISH pode ser utilizado tanto em células em divisdo (metafases) como
em células sem divisdo celular (interfases); 3. o protocolo laboratorial exige menor

tempo de processamento e anélise do que nos métodos de bandeamento cromossémico;
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4. FISH com multiplas sondas permite a deteccdo e caracterizacdo especifica de

alteracbes complexas e alteracdes estruturais e numéricas.

As desvantagens do FISH sdo: 1. o método ndo é capaz de detectar pequenas
mutacdes, incluindo as delecdes, duplicacdes e inser¢des bem como mutagGes de ponto;
2. dissomias uniparentais ndo sdo detectadas porque as sondas utilizadas detectam a
presenca ou auséncia de um lécus ou loci em um segmento cromossomo especifico, mas
ndo mostra a sua origem parental (origem paterna ou materna) e; 3. as alteracOes
cromossémicas podem nédo serem detectadas sem o conhecimento prévio da regido a ser
investigada ou sem indicacdo clinica especifica. As sondas utilizadas ndo sdo
especificas para uma precisa localizacdo da ordem das sequencias dentro de um

cromossomo.

As principais vantagens da técnica de array-CGH, se comparada com as técnicas
de citogenética de bandeamento e FISH, sdo: 1. ndo é necesséria a obtencdo de
metéfases, permitindo a analise do DNA extraido de diferentes tipos de tecidos; 2. o
DNA genbmico inteiro pode ser analisado em um Unico experimento, incluindo a
capacidade de investigar milhares de regiGes cromossémicas em um curto periodo de
tempo e com alta resolucdo e, 3. a sensibilidade e a especificidade do método sdo

bastante altas.

Embora o método de array-CGH tenha provado ser uma técnica eficiente e
reprodutivel para o estudo de alteracbes gendmicas, evidenciam-se algumas
desvantagens tais como: 1. a impossibilidade de detectar rearranjos equilibrados
(translocacOes, insercdes e inversdes) porque nesses ndo ha variagdo no namero de
copias; 2. a impossibilidade de determinar a ploidia do genoma investigado, ndo sendo

possivel diferenciar uma poliploidia de um cariotipo normal; 3. oniveis de mosaicismo
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abaixo de 25% podem ndo ser detectados. Estas limitagdes decorrem do principio geral
da metodologia, enquanto que o desempenho de um experimento especifico utilizando
array-CGH depende da qualidade do DNA e do tipo de plataforma de arrays
empregada, uma vez que o tipo de plataforma utilizada (BACs, oligonucleotideos,

SNPs) e a quantidade de regides pesquisadas variam entre protocolos distintos.

A anélise da amostra evidenciou que a maioria dos individuos neste estudo teve
uma avaliacdo citogenética tardia. Em geral, o atraso no diagnostico citogenético pode
ser causado por varios fatores, tais como: o fato de alteracbes cromossémicas ndo
fazerem parte dos testes de triagem neonatal em neonatos, mesmo considerando apenas
o que tem malformacgdes congénitas; o fato do fenétipo dos portadores de microdele¢des
apresentar uma variabilidade fenotipica, que em certas situacdes dificulta a defini¢do de
um diagnostico clinico; a falta de familiaridade com o fenétipo diante de um quadro
clinico indicativo de microdelecdo cromossdmica. Soma-se a isso a dificuldade para a
realizacdo da investigacdo laboratorial especifica devido a escassez de laboratdrios de
citogenética molecular e de profissionais especializados nos hospitais publicos do pais.
No entanto, nosso estudo demonstrou que existe no HCPA uma tendéncia ao aumento
do nimero de investigacdes e a um diagndstico mais precoce, quando os dados mais

recentes sdo comparados com o0s da década anterior.

O presente estudo teve algumas limitagdes, tais como o custo elevado de
insumos para a realizacdo da parte laboratorial, as informac6es incompletas e a escassez
de informacg6es nos registros hospitalares. Por exemplo, muitos registros ndo incluiam
uma anamnese e/ou exame fisico completos. No entanto, essas limita¢gdes ndo diminuem
a relevancia deste trabalho, pois pode ser tracado um panorama das microdelecdes
cromossOmicas associadas a doencas genémicas diagnosticadas no Hospital de Clinicas

de Porto Alegre nos ultimos quatorze anos. Acreditamos que as informagdes obtidas
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através deste trabalho trazem uma contribuicdo importante para o conhecimento da
freqiiéncia de sindromes de microdelecdo no Brasil, 0 que podera ser Util ndo apenas aos
geneticistas mas também a outros especialistas, além de contribuir para a associac¢ao

genotipo-fendtipo dos portadores e para o aconselhamento genético as familias.

Amostras como a investigada neste estudo continuardo a ser estudadas através da
Rede Brasileira de Registro e Informagdo em Sindromes de Microdelecdo (Programa de
Acdo de Extensdo UFRGS 20300/ CNPqg 402012/2010-0/GPPG-HCPA 10-560) e
Programa de Monitoramento de Defeitos Congénitos do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre - PMDC (Programa de Acdo de Extensdo UFRGS 20274), o que devera

proporcior dados mais representativos a médio prazo.
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Apéndice I-Metodologia

Casuistica

Estudo retrospectivo e prospectivo com pesquisa de fontes primérias e pesquisa
de mecanismos genéticos béasicos (Resolucdo CNS 340/04). Foram incluidas
informagBes de amostras de individuos que realizaram investigacdo citogenética
molecular no periodo de 1998 a 2012 com hipdtese diagndstica de microdelecdo
cromossémica. Esse trabalho foi desenvolvido pelo Laboratério de Citogenética
Molecular/Centro de Terapia Génica do Centro de Pesquisa Experimental do Hospital

de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Critérios de inclusdo

1. Disponibilidade de amostra de indicacao clinica compativel com sindrome de
Microdelecgéo

2. Disponibilidade de amostra de individuo com suspeita citogenética de
microdelecé&o.

3. Presenca de informagcBes minimas sobre dados clinicos e investigacdo
citogenética prévia disponivel em banco de dados do laboratorio ou em

prontuarios.

Critérios de exclusdo

1. Amostras que ndo possuiam a quantidade e qualidade de material bioldgica
minima necessaria para a aplicagdo dos metodos laboratoriais.
2. Amostras com indicacdo clinica de investigagdo de mais de uma sindrome de

microdelecéo.
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3. Amostras com indicagdo para investigacao citogenética molecular sem indicacéo

clinica especifica.

Tamanho amostral

A amostra foi de conveniéncia, ndo tendo sido realizado calculo de tamanho

amostral.

Coleta de dados

Esse estudo foi realizado com base no banco de dados do Laboratdrio de
Citogenética Molecular/Centro de Terapia Génica do Centro de Pesquisas do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os resultados dos exames de cariétipos foram
obtidos através da consulta ao arquivo de registro de exames do Laboratorio de
Citogenética do Servico de Genética Médica/HCPA. As informacgdes clinicas mais
relevantes relativas aos individuos foram posteriormente obtidas através de consulta ao
prontuario hospitalar, que contém dados da histéria clinica e dos exames realizados
(especialmente até o diagndstico). Para garantir a uniformidade da coleta de dados, em
determinados quadros clinicos associados a microdelecdes estudadas nesse trabalho, foi
utilizado um formulario especifico (Anexo I, Il e 1V), o qual foi preenchido pela
pesquisadora.Os dados foram coletados e registrados no periodo de marco de 2011 a

dezembro de 2012.

Métodos

Para a identificacdo e caracterizacdo de todas as microdele¢des foi utilizado o
método de Hibridacdo in situ por Fluorescéncia (FISH), modificado de Rautenstraub
BW & Liehr T (2002). Para a definicdo dos pontos de quebra cromossdémica, além do

FISH, foi realizada investigagdo por array-CGH em amostras de microdelecao
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selecionadas. O método de array-CGH foi realizado de acordo com instrugcdes do
fabricante. A plataforma usada nessas investigagdes foi a Human Genome CGH
Microarray 60K (produzida pela Agilent Technologies, contendo cerca de 60.000

oligonucleotideos distribuidos pelo genoma humano).

Para andlise do experimento por FISH foi utilizado um microscopio de
fluorescéncia (Olympus BX51) equipado com uma camera de captura e registro de
imagem XD500 3CCD (Olympus Corporation). Foram analisadas pelo método de FISH
no minimo 30 células metafésicas e/ou interfasicas, de acordo com o material disponivel
e com o protocolo interno do Laboratério de Citogenética Molecular para anélise de
microdelecdes (POP/HCPA, M. Riegel 2011). As alteragdes cromossomicas detectadas
foram classificadas de acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura para

Citogenética Humana (ISCN, 2013).
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Apéndice I1- Aspectos éticos

Nesse estudo foram respeitados os preceitos da Resolugdo CNS 196/96, do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa. A coleta direta de informacdes sobre as
amostras a serem investigadas nesse estudo foi feita apds a aprovacdo pelo Comité de
Pesquisa e Etica em Salde/GPPG/HCPA. A utilizacdo do material biol6gico para esse
estudo e informagOes associadas foi realizada de acordo com a Resolugdo Normativa

Institucional do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Fernandes e col., 2010).

As amostras selecionadas e as informagdes associadas foram provenientes de
atividades de assisténcia e em alguns casos de biorrepositério de instituicdo externa. O
processo de consentimento e armazenamento em Biorrepositorio seguiu as rotinas
estabelecidas para cada procedimento realizado pelo Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.

Essa pesquisa envolveu a investigacdo de mecanismos genéticos basicos
(estudos sobre localizacdo, estrutura, funcdo e expressdo de genes humanos e da
organizacdo cromossomica) e ofereceu alta possibilidade de gerar conhecimento sobre a
condicdo que afeta os sujeitos da pesquisa e de outros individuos afetados pela mesma
condi¢do. Entretanto, mesmo que os dados obtidos através desse estudo possam ser

considerados relevantes, ndo trardo beneficio direto de tratamento ao individuo.
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8. ANEXOS

Anexo 1 — Formulario do Banco de Dados do Laboratério de Citogenética Molecular do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Nome NrFISH!/aCGH? NrlProntudrio DNA® Sexo Data Indicagio Dataentrada Sonda(s)) Resultado/Data Cariétipo

HCPA? Coleta LCM?
Plataforma

'FISH: Hibridizagdo in situ por Fluorescéncia/ 2aCGH: Hibridizagdo Genbmica
Comparativa/°’HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre/*DN: Data de Nascimento/°LCM:
Laboratério de Citogenética Molecular.
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Anexo 2 - Formulario dados clinicos sindrome de Wolf-Hirschhorn.

RedeBRIM

Pt Bl chi il 1 bvviniglic
= Ao s Miowlincio

GENETICA

FEHOYICT) DE DERETICA MEHCA
HRMETRL 4 LM I FOATE AL

DADOS CLINICOS
WOLF-HIRSCHHORN

Reda Brasikira de Referéincia o Informagio am Sndmomes do Microdelagio
Centro Coordenador: Sarvigo de Gendtica Médica - HCPA - Porto Alagre - RS

MNamea do paciarts: DN: f") fr
Cadign RedeBrim:
Sanm: Ao nascimanto: Ao exame fisico:
Masouling || IG: aem) Pesn
Feminin [ | Peso: il Altura:
Ignorado D Comp.: [om) PC:
PG (om)
Idads materna:
Kads patama:
§IM MAD DESC. §IM NAD DESC.
Garais: Dismorfias:
Fiatardo do creacimantn Pég o mEos paquenas I:l I:l I:l
prretel (pomedo=20e [ [] [ —— OO o
Micropafelia I:l I:l I:l Artelhoz em martalo I:l I:l I:l
Convulaies |:| |:| I:‘ hipotrufia dee regices benar & hipobarar |:| I:‘ I:‘
Radiologia:
Padrao dismorfico: Péivia estraita O O O
Implantegin do cabelo nafronts 6 afla |:| |:| I:‘ Anomalies costo-warbabrais |:| I:‘ I:‘
Hipertaloriamo oouler I:l I:l I:l Sinostees radio-ulnar I:l I:l I:l
Plose das pélpebras |:| |:| I:‘ Afraso da maturag@o dezea |:| I:‘ I:‘
Mertz afinado OO O Posudy- epifisss 0o
Columala hipoplésica |:| |:| I:l
Labio supsrior curto |:| |:| I:‘ Malformagdes: |:| I:‘ I:‘
mmumlnunbdaahdmmahdxulj D D Intastinais D I:l I:l
Regin mentoniara paquena |:| |:| I:‘ Uterina |:| I:‘ I:‘
Diagenasia gonadal I:l I:l I:l
Matformages: Extrofi do baxiga OO
Cartioveanulares |:| |:| |:| Ectrodactilia |:| D D
Cersbras OO O
Fereia OO O Achados ocasionais:
Coloboma dairiz I:l I:l |:|
Palet fondids 00 o
Hipoapadia I:l I:l |:|
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Anexo 3- Formulario de dados clinicos - Sindrome de Prader-Willi

RedeBRIM GENETIC

:hm:“; -"-" muﬁmnm
DADOS CLINICOS

SINDROME DE PRADER-WILLI
Reda Bragikira da Referéncia e Informagdo em Sndmmes do Microdelagio
Centro Coordenador: Servigo de Genética Médica - HCPA - Porto Alegra - RS

Mama do paciants: DM: 4'") f"r
Cadign RedeBirim:
Saxm: Ao nazcimanto: Ao axame Tisicn:
Masouling || B s Pesa
Faminino |:| Peen: g Altura:
Ignorado |:| Comp: — jem) PC:
PG jem) Comp méo:
Idede matbermea: Gomp pa:
Mdade patama:

Mowimentos fetais redizidoes
Hipotonia necnatal
Alimantagan por gavagem
Hiparfagia

Face tipica

Cabalees dams

Cicatrizes por cogar
Indifaranga a dor
Estrabizmo

Hipotonia

Reterdo mental! metor
Fromte estraita

Fedemoinho Frontal

Prages apicnticas

Fands= palpabrais obliques &
Fandes palpabrais obliques 4
Hipogenitalizmo
Criptorquida

Eacroto hipoplasico

Estriaz

Diabetas

Ganu valgo

Zartou & ideds de

OOO00O0O00000O000OoOoooooodd s
O000000000000000000040n0 s
) %

Primairos pes=og
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Anexo 4 - Formulario de dados clinicos - Sindrome de Angelman

RedeBRIM GENETIC

:hm:“; -"-" muﬁmnm
DADOS CLINICOS

SINDROME DE ANGELMAN
Reda Bragikira da Referéncia e Informagdo em Sndmmes do Microdelagio
Centro Coordenador: Servigo de Genética Médica - HCPA - Porto Alegra - RS

Moma do paciants: DiN: fl f"r
Cadiga RedeBrim:
S Ao nascimento: Ao exame fisico:
Mesouling || B fesm) Pesa:
Famining |:| Pegn: (gl Altura:

Ignorado |:| Comp: — fem) PC:

Atrazn global do deserwolimento
Ausancia de fala

Atrazo dafala

Fizedas sem motivos

Marcha atixica

Ataxia de tronco ou adremidades
Hipareflaia

Anda sozinho

Microcsfalia f<p3)

Braquicsfalia

Dificuldades de deglutipio
Macresdomia

Prognatizmo

Mandibula alargeda

Criges comvulsives

EEG anormal

Hipsaratividada

Cabales damns

e o
OO000000000000odod4o. &
N -%
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Anexo 5- Formulario de dados clinicos - Sindrome de Williams-Beuren

RedeBRIM GENETIC

:hm:“; -"-" muﬁmnm
DADOS CLINICOS

SINDROME DE WILLIAMS
Reda Bragikira da Referéncia e Informagdo em Sndmmes do Microdelagio
Centro Coordenador: Servigo de Genética Médica - HCPA - Porto Alegra - RS

Mama do paciants: DM: 4'") f"r
Cidigo RedaBrim:
Saxn: Ao nascimanto: Ao axame Tisico:
Masouling || B s Pesa
Faminino |:| Peen: g Altura:
Ignorado |:| Comp: — jem) PC:
PG (e
Idede meberma:
Mdade patama:
SM NAD DESCOMHEGD
Hipercaloamia na infancia |:| I:l I:‘
Defaitos cardio s=culares |:| I:‘ |:|
Ba gim, descrever:
Anomalias dentariaa |:| I:‘ I:‘
Ea gim, desorever:
Bolsss pariorbitaiz |:| I:‘ |:|
Ports nazd achatada |:| I:‘ |:|
Bochechas cheias |:| I:‘ |:|
Labive grossos |:| I:l I:‘
Baoa granda |:| I:l I:‘
Vioz rouca I:l I:l I:l
Clinodactilia {man’pE) |:| I:‘ |:|
Hipoplezia unguesl (o' ps) |:| I:‘ I:‘
Malformagao ranal |:| I:‘ I:‘
Ea gim, descrevar:
Hipsratividada |:| I:‘ |:|
Alta sociebilideds |:| I:‘ |:|
Anciadads |:| I:‘ I:‘
Loquaridade |:| I:l I:‘
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Anexo 6 - Termo de Compromisso para Utilizacdo de Material Biologico e Informacdes

Associadas

%}: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
: Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacao
~Termo de Compromisso para Utilizagao de
Material Biolégico e Informagdes Associadas

Titulo do Projeto

IDENTIFICACAQ E CARACTERIZACAQ CITOMOLECULAR DE
- MICRODELECOES CROMOSSOMICAS

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos materiais bioldgicos estdo mantidos- em
biorepositorios, bem como de suas respectivas informagdes associadas, contidas
em prontuarios e bases ‘de dados do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Concordam, igualmente, que estas informagbes serdo utilizadas tnica e

- exclusivamente para execugdo do presente projeto. As informagGes somente

poderé&o ser divulgadas de forma andnima.

Porto Alegre, 17 de maio de 2011.

Nome dos Pesquisadores . Assinatura

Natalia Barcellos

Mariluce Riegel

Roberto Giugliani > S@

e,
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Anexo 7 - Autorizacdo para utilizacdo de material bioldgico de biorrepositorio externo

UNIVERSIDADE FEDERAL DA

m BAHIA
wfi Ny Instituto de Biologia- Dep. Biologia Geral

Programa Genética & Sociedade

Salvador, 25 de janeiro de 2013
DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que autonizo a ufilizacio de material biologico para o estudo
“IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO CITOMOLECULAR DE MICRODELECOES
CROMOSSOMICAS™ sob a responsabilidade da Dra. Mariluce Riegel, desde que seja garantido
o cumprimento das normas operacionals do Programa Genética & Sociedade e a uhlizacio do
matenal biologico de forma andnima e sem 1dentificacio.

s

Profa Lilia Maria de Azevedo Moreira
lazevedod@ufba br

Coordenadora do Programa Genética & Sociedade
Departamento de Biologia, Instifuto de Biologia
Universidade Federal da Bahia
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