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RESUMO

Malformagdes congénitas ocorrem em aproximadamente 2% a 3% dos nascidos Vivos,
podendo compreender desde malformacdes discretas até graves defeitos que comprometem
a sobrevida. Estima-se que cerca de 6% dos casos de defeitos congénitos ocorram devido a
presenca de anomalias cromossdmicas. Essa prevaléncia €, provavelmente, subestimada,
uma vez que malformacgdes mais graves podem levar a perdas fetais antes que um
diagndstico seja possivel e, algumas vezes, as alteragcdes cromossdmicas ou desequilibrios
gendmicos associados as malformagBes congénitas ndo sdo identificados. Este estudo teve
como objetivo geral identificar rearranjos cromossémicos e variagdo do nimero de copias
(CNVs) do genoma por meio da investigacdo de microdelecdes e microduplicagcbes em
recém-nascidos com malformag6es congénitas de etiologia desconhecida. Este trabalho fez
parte de um projeto de desenvolvimento tecnoldgico para o estabelecimento do método de
analise comparativa de genomas em um hospital universitario publico. Foi realizado um
estudo retrospectivo em 35 amostras de DNA estocadas em biorrepositério por meio da
analise total do genoma pela técnica de Hibridacdo Gendmica Comparativa baseada em
microarranjos (array-CGH). Todas as CNVs detectadas foram comparadas com as descritas
em bancos publicos de dados gendmicos, e sua significancia clinica foi estimada. Treze
alteracbes gendmicas foram detectadas em 12/35 (34,3 %) das amostras. Em 4/35 (11.4%)
dessas, os desequilibrios genémicos puderam ser definidos como patogénicos e causalmente
relacionados as anomalias congénitas; em 5/35 (14.3%) das amostras, CNVs de significado
clinico incerto foram identificadas; e, em 4/35 (11.4%), variantes normais foram detectadas.
Entre os 4 casos cujos resultados foram considerados causalmente relacionados com 0s
achados clinicos, 2/4 (50%) tinham alteracBes patogénicas que estdo reconhecidamente
associados a sindromes de microdelecdo definidas. Em 2/4 amostras (50%), 0s
desequilibrios cromossémicos encontrados, ainda que preditos como patogénicos, nao
haviam sido previamente associados a entidades clinicas reconhecidas. O uso de array-
CGH indicou a presenca na amostra estudada de rearranjos cromossdmicos nao
identificados previamente, permitindo a identificagdo de regides cromossémicas
relacionadas a algumas anomalias congénitas. Além disso, ainda que a interpretacdo dos
resultados deva ser refinada, os dados sugerem que a analise comparativa de genomas por
array-CGH seja considerada como investigacdo de primeira linha no rastreamento seletivo
para andlise prospectiva/retrospectiva de amostras de DNA em programas de

monitoramento de defeitos congénitos.



ABSTRACT

Congenital malformations occur in approximately 2% to 3% of live births and may
comprise from mild to severe malformations defects that compromise survival. It is
estimated that about 6% of the cases of birth defects occur due to the presence of
chromosomal abnormalities. This prevalence is probably underestimated, since more
severe malformations may lead to fetal loss before a diagnosis is possible, and
sometimes, the chromosomal aberrations or genomic imbalances associated with
congenital malformations are not identified. This study had as main objective to identify
chromosomal rearrangements and copy number variations (CNVSs) in the genome
through the investigation of microdeletions and microduplications in newborns with
congenital malformations of unknown etiology. This work was part of a technological
development project for the establishment of the method of comparative analysis of
genomes in a public university hospital. A retrospective study was performed on 35
DNA samples stored in a biorepository through whole-genome based microarrays
Comparative Genomic Hybridization (array-CGH). All CNVs detected were compared
with those described in public genome databases, and their clinical significance was
estimated. Thirteen genomic alterations were detected in 12/35 (34.3%) of the samples.
On 4/35 (11.4%) of these, the genomic imbalances were defined as pathogenic and
causally related to congenital anomalies; in 5/35 (14.3%) samples CNVs of uncertain
clinical significance were identified and in 4/35 (11.4%), normal variants were detected.
Among the 4 cases whose results were considered causally related to clinical findings,
2/4 (50%) had pathogenic changes that are associated with well-known microdeletion
syndromes. In 2/4 samples (50%), chromosomal imbalances found, although predicted
as pathogenic, have not been previously associated with the recognized clinical entities.
The use of array-CGH indicated the presence of chromosomal rearrangements not
previously identified, allowing the identification of chromosomal regions related to
some congenital anomalies. Moreover, although the interpretation of the results should
be refined, the data suggest that comparative genome analysis by array-CGH must be
considered as first-line investigation in selective screening for prospective/retrospective

analysis of DNA samples in birth defects monitoring programs.
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INTRODUCAO
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1.1.Defeitos Congénitos

Anomalias congénitas (AC) ou defeitos congénitos sdo alteracbes morfoldgicas
e/ou funcionais detectaveis ao nascimento. As alteracdes morfologicas ou anatbmicas
exibem manifestacdes clinicas muito diversificadas em 0rgaos ou segmentos corporais,
desde dismorfias leves altamente prevalentes na populagdo, até defeitos complexos e
extremamente raros. Estes defeitos podem apresentar-se isolados ou associados,
compondo sindromes de causa genética e/ou ambiental. As anomalias congénitas
anatdmicas sdo genericamente chamadas de malformacGes congénitas (MFC) (Manual
de Anomalias Congénitas, 2012). As malformac6es congénitas fazem parte de uma
vasta categoria de defeitos congénitos, juntamente com o retardo mental de origem pré-
natal, os erros inatos do metabolismo e outros distarbios de origem principalmente
genética (ICBDMS, 2013; OMS, 2013).

De acordo com o relatério da United Nations Children’s Fund (UNICEF) de
2013 (http://www.childinfo.org/mortality.html) desde 1990 a taxa de mortalidade global
em criancas abaixo de 5 anos caiu 47% - de 90 mortes a cada 1000 nascidos vivos em
1990, para 48 em 2012. Todas as regides do mundo, exceto a Africa sub-sahariana e a
Ocednia, reduziram suas taxas de mortalidade abaixo de 5 anos em 50% ou mais. No
Brasil, a mortalidade neonatal (entre 0 e 27 dias de vida) representa cerca de 60 a 70%
da mortalidade infantil (Ministério da Saude, 2011). No mundo, a taxa de mortalidade
neonatal teve um declinio mais lento, de 37% - menos do que o declinio de 47% da taxa
de mortalidade em criangcas menores de cinco anos. A taxa de mortalidade infantil no
Brasil, calculada em criangas menores de um ano, em 1990 era de 49% enquanto que
em 2011 foi reduzida para 14% (http://www.unicef.org, 2013).

Esse fato evidencia as mudancas econdémicas do pais refletindo nos indicadores
da condicdo de vida e salude da populacdo. Embora tenha ocorrido um decréscimo
significativo de mortalidade infantil e perinatal, a taxa de mortalidade infantil em
decorréncia de anomalias congénitas, tem se mantido constante nas Gltimas décadas
(Victora et al., 2011). A taxa de mortalidade infantil por malformag6es congénitas,
deformidades e anomalias cromossdémicas, que ocupava a quinta colocacdo em
frequéncia na década de 80, assumiu a segunda posicdo no ano 2000
(http://www.datasus.gov.br, 2013). As anomalias congénitas foram responsaveis por 4%

das mortes em criancas abaixo de 5 anos de idade no mundo todo, j& na faixa etéria
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neonatal, as anomalias congénitas representaram 9% das causas de mortalidade
(http://www.childinfo.org/mortality.html).

Nazer & Cifuentes (2011) realizaram um levantamento do periodo de 1995 a
2008, baseado nos dados do Estudo Latino-Americano de Malformagdes Congeénitas
(ECLAMC), com informac6es de nascimentos de 9 paises da América Latina. Dados
gerais do ECLAMC apresentaram uma taxa global de 2,7% de malformagGes,
ocorrendo em 2,6% nos nativivos, e 8,6% dos natimortos. O Brasil teve uma taxa global
de 4,2% de malformacdes, sendo de 4,0% em nativivos e de 14,8% em natimortos. O
estudo em questdo apresentou uma grande heterogeneidade nas taxas de prevaléncia de
malformagBes congénitas entre os paises analisados. Segundo os autores, essas
diferencas podem ter ocorrido devido a fatores genéticos, ambientais, étnicos ou idade
materna, sem desconsiderar vieses analiticos.

No que se refere a incidéncia de MFC, ha controveérsias quanto aos dados
estatisticos brasileiros. Os estudos ndo consideram grupos multiétnicos na obtencéo dos
resultados, dificultando a compreensdo da incidéncia tanto nas diferentes regides,
qguanto no pais como um todo (Pereira et al., 2008; Horovitz et al., 2013). No Brasil,
estudos de morbidade em criancas indicam que as enfermidades genéticas e os defeitos
congénitos representam 37% das internacfes pediatricas em centros tercidrios de
assisténcia a salde (Horovitz et al., 2005) e sdo responsaveis por altas taxas de
cesarianas e prematuridade (Guerra et al., 2008).

As MFC menores sdo relativamente frequentes na populacdo geral e nédo
acarretam problemas significativos aos portadores. A associacdo de duas ou mais
anomalias menores ocorre em alta frequéncia nas sindromes malformativas. As MFC
maiores, sdo as que trazem consequéncia clinica e/ou estética ao portador. Cerca de 2%
dos recém-nascidos apresentam este tipo de anomalia, sendo que 1% tém malformacdes
multiplas. As vezes, exigem investigacio rigorosa, caso das hipospadias proximais que
potencialmente devem ser encaradas como problemas de intersexo. Estas malformacgoes
deixam sequelas funcionais importantes e frequentemente sdo de elevada
morbimortalidade (Manual de Anomalias Congénitas, 2012). Em 2010, foram
registrados como portadores de MFC 0,8% dos nativivos, sendo que as trés MFCs mais
frequentes foram as relacionadas ao aparelho osteomuscular (43,0%), do sistema
nervoso (11,3%) e dos oOrgdos genitais (9,8%) (Ministério da Saude, 2011). A

identificacdo precoce da natureza genética de uma determinada condigdo pode auxiliar
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no tratamento, e ajudar a identificar os recursos para fornecer os melhores cuidados para

a saude desses individuos.

1.1.1 Programa de Monitoramento de Defeitos Congénitos do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre/Estudo Colaborativo Latino-americano de Malformagdes
Congénitas (PMDC/ECLAMC)

O programa considerado “padrdo-ouro” para a deteccdo de defeitos congénitos
na América do Sul é o programa de base hospitalar do Estudo Latino-Americano de
Malformacgdes Congénitas (ECLAMC), que funciona ininterruptamente desde 1967
(Castilla & Orioli, 2004). O ECLAMC ¢é formado por uma rede de profissionais
interessados na pesquisa e prevencao de defeitos de congénitos (Poletta et al., 2014). O
ECLAMC esta vinculado a “International Clearinghouse for Birth Defects Surveillance
and Research” (ICBDSR), uma Organizacdo ndo Governamental ligada a Organizacdo
Mundial de Saude que recolhe informacdes dos programas de vigilancia e pesquisa de
anomalias congénitas em ambito mundial. Através dos registros de nascimentos em
maternidades de 10 paises da América do Sul o ECLAMC examina cerca de 200.000
nascimentos consecutivos (500 g ou mais) por ano. Todas as anomalias maiores e
menores observadas ao nascimento sdo registradas de acordo com 0s conceitos
predefinidos em seu manual operacional (ECLAMC: Manual Operacional 2007).

Até o ano de 2008, o ECLAMC possuia o registro de mais de 5 milhdes de
nascimentos, com mais de 300.000 casos de recém-nascidos com malformacdes
congénitas e seus controles (Nazer & Cifuentes, 2011). As informacGes coletadas e
registradas compreendem 80 variaveis relacionadas a fatores de risco genéticos e
ambientais. A complexidade dessas informagOes varia desde as muito elementares, tais
como género ou peso ao nascimento, até as mais complexas, como a exposi¢do
gestacional a fatores de risco para malformacgdes, e informagdes cruzadas como
histérico familiar, ancestralidade e consanguinidade.

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) passou a integrar o ECLAMC a
partir de 1983, primeiramente na modalidade coorte e a partir de 1986 na modalidade
caso-controle. O Programa de Monitoramento de Defeitos Congénitos (PMDC) do
HCPA segue as normas operacionais do ECLAMC, inclusive na defini¢cdo de quais

anomalias devem ser registradas. O objetivo principal do PDMC/ECLAMC ¢é monitorar
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0s nascimentos ocorridos no HCPA, por meio de um estudo caso-controle, para
observar o comportamento das frequéncias de alguns efeitos congénitos e associar 0s
dados a possiveis fatores de risco (Leite et al., 2001). Todo este esforco contribui para
indicar possiveis medidas preventivas com o intuito de diminuir a prevaléncia destas
malformacdes e, se possivel, detectar algum fator ambiental ainda desconhecido que
possa estar influindo no desenvolvimento dos fetos. O PMDC, ao manter um registro
ininterrupto dos nascimentos no HCPA, disponibiliza um valioso banco de dados para o

desenvolvimento de estudos sobre defeitos congénitos (Leite et al., 2001).

1.2. Rearranjos cromossdmicos e anomalias congénitas em recém-nascidos

Apesar de individualmente raras, a soma das prevaléncias das anomalias
cromossémicas e das doencas multifatoriais torna as doencas genéticas relativamente
frequentes em seu conjunto (Schinzel, 2001). Tem sido referido que a etiologia dos
defeitos congénitos seja em 6% dos casos causada por anomalias cromossOmicas; em
7,5% monogénica; em 20% multifatorial; e 6 a 7% causada por fatores ambientais,
incluindo teratogenos, infeccbes e doencas maternas (Caluseriu & Reardon, 2012). A
etiologia de mais de 50% dos defeitos congénitos ainda é desconhecida, e por serem
patologias individualmente pouco frequentes, entre outros fatores, sdo dificeis de
investigar (Calvo et al., 2012).

Estudos classicos em citogenética observaram que as anomalias cromossémicas
numericas ou estruturais estdo presentes em cerca de 1% das amostras nao selecionadas
de recém-nascidos (Jacobs et al., 1992) e em mais de 10% dos natimortos (Jackson,
2002). A partir destes, varios trabalhos utilizando métodos de citogenética convencional
foram publicados com uma frequéncia semelhante, mas que varia de acordo com a
metodologia utilizada para detectar estas alteracGes. Estima-se que, aproximadamente,
10 a 15% das criancas nascidas com malformacdes congeénitas, incluindo nativivos e
natimortos, apresentem desequilibrios cromossémicos (Nelson & Holmes, 1989; Le
Caignec et al., 2005; Korteweg et al., 2008). Destes, cerca de 80% sao trissomias dos
cromossomos 13, 18 ou 21. As alteracbes cromossdmicas mais frequentes sdo as
numéricas, e em cerca de 40% dos casos ocorrem alteragcdes estruturais do genoma
(Jackson et al., 2002).
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A partir do desenvolvimento de novas tecnologias para a deteccdo de alteracdes
no DNA, o numero de desequilibrios gendmicos identificados tem crescido rapidamente
e varias doengas gendmicas e sindromes malformativas tem sido descritas nos ultimos
anos (Vissers & Stankiewicz, 2012). Variantes estruturais (SVs) levando a
desequilibrios de dosagem génica no genoma tém sido observados em até 20% de
recém-nascidos com MFC e atraso de desenvolvimento.

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 varidveis dos rearranjos
n&o 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 et al, 2008). Determinadas regifes do genoma possuem
caracteristicas estruturais que as predispde a rearranjos. Esses rearranjos resultam em
desequilibrios que originam as chamadas doencas gendmicas, assim denominadas por
Lupski em 1998. As doengas gendmicas diferenciam-se dos mecanismos classicos de
uma doenca genética, em que um fendtipo anormal é principalmente originado por
mutacdes de ponto.

Foram propostos trés mecanismos principais para explicar a formacdo de
rearranjos genémicos (delecdes, duplicagdes, triplicacdes e inser¢fes): a recombinacao
homologa ndo alélica: NAHR-Nonallelic Homologous Recombination; NHEJ -
Nonhomologous DNA end joining e FoSTes-Fork Stalling and Template Switching (Gu
e col., 2008; rev. Stankiewicz & Lupski 2010). Esses rearranjos desencadeiam quadros
clinicos em funcdo da modificacdo da dosagem génica. Isso significa que existem genes
cujos efeitos sdo sensiveis quando uma regido é deletada ou duplicada. Além disso
fenotipos alterados podem ocorrer em decorréncia da ruptura de regides codificadores
ou de regides regulatdrias.

Lu et al. (2008) relataram a frequéncia de desequilibrios genémicos em 638
neonatos com diversos defeitos congénitos variados referidos para andlise
cromossémica por microarrays. No conjunto, 17.1% dos pacientes foram identificados
com desequilibrios clinicamente significantes, com taxa de deteccdo de 13,7%, 16,6% e
19,9%, dependendo da resolucdo da plataforma de arrays utilizada. Aproximadamente
em 28.6% dos recém-nascidos (RNs) com anomalias congénitas multiplas e cardiopatias
congénitas ou 27.1% daqueles com anomalias congénitas e dismorfismos foram

detectadas CNVs. As regides cromossdmicas mais frequentemente alteradas foram a
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22011.2 (regido critica da sindrome de delecdo 22g11.2 OMIM # 188400/ #192430),
5p15.4 e 4p16.3. Reddy et al. (2012) relataram os resultados de um estudo populacional
em 532 natimortos. Nessas amostras, a andlise por array-CGH evidenciou mais
alteracdes do que a analise pelo cariotipo (87,4% vs 70,5%), permitiu deteccdo mais
precisa das alteracGes genéticas (aneuploidias ou CNVs patogénicas, 8,3% vs 5,8%) e
também permitiu identificar um maior nimero de desequilibrios genémicos entre os 67
natimortos com anomalias congénitas (29,9% vs 19,4%).

Até o momento, 0 estudo mais abrangente de triagem neonatal (realizado em
20.126 casos nao selecionados) com a utilizacdo de analise por array-CGH como teste
de primeira linha revelou que 87/20.126 (0.43%) dos recém-nascidos apresentavam
desequilibrios cromossémicos (53 casos de aneuploidias, 23 de delecdes e 11 de
duplicacdes) (Park et al., 2013).

1.3. O estudo dos cromossomos em humanos

O mapeamento genético é frequentemente realizado por meio de duas estratégias
principais: correlagdes entre alteragdes cromossomicas ou gendmicas associadas aos
fendtipos anormais e estudos de ligacdo em grandes familias que apresentam varios
individuos afetados. Na primeira abordagem, a presenca de alteracGes associadas a
fenotipos anormais sugere que os pontos de quebra, a monossomia ou a duplicacdo de
segmentos, possam estar interferindo na expressdo de um ou mais genes, 0 que
explicaria a condicdo observada. As técnicas citogenéticas cléssicas utilizadas para o
estudo de cromossomos incluem bandamento cromossémico, com uma resolucédo
limitada em vérias situacGes, e que ndo permite relacionar de forma acurada o gendtipo
com uma condic¢do clinica. Por esse motivo, ao longo das ultimas décadas foram
desenvolvidos métodos com uma maior resolucdo de detectar desequilibrios genémicos
utilizando instrumentos de biologia molecular aplicados "a citogenética (citogenética
molecular). A aplicagdo de métodos de citogenética molecular permite uma analise mais
detalhada dos cromossomos e de sua arquitetura genémica possibilitando, por meio da
analise citogendmica, a cada vez mais, a identificacéo e caracterizacdo de desequilibrios

gendmicos associados as doengas em humanos.
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1.3.1 Analise cromossdmica classica e molecular

A anélise microscopica dos cromossomos tem sido o padrdo-ouro para o estudo
das anomalias cromossomicas 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 anomalias cromossdémicas
numericas e estruturais que tenham pelo menos de 3 a 10 milhGes de pares de base de
DNA (4Mb a 10Mb). Essa medida corresponde ao poder de resolucdo do método em
detectar uma banda cromossémica. O padrdo de bandas de um cromossomo permite
também a identificacdo de pontos de referéncia dentro dos mesmos, que sdo areas com
caracteristicas morfolégicas marcantes e distintas, que ajudam na identificacdo do
cromossomo e de suas regides. As bases moleculares de bandamento envolvem a
composicao de bases (nucleotideos), proteinas e a organizacdo funcional do genoma.

O nivel de resolucéo de uma técnica citogenética é determinado pelo nimero de
bandas visiveis. Com as técnicas de bandas e de maior resolucdo (800 a 2.000 bandas),
tornou-se possivel identificar algumas anormalidades cromossémicas estruturais
associadas a fendtipos caracteristicos e resultantes de desequilibrio de dosagem de
segmentos cromossdmicos especificos. Em situacdes especiais pode-se indicar o
bandamento de alta resolucdo, em que séo analisados os cromossomos durante a profase

ou prometafase.

A anélise cromossdmica por bandamento permanece como um dos exames
genéticos mais comuns e acessiveis realizados para diagnostico, tanto na area de
pediatria e oncologia quanto na de obstetricia/ginecologia. Esse método, porém,
apresenta varias limitacGes. As técnicas de citogenética classica, baseadas em
bandamentos cromossdmicos, permitem o diagndstico de alteracbes cromossdmicas
estruturais com a identificacdo de delecdes, inversdes, insercdes, translocagdes e outros
rearranjos cromossdmicos. No entanto, muitas aberragdes estruturais, como pequenas
delecdes e duplicagdes menores do que 3-5 Mb, cromossomos marcadores e rearranjos
cromossdmicos complexos, ndo sdo possiveis de serem identificadas ou bem
caracterizadas. Além disso, os procedimentos citogenéticos classicos necessitam de
cultivo celular para a obtencdo de cromossomos em metafase e estdo limitados a certas

células e tecidos.
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No final da década de 80, o estudo de cromossomos em humanos foi muito
beneficiado pelo desenvolvimento de métodos ndo isotopicos de hibridacdo in situ que
permitiu a deteccdo de alteragdes submicroscopicas. O método mais comum é a
hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH). No método de FISH, uma variedade de
tipos de sondas € usada para investigar cromossomos inteiros ou segmentos
cromossémicos especificos. A introducdo de técnicas citogenéticas moleculares trouxe
um grande avanco na detecgéo e identificacdo de rearranjos cromossomicos e elucidou
as bases citogenéticas de sindromes conhecidas. Deste modo, foi possivel uma melhor
caracterizacdo de aberracdes cromossdmicas previamente descritas, particularmente
cromossomos marcadores extras e duplicagdes de novo, as quais ndo podiam ser
caracterizadas com os métodos de bandamento citogenético convencionais (rev. Maluf
& Riegel, 2011).

A otimizacdo do método de hibridacdo in situ resultou no desenvolvimento de
diferentes técnicas baseadas no principio da hibridac&o in situ fluorescente, entre eles o
cariotipo espectral (SKY) (Liyanage et al., 1996) e multicolor FISH (m-FISH) (Uhrig et
al., 1999). Nesses métodos a combinacdo de fluorocromos permite identificar cada um
dos 23 pares de cromossomos. Outro metodo baseado nesse mesmo principio é a
hibridizacdo gendmica comparativa (comparative genomic hybridization — CGH), que
foi desenvolvida como método de rastreamento gendmico amplo, inicialmente na
tentativa de se identificar desequilibrios no nimero de copias do DNA em células

tumorais (rev. Riegel, 2014).

1.3.2 Hibridizacdo Gendmica Comparativa baseada em microarranjos

Desenvolvida inicialmente em 1992, a técnica de Hibridizacdo Gendmica
Comparativa (CGH) consiste na hibridizacdo competitiva de DNA teste e DNA normal,
marcados com fluorocromos diferentes. A técnica original utilizava metafases normais
fixadas em ladmina e é conhecida como CGH metafasico, cromossémico ou
convencional (Kallioniemi et al., 1992). Mantendo o mesmo principio de comparacéo
entre DNA teste (amostra) e DNA normal (referéncia) e utilizando a tecnologia de
microarranjos (Solinas-Toldo et al., 1997; Pinkel et al., 1998), foi possivel o

desenvolvimento de uma metodologia de analise gendbmica comparativa, agora baseada
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em microarranjos, conhecida como array-CGH. Basicamente, a técnica utiliza varios
fragmentos pré-selecionados de DNA fixado, de forma loci-especifica em uma
superficie (ldamina 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.

As sondas-alvo de arrays sdo segmentos de DNA conhecidos e clonados em
cromossomos artificiais de bactérias (BACs — Bacterial Artificial Chromosomes)
(Telenius et al., 1992), (de tamanho de 75-200 kb) ou menores inseridos em cosmideos
(30-40 kb), fosmideos (40-50 Kb) ou plasmideos (2-6 Kb). Podem também ser
sintetizados, como no caso de oligonucleotideos. Os primeiros arrays foram construidos
com plataformas de cosmideos (Solinas-Toldo et al., 1997), substituidos em seguida por
BACs (Pinkel et al, 1998). Devido ao grande tamanho das sondas, esses arrays
possuem alta sensibilidade e os resultados podem ser confirmados por FISH. 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 & Pinkel,
2003) e SNPs (Single nucleotide polymorphism) tém possibilitado uma cobertura com
maior resolucdo e abrangéncia do genoma humano (Shaikh, 2007).

As principais vantagens da técnica de array-CGH, se comparada com as técnicas
de citogenética convencional e com outros métodos de citogenética molecular, séo: 1.
N&o ser necessaria a obtencdo de metafases, permitindo a analise do DNA extraido de
diferentes tipos de tecidos; 2. O DNA gendmico inteiro pode ser analisado em um nico
experimento, incluindo a capacidade de investigar milhares de regifes cromossomicas
em uma unica analise, em um curto periodo de tempo e com alta resolucdo e, 3. A
sensibilidade e a especificidade do método sdo bastante altas.

Embora o array-CGH tenha provado ser uma técnica eficiente e reproduzivel
para 0 estudo de rearranjos cromossomicos, evidenciam-se algumas desvantagens
quando comparada com as técnicas citogenéticas: 1. Impossibilidade de detectar
rearranjos equilibrados (translocacGes, insercdes e inversdes); 2. Impossibilidade de
determinar a ploidia do genoma investigado, ndo sendo possivel diferenciar uma
poliploidia de um cari6tipo normal; 3. Dificuldade em determinar a origem estrutural de
uma aberracdo e, 4. Niveis de mosaicismo abaixo de 30% podem ser dificeis de
detectar. Estas limitagdes dependem do principio geral da metodologia, enquanto que o

desempenho de um experimento utilizando array-CGH depende também do tipo de
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plataforma a ser empregada. O tipo de DNA utilizado e a quantidade de regides

pesquisadas variam entre diferentes protocolos e distintas plataformas.

1.4. Variagdo do numero de cépias de DNA no genoma humano

A variagdo do nimero de copias (do inglés Copy Number Variations - CNVs)
esta relacionada com segmentos de DNA maior ou igual a 1 kb, cujo niumero de cépias
em um dado individuo se mostra variavel devido a perda ou ao ganho de material
genético em comparacdo com um genoma de referéncia (Feuk et al., 2006). Variacdes
gendmicas que perturbam a condi¢do diploide, como delecdo, duplicagdo ou triplicacdo
de material gendmico, podem ter como consequéncia um fenétipo anormal. A variacdo
no genoma humano esta presente em muitas formas, incluindo polimorfismos de um
unico nucleotideo, polimorfismos de pequenas insercdes-deleces, nimero variavel de
sequéncias repetitivas e alteragcOes estruturais gendmicas, que sdo duplicaces e
delecdes grandes (lafrate et al., 2004).

Tem sido demonstrado que genomas de individuos nao aparentados diferem
grandemente em relacdo ao numero dessas CNVs. A dimensdo dessa variabilidade se
tornou evidente quando trabalhos independentes (Sebat et al., 2004; lafrate et al., 2004;
Tuzun et al., 2005) demonstraram pelo uso de diferentes plataformas de array-CGH que
genomas de individuos saudaveis apresentavam centenas de regides genémicas que
variavam significantemente quanto ao nimero de copias. Em média, dois individuos
ndo relacionados podem diferir em até 12% do seu genoma devido a presenca de CNVs
(Redon et al., 2006).

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 regulatdrios. Considerando esses fatores, tem sido sugerido que varias CNVs
contribuem para o desenvolvimento de doencas por meio da influéncia na alteracdo de
funcdes fisioldgicas. As CNVs intragénicas ou que abrangem um Unico gene podem ter
consequéncias funcionais similares as das mutacGes de ponto patogénicas. As CNVs
maiores podem incluir multiplos genes, levando a sindromes de genes contiguos (Lee et
al., 2007; Lee & Scherer, 2010).
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A maioria das CNVs, em um genoma individual ndo sdo decorrentes de novas
mutacBes, mas de polimorfismos do nimero de coOpias (do inglés copy number
polymorphisms ou CNPs) compartilhadas com vérias outras pessoas (Mills et al., 2011;
Sebat et al., 2004; Tuzun et al., 2005). Os CNPs sdo frequentemente localizados
préximos a outros tipos de rearranjos gendémicos e muitos ocorrem dentro de regides
gendmicas conhecidas de rearranjos recorrentes associados a sindromes, como Prader-
Willi/Angelman, DiGeorge/Velocardiofacial e atrofia muscular espinhal. Esses CNPs
ndo implicam diretamente na condi¢do da doenca, mas podem estar refletindo em uma
instabilidade dessas regides genémicas (Sebat et al., 2004).

O maior desafio atual em relacdo a identificagdo de CNVs consiste em distinguir
entre as que estdo relacionadas a uma condicdo genética especifica das que estdo

presentes na populacdo em geral.

1.5. Interpretacéo de desequilibrios gendmicos identificados por array-CGH

O uso generalizado do método de array-CGH revelou que uma grande
propor¢cdo do genoma humano contém regies do numero de coOpias varidvel, e
distinguir entre ganhos e perdas patogénicos e benignos tém sido um desafio. Embora a
tecnologia de microarrays esteja bem estabelecida tecnicamente e existam inimeros
algoritmos disponiveis para a estimativa do nimero de copias (McDonnell et al., 2013),
a resolucdo das plataformas de matriz utilizados na citogenética molecular e a
compreensdo dos efeitos clinicos de CNVs ainda estdo em constante processo de
avaliacdo. CNVs recorrentes podem ser detectados tanto em individuos afetados por
uma doenca quanto em individuos saudaveis. Freqlientemente, mais de uma CNV €
identificada em um portador podendo reduzir ou agravar o fendtipo clinico na presenca
de uma CNV patogénica. Girirajan, et al. (2010) demonstraram que a microdelecédo
16p11.2 predispde individuos a fenotipos neuropsiquiatricos quando € um evento Gnico
e agrava fenotipos do desenvolvimento neurologico quando em associagdo com outras
grandes delecGes ou duplicagdes no genoma de um mesmo individuo.

A grande quantidade de informacdes clinicas e citogenéticas disponiveis em
bancos de dados de acesso livre poderia ajudar a decifrar as combinacGes de variantes
que levam a diferentes graus de patogenicidade. Fatores que influenciam a

patogenicidade de CNVs, e uma classificacdo baseada em evidéncias para a
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interpretacdo clinica de CNVs, tém sido discutidos e propostos (Lee et al., 2007; Hehir-
Kwa et al., 2010; Miller et al., 2010; Gijsbers et al., 2011; de Leeuw et al., 2012; Riggs
et al., 2012; Liehr, 2014). Recursos on-line e bancos de dados publicos tém sido
desenvolvidos e sdo utilizados pela comunidade cientifica e biomédica.

Embora estratégias comuns tenham sido propostas para ajudar a interpretar
resultados de CNVs, ainda ndo existe um critério universal. A maior parte dos
laboratorios classifica as CNVs em categorias diferentes utilizando algumas ou todas as
classificacbes propostas. De uma maneira geral, a classificacdo estabelece 3 principais
categorias: CNV benigna ou variante genémica normal; CNV com relevancia clinica
incerta ou variantes de significado indeterminado (VOUS) e CNV patogénica, com
relevancia clinica, ou possivelmente patogénica (Miller et al., 2010, de Leuw et al.,
2012; Riggs et al., 2012). No entanto, a plataforma de microarrays utilizada e os
critérios de informacdo podem variar entre diferentes laboratérios. Além dos bancos de
dados publicos disponiveis, alguns laboratérios tém seus prdprios bancos de dados de
variantes, considerando que populagdes distintas podem ter variac¢Ges distintas.

Ao interpretar e classificar CNVs, é essencial distinguir ganhos com perdas
gendmicas porque as potenciais consequéncias clinicas podem diferir significativamente
(Vermeesch et al., 2012). As caracteristicas das bases de dados disponiveis na internet
comumente utilizados e de recursos on line de uma maneira geral foram resumidos por
de Leeuw et al., (2012), que propuseram uma estratégia geral de interpretacdo que pode
ser utilizada para a analise comparativa de genomas. Algumas das bases de dados de
variantes na populacdo e em individuos portadores de fenotipos associados a
anormalidades cromossdmicas, disponiveis on-line (dezembro de 2013), estéo listadas a
sequir:

Centre for the Development and Evaluation of Complex Interventions for Public Health
Improvement (DECIPHER) project: http://decipher.sanger.ac.uk

The Chromosome Anomaly Collection: http://www.ngrl.org.uk/wessex/collection/

Chromosomal Variation in Man Online Database:
http://www.wiley.com/legacy/products/subject/life/borgaonkar/access.htmi

Cytogenetic Data Analysis System (CyDAS): http://www.cydas.org/

Database of genomic structural variation (bdVar): http://www.ncbi.nIm.nih.gov/dbvar/
Database of Genomic Variants (DGV): http://projects.tcag.ca/variation

Ensembl Genome Browser: http://www.ensembl.org/

European Cytogeneticists Association Register of Unbalanced Chromosome
Aberrations (ECARUCA): http://www.ecaruc.net
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The International Collaboration for Clinical Genomics: http://www.iccg.org/
Small supernumerary marker chromosomes: http://ssmc-tl.com/sSMC.html
University of California Santa Cruz Genome Browser (UCSC): http://genome.ucs.edu/
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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2.1. Justificativa

A anédlise cromossdémica convencional para a deteccdo de aneuploidias e de
aneussomias segmentais através do cariotipo padrdo com bandamento G, utilizada
rotineiramente na investigacdo de neonatos com anomalias congénitas, permite o
diagnostico de alteracBes maiores que 3-5 Mb, apenas. Nas Ultimas décadas, técnicas
moleculares como a hibridizagdo gendomica comparativa baseada em microarranjos
(array-CGH), permitiram um aumento da resolucdo das andlises e a identificacdo de
desequilibrios gendmicos menores. A deteccdo de microdelecdes e microduplicacBes ao
longo do genoma permite definir rearranjos cromossoémicos e variagcbes do numero de
copias (CNVs). Dados da literatura indicam que os rearranjos cromossémicos € CNVs
estdo envolvidos numa parcela significativa das anomalias congénitas, de modo que
estudos citogenémicos deverdo trazer informacdes importantes para a compreensdo da
sua etiologia. A investigacdo por array-CGH permite que a pesquisa de alteracdes
cromossémicas submicroscopicas seja feita a partir de amostras de DNA, o que é
importante uma vez que nem sempre é possivel obter células do paciente para estudos
citogenéticos convencionais ou mesmo por hibridizacdo in situ por fluorescéncia
(FISH). Além disso, estudos com FISH exigem uma indicacéo clinica especifica (para
utilizacdo da sonda correta no teste), o que nem sempre é possivel de se perceber num
recém-nascido, os quais algumas vezes vao a 6bito pouco apds o nascimento. Assim, a
investigacdo de neonatos com anomalias congénitas por array-CGH contribui para um
diagnostico acurado, o que é fundamental para o aconselhamento genético a ser
prestado as familias e que deve impactar favoravelmente o manejo global dos casos.
Estudos sobre a frequéncia e o tipo de rearranjos cromossémicos submicroscépicos em
neonatos com anomalias congénitas de causa ndo conhecida ainda Sdo escassos no
Brasil, e a exequibilidade e utilidade de estudos por array-CGH ainda esta por ser

demonstrada e justificada.
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2.2. Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo geral identificar rearranjos cromossdmicos e
variacdo do numero de cépias (CNVs) do genoma por meio da investigacdo de
microdelecdes e microduplicacbes em recém-nascidos com malformacdes congénitas de

etiologia desconhecida.

2.3. Objetivos Especificos

e Detectar desequilibrios genémicos por meio de array-CGH associados a

malformacdes congénitas de etiologia desconhecida.

e Caracterizar do ponto de vista citogenémico as regides cromossémicas que

apresentem namero de copias alterado

e Comparar as alteracbes encontradas com as de bancos publicos de dados

gendmicos e avaliar a sua significancia clinica.

e Avaliar a viabilidade da utilizacdo do método de array-CGH para anélise
comparativa de genomas em um hospital universitario do Sistema Unico de

Saude.
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CAPITULO 3

Microarray-based Comparative Genomic Hybridization analysis in neonates with
congenital anomalies: detection of chromosomal imbalances and considerations

about their clinical significance

Artigo submetido, janeiro de 2014.

27



A manuscript number has been assigned: JPED-D-14-00099 Posteingang  x

Jornal de Pediatria jped@jped.com br uber eesmail elsevier.com
an mich; mriegel (=

Ms. Ref. No.: JPED-D-14-00099

Title: Microarray-based Comparative Genomic Hybridization analysis in necnates with congenital anomalies: detection of
about their clinical significance

Jornal de Pediatria

Dear Dr. Mariluce Riegel,

Your submission "Microarray-based Comparative Genomic Hybridization analysis in neonates with congenital anomalies
considerations about their clinical significance” has been assigned manuscript number JPED-D-14-00099.

To track the status of your paper, please do the following:
1. Go to this URL: hitp://ees.elsevier.com/jped/
2. Enter your login details

3. Click [Author Login]
This takes you to the Author Main Menu.

4. Click [Submissions Being Processed]

Thank you for submitting your work to Jornal de Pediatria.
Kind regards,
Cristine Henderson Severo

Receiving Ed/Office
Jomnal de Pediatria

28



Title: Microarray-based Comparative Genomic Hybridization analysis in neonates with
congenital anomalies: detection of chromosomal imbalances and considerations about

their clinical significance
Short title: Array CGH in neonates with congenital anomalies
Authors: Luiza Dorfman?, Jilio César L Leite MD, PhD?, Mariluce Riegel, PhD?

Authors e-mails, CV Lattes and contributions:

luiza_dorfman@yahoo.com.br CV lattes: http://lattes.cnpq.br/4775815681370527
(contribution: laboratory analyses, data interpretation, manuscript writing)

jcleite@hcpa.ufrgs.br CV lattes: http://lattes.cnpqg.br/8813711478067403
(contribution: clinical data collection, manuscript critical review)

mriegel@hcpa.ufrgs.br CV lattes: http://lattes.cnpq.br/9723906062426963
(contribution: project design, laboratory analyses, data interpretation, manuscript
writing, manuscript submission)

Conflicts of Interest: Authors have no conflict of interest to disclose

Affiliations:

Programa de Pés-graduacéo em Genética e Biologia Molecular, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil

2Servico de Genética Médica, Hospital de Clinicas, Porto Alegre, RS, Brasil

Corresponding author and author in charge of pre-publication contact:
Mariluce Riegel

Servico de Genética Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Rua Ramiro Barcelos 2350, Porto Alegre, RS 90035-903, Brasil

Tel + 55 51 3359 8011; Fax + 55 51 3359 8010; E-mail mriegel@hcpa.ufrgs.br

Funding sources: CNPg/Brazil, grant 402012/2010-0
Main text word count: 2,998 words

Abstract word count: 488 words
Tables and Figures: 2 tables and 1 figure

29


mailto:luiza_dorfman@yahoo.com.br
http://lattes.cnpq.br/4775815681370527
mailto:jcleite@hcpa.ufrgs.br
http://lattes.cnpq.br/8813711478067403
mailto:mriegel@hcpa.ufrgs.br
http://lattes.cnpq.br/9723906062426963
mailto:mriegel@hcpa.ufrgs.br

ABSTRACT

OBJECTIVE: To identify chromosomal imbalances by whole-genome microarray-
based Comparative Genomic Hybridization (array-CGH) in DNA samples of neonates
with congenital anomalies of unknown cause from a birth defects monitoring program
at a public maternity hospital. METHODS: A blind genomic analysis was performed
retrospectively in 35 stored DNA samples of neonates born between July/2011 and
December/2012. All potential DNA copy number variations detected (CNVSs) were
matched with those reported in public genomic databases, and their clinical significance
was evaluated. RESULTS: Out of a total of 35 samples tested, 13 genomic imbalances
were detected in 12/35 cases (34.3%). In 4/35 cases (11.4%), chromosomal imbalances
could be defined as pathogenic; in 5/35 (14.3%) cases, DNA CNVs of uncertain clinical
significance were identified; and in 4/35 cases (11.4%), normal variants were detected.
Among the 4 cases with results considered causally related to the clinical findings, 2/4
(50%) showed causative alterations already associated with well-defined microdeletion
syndromes. In 2/4 samples (50%), the chromosomal imbalances found, although
predicted as pathogenic, had not been previously associated with recognized clinical
entities. CONCLUSIONS: Array-CGH analysis allowed for a higher rate of detection of
chromosomal anomalies, and this determination is especially valuable in neonates with
congenital anomalies of unknown etiology, or in cases in which karyotype results
cannot be obtained. Moreover, although the interpretation of the results must be refined,
this method is a robust and precise tool that can be used in the first-line investigation of
congenital anomalies and should be considered for prospective/retrospective analyses of

DNA samples by birth defects monitoring programs.
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RESUMO

OBJETIVOS: Este estudo identificou desequilibrios cromossémicos por Hibridizagdo
Gendmica Comparativa de genoma total baseada em microarranjos (array-CGH) em
amostras de DNA de neonatos com malformac@es congénitas de causa desconhecida, de
um programa de monitoramento de defeitos congénitos de uma maternidade hospitalar
plblica. METODOS: Uma anélise gendmica cega foi realizada retrospectivamente em
35 amostras de DNA armazenadas, coletadas de neonatos nascidos entre julho/2011 e
dezembro/2012. Todas as variagdes no numero de copias (CNVs) detectadas foram
comparadas com as descritas em bancos publicos de dados gendmicos, e sua
significancia clinica foi avaliada. RESULTADOS: Treze desequilibrios genémicos
foram detectados em 12/35 casos (34,3 %). Em 4/35 casos (11,4%), os desequilibrios
cromossémicos puderam ser definidos como patogénicos e causalmente relacionados
aos fenotipos alterados; em 5/35 (14,3%) casos, CNVs de significado clinico incerto
foram identificados; e, em 4/35 casos (11,4%), variantes normais foram detectadas.
Entre os 4 casos cujos resultados foram considerados causalmente relacionados com 0s
achados clinicos, 2/4 (50%) tinham alteracfes patogénicas que ja haviam sido
associadas com sindromes de microdelecdo bem conhecidas. Em 2/4 amostras (50%), 0s
desequilibrios cromossémicos encontrados, ainda que preditos como patogénicos, nao
haviam sido previamente associados com entidades clinicas reconhecidas.
CONCLUSOES: Anélise do genoma total por array-CGH permitiu uma taxa mais alta
de deteccdo de anomalias cromossémicas, em comparacdo com a analise cromossdmica
com bandas G. O uso de array-CGH é especialmente valioso em recém-nascidos com
anomalias congénitas de etiologia desconhecida, ou em casos nos quais os resultados do
cariotipo ndo puderam ser obtidos. Além disso, ainda que a interpretacdo dos resultados
deva ser refinada, este método ja € uma ferramenta robusta e precisa, a qual pode ser
considerada na primeira linha de investigacdo de anomalias congénitas para a analise
prospectiva/retrospectiva de amostras de DNA em programas de monitoramento de

defeitos congénitos.
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Introduction

Although Mendelian, chromosomal and environmental causes have been
established for many congenital anomalies and dysmorphic syndromes, the precise
etiology of several such conditions has not yet been identified. Etiologic investigations
of congenital anomalies suggest that 6% of birth defects are related to chromosomal
abnormalities."However, the proportion of chromosomal anomalies in birth defects may
be higher. Some individuals with congenital anomalies may have genomic imbalances
below the resolution of standard chromosome analysis, which is > 5 Mb. In the last
decade, significant developments in the molecular detection of chromosomal
imbalances has occurred, and their causal relationship to congenital anomalies and
mental disabilities has increased. The considerable gap between the resolution for
detection of chromosome abnormalities with light microscopy and molecular gene
analysis was bridged with the introduction of molecular approaches, such as microarray-
based Comparative Genomic Hybridization (array-CGH). Array-CGH is currently the
most powerful method for the simultaneous detection of chromosomal imbalances and
the most prevalent chromosome abnormalities. Array-CGH allows the detection of
trisomies and large chromosomal anomalies (already recognized by standard karyotype
analysis) as well as smaller submicroscopic chromosomal imbalances (deletions,
duplications, or triplications of any chromosomal region, few of which are recognized
by FISH) that result in copy-number variations (CNVs). Several studies have shown
that the use of array-based technologies increases the detection rate of chromosomal
abnormalities to approximately 14%-18%, compared to a rate of approximately 3%
(excluding trisomy 21) using standard cytogenetic approaches in individuals with
developmental delay, intellectual disability, learning difficulty, multiple congenital

abnormalities (MCAs), autistic spectrum disorders, schizophrenia and other
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neuropsychiatric disorders.’The overall frequency of unbalanced chromosome
abnormalities was reported in neonates as 0.43%, according to recent reports. 4
Therefore, the introduction of genome-wide array-CGH analysis at the neonatal period,
when few clinical findings related to recognized causes may be present, potentially
increases the possibility of early detection of chromosomal abnormalities consistent
with a genetic/genomic disorder.

Therefore, the aim of this study was to identify chromosomal imbalances using a
retrospective whole-genome microarray-based comparative genomic hybridization
(array-CGH) analysis in stored DNA samples of neonates with congenital anomalies of
unknown cause. In addition, this study evaluated the contribution of array-CGH as a

first-line diagnostic tool in neonates with congenital anomalies evaluated by a birth

defects monitoring program at a public maternity hospital in Southern Brazil.

Methods
Sample selection

This study (with a retrospective approach) was performed using de-identified
blood DNA samples of neonates, obtained from the biorepository of the Birth Defects
Monitoring Program (PMDC) of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil.
Subjects were less than 30 days of age and presented a wide range of congenital
anomalies of unknown cause and in whom a chromosomal abnormality was suspected.
The clinical indications for cytogenetic analysis at the time of referral were taken from
the clinical and laboratory data collected at birth, available at hospital records, and do
not include follow-up investigations and information about disease outcomes. Cases
without enough clinical data were excluded, as well as cases where mothers had clinical

or laboratory suspicion of infectious/parasitic diseases or a history of use/abuse of illicit
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drugs/alcohol during pregnancy. According to these criteria, a total of 45 samples were
selected, but 10 of these samples were excluded because they did not achieve the
optimal DNA quality needed for the array-CGH analysis, being the study carried out
with 35 samples. The results of previous chromosome analyses were obtained in 32
cases. Conventional cytogenetic testing at the 500-550 band level resolution was
initially normal for all cases, but in one case a report of an abnormal karyotype was
provided later. This study was approved by the IRB/HCPA and was conducted in
accordance with current institutional ethics rules regarding the use of biological
materials from biorepositories.”

Whole-genome Array CGH

We performed oligonucleotide array-based CGH using an 8x60 K whole-
genome platform (design 2521924, Agilent Technologies, Santa Clara, USA), which
has an average spacing of 40 kb between probes. Genomic DNA analyzed was isolated
from the peripheral blood of 35 neonatal individuals provided by the PMDC-HCPA. For
each experiment, a gender-mismatched normal reference (Promega Corp., Madison, WI,
USA) was used. The experiments were performed according to the manufacturer’s
protocol. Images of the arrays were taken using a microarray scanner (G2600D) and
processed using Feature Extraction software (v9.5.1), both from Agilent. The raw data
were analyzed by Agilent Cytogenomics v2.7.8.0 software with the statistical algorithm
ADM-2, using a threshold of 6.0 and a 4-probe minimum aberration call. Subsequent
software normalization of the data was performed for the verification of DNA copy
number changes. The P values for each probe were calculated, providing additional
objective statistical criteria to determine whether the deviation of each probe from zero

was statistically significant.°All experiments included two array hybridizations per

34



sample, and the results were recorded and compared. Only genomic imbalances
detected in both dye-swap experiments were reported.
Data Analysis

Whole-genome array-CGH data analyses were performed in a blinded fashion;
samples were received, de-identified, and investigators who performed the array-CGH
analyses were not aware of the previous clinical and laboratory information related to
each sample. The DNA copy number variations (CNVs) detected were compared with
CNVs reported in publicly available online resources and databases of chromosomal
abnormalities and variants.”*We classified the CNVs (gain/duplication or
losses/deletions) into different categories: benign CNV (normal genomic variant); CNV
of uncertain clinical relevance (variant of uncertain significance -VOUS); and CNV of
possible clinical relevance (pathogenic variant). In this study, the pathogenic
abnormalities included the detection of CNVs in known pathogenic regions,
deletion/duplication >3 Mb in size or visible by G-banded karyotype that have not been
reported in the normal population, and deletions or duplications <3 Mb previously
reported as pathogenic. Benign deletions or duplications included variants well
documented in the normal population or previously reported as benign. Deletions or
duplications were classified as being VOUS when insufficient evidence was available to
conclude if the CNV was either pathogenic or benign.
Results

The data of the 35 neonates with congenital anomalies of unknown cause, born
between July 2011 and December 2012, whose DNA samples were analyzed by whole-
genome array-CGH, is presented in Table 1.The maternal age ranged from 16 to 41
years. We identified 12 (34.3%) cases with DNA copy number variations (CNVs). From

those cases, 7/12 (58.3%) were male and 5/12 (41.7%) were female. The details of the
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array-CGH results from the cases with genomic imbalances are summarized in Table 2.
Thirteen CNVs were identified in 12 individuals. Overall, duplications were verified in
6/35 (17%) and deletions in 7/35 (20%) of the chromosomal imbalances. In 6/35 (17%)
cases, only a deletion was identified; 5/35 cases (14.3%) only had a duplication, and
1/35 (2.8%) had a deletion and a duplication. Additionally, a fluorescence in situ
hybridization (FISH) test confirmed the array-CGH results in 1 deletion case (case 14)
from which stored cells were available (data not shown).

Among the 5 individuals with syndromic or non-syndromic orofacial clefts
(cases 14, 25, 30, 34, and 37) in whom genomic imbalances were detected, we found in
1 case a clinically significant 7.2 Mb deletion at chromosome 17p13.3-p13.1 (case 14)
that coincides with the known Miller-Dieker syndrome (MDS) region. FISH analysis
confirmed the deletion of chromosome 17p13.3 region (data not shown). The other 4
cases with oral facial clefts showed CNVs that were classified as benign or as VOUS.
Of the 2 cases with arthrogryposis multiplex congenital (17 and 31), we found in 1
individual an insterstitial duplication of the long arm of chromosome 6 at band g22.31-
g27 and a terminal deletion of the long arm of chromosome 1 at band g44. The previous
karyotype analysis showed the identification of a chromosomal abnormality of
unknown origin involving the long arm of chromosome 6 but not the chromosomal
imbalance that involved chromosome 1. This infant died at the age of 35 days. Of 5
additional cases with MCAs (1, 16, 22, 38 and 48), we identified clinically significant
chromosomal imbalances or potential pathogenic CNVs in 3 cases (1, 31, and 48). The
subjects died at the age of 2 days, 5 hours and 3 days after birth, respectively. Overall,
the deletions were classified as pathogenic in 3 cases (1, 14, and 48), as benign in 2
cases (16 and 30), and as VOUS in 2 cases (17 and 31). The duplications were classified

as pathogenic in 1 case (31), as benign in 2 cases (34 and 38) and as VOUS in 3 cases
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(cases 22, 25 and 37). Examples of array-CGH graphical overviews are shown in Figure

1.

Discussion

The aim of this study was to retrospectively identify genomic imbalances using
whole-genome microarray-based comparative genomic hybridization (array-CGH) in
samples available from neonates with congenital anomalies of unknown etiology. In
addition, this study evaluated the contribution of array-CGH as a first-line diagnostic
tool in neonates with congenital anomalies in a birth defects monitoring program at a
public maternity hospital in Southern Brazil.

To date, the largest newborn screening (in 20,126 unselected cases) using array-
CGH analysis as a first-line test revealed that 87/20,126 (0.43%) of the neonatal cases
had chromosomal imbalances (53 cases of aneuploidies, 23 deletions and 11
duplications).*

Reddy et al'* reported the results of a population-based study of 532 stillbirths.
In this sample, array-CGH analysis yielded more results than did karyotype analysis
(87.4% vs 70.5%), provided better detection of genetic abnormalities (aneuploidy or
pathogenic CNVs, 8.3% vs 5.8%) and also identified more genomic imbalances among
67 stillbirths with congenital anomalies (29.9% vs 19.4%).

When selective screening is performed, the use of array-based technologies
demonstrated the ability to detect pathogenic imbalances in approximately 14-18% of
cases with developmental delay, intellectual disability, and MCAs referred for
analysis.>*>*®0ur study verified genomic imbalances in 4/35 (11.4%) of the cases that

could be defined as pathogenic and causally related to the abnormal phenotypes.
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Although our study was performed in a relatively small cohort, the rate of positive
findings detected through array-CGH is in the range reported in several postnatal series.

Although a clear association exists between CNVs in both syndromic and non-
syndromic congenital anomalies, only few large cohort studies have specifically
performed whole-genome array-CGH analysis in samples of neonates with birth defects.
Lu et al*® reported the frequency of genomic imbalances identified in 638 neonates with
various birth defects referred for chromosomal microarray analysis. They used 3
different array platforms with increasingly extensive genomic coverage and compared
the results obtained. Overall, 17.1% of patients were identified with clinically
significant abnormalities, with detection rates of 13.7%, 16.6% and 19.9%, depending
on the array platform used.

In the present study, a previous karyotype analysis was available in 32 cases
showing that the frequency of chromosomal imbalances detected was 1/32 (3.1%). The
detection yield of genomic imbalances not previously detected by karyotype analysis
increased to 9/32 cases (28%) with the use of array-CGH, in agreement with the
expected increased detection yield. In 4/35 cases (11.4%), CNVs could be defined as
pathogenic and causally related to the abnormal phenotypes. Rate differences between
different studies may be due to the cohort size, differences in the resolution of the array
platform used, the criteria for patient selection and the interpretation of the clinical
relevance of the CNVs.

Among the 4/35 pathogenic cases, in 2 cases (31 and 48), the abnormalities
found had not been previously associated with well-recognized syndromes. In the 2
other cases (1 and 14), causative alterations had already been associated with well-
defined microdeletion syndromes® (Wolf-Hirschhorn Syndrome-WHS, and MDS,

respectively). In these 2 cases with CNVs associated with well-defined genetic
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disorders, the chromosomal imbalances could have been previously diagnosed by
karyotype analysis or by FISH analysis alone (using locus-specific probes for the
critical chromosome region) if the clinical findings at the time of referral were
indicative of a particular microdeletion syndrome that could inform exactly which
region(s) and/or chromosome(s) to investigate. However, both samples were from
subjects in whom neither karyotype nor FISH analysis results were available. Certain
genetic disorders, such as WHS and MDS, are microdeletion syndromes with CNV of
variable size known to be caused by dosage-sensitive genes, and atypical recognized
syndromes associated with non-recurrent microdeletions might be clinically missed at
birth. Furthermore, even in a well-defined syndrome, non-recurrent chromosome
deletions can be of different sizes, leading to a broad phenotypic spectrum.

One of the 2 cases with arthrogryposis multiplex congenita (case 31) showed a
large duplication of the long arm of chromosome 6 at bands g22.31-gq27 and a smaller
deletion of the long arm of chromosome 1 at band g44. The retrieval of laboratory
records showed that a chromosomal abnormality of unknown origin involving the long
arm of chromosome 6 was previously recorded, but no chromosomal imbalance
involving chromosome 1 was identified. At that time, there was the expectation that
parental karyotypes would be performed to better define the type and origin (if de novo
or familial) of the extra material on chromosome 6. Array-CGH analysis allowed for
additional genomic information regarding the duplication at chromosome 6 previously
identified and the detection of an additional genomic imbalance (deletion at
chromosome 1) that was not previously reported. Frequently, more than one CNV is
identified in an individual. It is evident already from the karyotype analysis that the

large chromosome duplications must involve many genes and be causally related to the
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congenital anomalies, as assumed in case 31. However, it has been recognized that the
presence of another CNV could reduce or aggravate the clinical phenotype.?"*

From the 2 samples with syndromic cleft lip and/or cleft palate (cases 14 and 34)
and the 3 with non-syndromic cleft lip and cleft palate (cases 25, 30, and 37), 1 case
(14) had a clinically significant 7.2 Mb deletion at chromosome 17p13.3-p13.1 that
coincides with the known MDS microdeletion syndrome. In the other 4 cases, benign
CNVs (30 and 34) or VOUS were identified (cases 25 and 37). Approximately 30% of
cleft lip and palate cases and 50% of cleft palate cases are recognized as components of
MCA syndromes.”®

However, both genetic and environmental factors are known to contribute to the
occurrence of cleft lip and palate, making it complicated to elucidate the causative
mechanisms. Considerable efforts have been made seeking candidate gene(s) for non-
syndromic clefts through array-CGH, showing it is an effective method for isolating
candidate loci.?*®

The clinical relevance of 5/13 (36.7%) CNVs among the 12 cases with genomic
imbalances remains uncertain at present, as there is insufficient evidence to conclude if
the CNVs were either pathogenic or benign. When CNVs are detected that have no
strong track record for clinical importance, the interpretation of whether they are causal
for the birth defect can be challenging. We should also consider that the CNV is
potentially inherited from a healthy parent and, in this case, could be a pathogenic
variant with incomplete penetrance or a benign familiar variation. The highly variable
nature of the genome means that care must be taken in assigning pathogenicity to CNVs
detected by array-CGH. From the CNVs classified as being VOUS in this study, we

might expect that parental studies would be performed to allow a better interpretation

and to provide valuable information for genetic counseling prior to a future pregnancy.
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Indeed, it is important to report data on chromosome imbalances with unclear clinical
significance because some of the data may represent recurrent CNVs that could be
associated with novel syndromes. Reports of patients with similar genomic imbalances
and clinical findings can lead to the identification of newly recognized genomic
disorders or candidate genes associated with isolated congenital anomalies.

In 4 cases (16, 30, 34 and 38), normal variants classified as benign were
detected. It is recognized that all humans differ in their chromosomes at the
submicroscopic level and that CNVs occur with high frequency, with copy number
polymorphisms being present in >5% of the population.”®?” CNVs are often relatively
small, can be inherited from a phenotypically normal parent, occur in more gene-sparse
chromosomal regions and contain more repetitive DNA sequences. The detection of
benign CNVs was reported in this study even from genomic regions that consistently
harbor benign variants; this might reduce the need to perform parental studies in
neonates in whom proven benign CNVs were identified.

A limitation of this study was the inability to distinguish de novo from inherited
genomic imbalances due to the unavailability of parental DNA. De novo CNVs in
clinically significant gene regions are more likely to be causative. However, inherited
pathogenic CNVs should not be excluded as a cause of congenital anomalies because of
their variable expressivity and incomplete penetrance.?® ®™ ?° pathogenic CNVs may be
inherited from an apparently normal parent and contribute to the abnormal phenotype in
the child. These types of CNVs are thought of as susceptibility loci, in that they increase
the chance of a child developing congenital anomalies but may not be sufficient to cause
a phenotype by themselves. Parental studies must be recommended for the individuals
for whom clinically significant findings were reported, to determine whether the CNVs

findings represent de novo or familiar events. Although several common strategies have

41



2930 there are no

been proposed to help interpret the findings of genomic imbalances,
universal criteria thus far. It is essential to have the most accurate and up-to-date
information on the clinical significance of detected genomic imbalances as well as
CNVs at different positions in the genome, pathogenic mutations or polymorphisms in
other individual genes or nongenetic causes that might be required for a congenital
anomaly to be expressed. Caution must be taken in the clinical interpretation of the
array-CGH results. Further consultations at genetics clinics and extended analysis in
family members may be necessary to provide accurate counseling to the families.

A typical weakness of retrospective studies is the limited clinical information
available. We retrieved the clinical information available from the hospital records
during the first referral. Most of these were recorded at the time of the first laboratory
requirements and were therefore preliminary. Of note, 6/35 (17%) neonates with
congenital anomalies died soon after birth. Nevertheless, we consider this cohort
representative of the neonates in whom the presence of chromosomal imbalances was
suspected.

With this study, we demonstrated the feasibility and usefulness of array-CGH to
identify deletions and duplications in stored DNA samples. It was shown that a
proportion of neonates with congenital anomalies of unknown cause had chromosomal
imbalances associated with their phenotypes. Furthermore, this study demonstrated the
detection of chromosomal abnormalities consistent with genetic syndromes at an early
age, when often, only a few clinical findings are clear.

In conclusion, retrospective or prospective array-CGH as a first-line diagnostic
tool would benefit families by providing a more accurate diagnosis and impact the
overall management in a significant number of cases from birth defects monitoring

programs.
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Table 1. Summary of the clinical indications from the 35 samples at the time of referral for

chromosomal analysis

Case # Main clinical associated features

11 Female, CDH, microtia, hypertelorism, CHD (dextroposition of the heart), anal atresia

2 Male, CHD (Tetralogy of Fallot)

4 Male, omphalocele, microcephaly
Male, omphalocele, limb agenesis, ambiguous genitalia, anal atresia, bladder dysfunction

10 Female, gastroschisis

12t Male, CDH

13 Male, unilateral phocomelia, hip dysplasia

14 Male, cranial asymmetry, cleft palate (soft), ocular hypertelorism, esophageal atresia type 1B,
camptodactyly of the 3th, 4th and 5th fingers, clinodactyly of the 5th finger, clubfeet

15 Male, anal atresia, club feet

16 Female, anal atresia, hypoplastic genitalia, CHD

17 Female, arthrogryposis multiplex congenital (amyoplasia)

19 Female, non-syndromic unilateral cleft lip (left) and cleft palate

22t Female, microcephaly, cerebellar hypoplasia, olygohydramnios, pulmonary hypoplasia, renal dysplasia,
genital hypoplasia, frontal microgyria, occipital encephalocoele, cerebellar hypoplasia

23 Female, omphalocele, microcephaly

24 Male, micrognathia, single upper median incisor

25 Female, non-syndromic cleft lip and palate (bilateral)

29 Male, CHD (Tetralogy of Fallot)

30 Male, non-syndromic cleft lip and palate (bilateral)

31t Male, arthrogryposis multiplex congenita (amyoplasia), CHD (Tetralogy of Fallot), hip dysplasia

32t Female, bilateral multicystic dysplastic kidney, oligohydramnios

33 Male, cleft palate, clubfeet

34 Male, cleft lip (left) and cleft palate, widow's peak, widely spaced nipples, genital hypoplasia, hypospadias

35 Female, HPE, oligohydramnios, microcephaly, unilateral choanal atresia

37 Male, non-syndromic cleft lip and palate (bilateral)

38 Male, esophageal atresia type 11I1B

40 Male, intrauterine growth retardation

41 Female, gastrosquisis

42 Female, CHD (Tetralogy of Fallot)

43 Male, non-syndromic cleft palate

44 Male, microgyria, incomplete lissencephaly, micrognathia

46 Male, meningocele, club foot (left)

a7 Female, gastroschisis

48t Male, bilateral multicystic dysplastic kidney, oligohydramnios, bilateral pulmonary hypoplasia

49 Female, gastroschisis

50 Male, arthrogryposis multiplex congenita, micrognathia

1 died; CDH, congenital diaphragmatic hernia; CHD, congenital heart defect; HPE, holoprosencephaly
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Table 2. Details of the array-CGH from 12 samples with chromosomal imbalances

Case

Del/Dup

Chromosome
band location

Size
(Mb)

Genomic coordinates
(hg 19)

Classification

Main clinical associated
features

1%

14

16

17

22+

25

30

314

34

37

38

48t

del

del

del

del

dup

dup

del

del

dup

dup

dup

dup

del

4p16.3-p15.33

17p13.3-p13.1

8p11.2

11pl4.2-p14.1

9431.3-32

9p13.3-p13.2

15q11.1-.q11.2

144

6022.31-27

22q11.23

3q29

2p22.3

10026.3

12.90

7.22

0.13

0.22

1.89

1.91

49.75

0.23

0.19

0.64

2.37

71,552-12,976,346

87,309-7,306,339

39,258,894-39,386,158

27,006,061-27,225,374

113,919,284-115,449,137

36,163,040-38,050,778

20,575,646-22,486,999

247,695,693-249,212,668

118,718,417-168,473,515

25,664,618-25,892,253

197,574,293-197,766,791

32,654,837-33,294,782

132,720,766-135,089,504

Pathogenic

Pathogenic

Benign

VOUS

VOUS

VOUS

Benign

VOUS

Pathogenic

Benign

VOUS

Benign

Pathogenic

Female, CDH, microtia,
hypertelorism, CHD
(dextroposition of the heart),
anal atresia

Male, cranial asymmetry, cleft
palate (soft), ocular
hypertelorism, esophageal
atresia type 1B,
camptodactyly, clinodactyly of
the 5th finger, clubfeet

Female, anal atresia, club feet

Female, distal arthrogryposis,
club feet

Female, microcephaly,
cerebellar hypoplasia,
olygohydramnios, pulmonary
hypoplasia, renal dysplasia,
genital hypoplasia, frontal
microgyria, occipital
encephalocele, cerebellar
hypoplasia

Female, non-syndromic cleft
lip and palate (bilateral)

Male, non-syndromic cleft lip
and palate (bilateral)

Male, arthrogryposis multiplex
congenita (amyoplasia), CHD
(Tetralogy of Fallot), hip
dysplasia

Male, cleft lip (left) and cleft
palate, widow's peak, widely
spaced nipples, genital
hypoplasia, hypospadias

Male, non-syndromic cleft lip
and palate (bilateral)

Male, esophageal atresia type
1B

Male, bilateral multicystic
dysplastic kidney,
oligohydramnios, bilateral
pulmonary hypoplasia

1 died; CDH, congenital diaphragmatic hernia; CHD, congenital heart defect; HPE, holoprosencephaly; VOUS, variant
of uncertain significance
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Figure 1. Array-CGH ratio profiles of the chromosomes with pathogenic chromosomal
imbalances using genomic DNA from neonates (test; in red) and DNA from normal subjects as
a control (reference; in blue). The test/reference ratio data for each chromosome are shown.
Each dot represents a single probe (oligo) spotted on the array. The log ratio of the chromosome
probes is plotted as a function of chromosomal position. Copy number loss shifts the ratio to the
left (value of approximately -1x). Copy number gain shifts the ratio to the right (value of
approximately +1x). The ideogram of each chromosome (left margin) shows the location of
each probe. The probe log2 ratios were plotted according to genomic coordinates (based on the
UCSC Genome Browser, February 2009, NCBI Build 37 reference sequence). A: A ~1.5-Mb
terminal deletion at chromosome 1g44 (blue line) in case 31. B: A ~12.9-Mb terminal deletion
at chromosome 4p16.3-p15.33 (blue box) in case 1. C: A ~ 49.7-Mb interstitial duplication at
chromosome 6g22.31-q37 (blue box) in case 31. D: A ~ 2.37-Mb terminal deletion at
chromosome 10g26.3 (blue box) in case 48. E: A ~ 7.2-Mb terminal deletion at chromosome
17p13.3-p13.1 (blue box) in case 14.
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CAPITULO 4

Caracterizagdo citogenémica dos rearranjos cromossdmicos identificados por array-
CGH
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O desenvolvimento e a expansdo da biologia molecular e das técnicas
citogenéticas tém permitido a descricdo de diversos tipos de variantes gendémicas que
contribuem para o entendimento das doencas genémicas e das variagcdes genotipicas
normais na populacdo. As variantes estruturais (SVs) dos genomas individuais resultam
de rearranjos cromossdmicos que afetam ao menos 50bp e incluem delecdes e
duplicacdes, inversdes e transloca¢bes cromossémicas (Le Scouarnec & Gribble, 2012).
A determinagdo precisa dos pontos de quebra e os limites das regibes envolvidas é
fundamental para uma precisa correlacdo genoOtipo-fenotipo, e fornece informacdes
sobre 0os mecanismos moleculares associados a origem dos rearranjos cromossoémicos

que levam a variantes genémicas estruturais.

A escolha das regides incluidas na pesquisa de alteracBes cromossémicas ou
gendmicas define sua classificagdo em dois tipos: o array-CGH representativo do
genoma inteiro e o direcionado para regifes especificas, geralmente envolvidas em
rearranjos cromossdmicos ja descritos. Além da identificacdo das alteracOes
cromossémicas detectaveis pela analise cromossémica convencional, a aplicagdo de
array-CGH tem permitido a detec¢cdo da variagdo do numero de cdpias genbmicas e a
caracterizacdo de rearranjos cromossdmicos estruturais. A deteccdo e 0 mapeamento de
alteracdes do nimero de cdpias de certas regibes do genoma oferecem uma importante
contribuicdo para a associacdo entre os defeitos moleculares encontrados e o fenétipo
estudado. Assim, o método de array-CGH tem sido largamente empregado no
rastreamento ao longo do genoma de alteracbes cromossomicas que podem representar
a evidéncia inicial para a identificacdo de um ou mais genes associados as doencas
genéticas.

A seguir, apresentamos a caracterizacdo citogenémica das 13 regides
cromossémicas com desequilibrios gendmicos detectados por este estudo.
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Figura 1. Representagdo dos segmentos cromossdmicos detectados em 2 amostras de neonatos com malformagdes
congénitas e desequilibrios gendmicos classificados como patogénicos e associados a sindromes de genes contiguos.
Imagem de Array CGH utilizando a plataforma 8x60 K (design 2521924, Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
em DNA de recém-nascidos (pontos em azul) e controles (pontos em vermelho). Cada ponto representa uma sonda
(oligonucleotideo) localizada ao longo do cromossomo. A barra vertical em azul indicada no perfil cromossomdmico
indica a posicdo cromossdmica do segmento alterado. A barra horizontal (vermelha ou azul) na representacéo grafica
indica o segmento gendmico alterado e genes relacionados com a plataforma utilizada. (A) Acima, perfil de
hibridizacdo do cromossomo 4. Abaixo, representacdo gréafica dos genes da regido alterada (em vermelho). Array
CGH da amostra 1 mostra uma delec&o terminal de material gendmico do brago curto do cromossomo 4p16.3-p15.33,
de ~12.9 Mb de tamanho (chr4: 71,552-12,976,346) e, (B) Acima, perfil de hibridizacdo do cromossomo 17. Abaixo,
representacdo grafica dos genes da regido alterada (em vermelho). Array CGH da amostra 17 mostra uma delegéo
terminal de material gendmico do brago curto do cromossomo 17p13.3-p13.1, de ~7.22 Mb de tamanho (chrl7:
87,309-7,306,339).
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Figura 2. Representacdo dos segmentos cromossOmicos detectados em 2 amostras de neonatos com
malformacdes congénitas e desequilibrios gendmicos classificados como patogénicos. Imagem de array-
CGH utilizando a plataforma 8x60 K (design 2521924, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) em
DNA de recém-nascidos (pontos em azul) e controles (pontos em vermelho). Cada ponto representa uma
sonda (oligonucleotideo) localizada ao longo do cromossomo. A barra vertical em azul indicada no perfil
cromossdmico indica a posicdo cromossdmica do segmento alterado. A barra horizontal (vermelha ou
azul) na representacdo grafica indica o segmento gendmico alterado e genes relacionados com a
plataforma utilizada. .(A) Acima, perfil de hibridizagdo do cromossomo 6. Abaixo, representagdo grafica dos genes
da regido alterada do cromossomo 6 (em azul). Array-CGH da amostra 31 mostra uma duplicacdo intersticial do
brago longo do cromossomo 6g22.31-g27, de ~49.75 Mb de tamanho (chr6:118,718,417-168,473,515) e, (B) Acima,
perfil de hibridizacdo do cromossomo 10. Abaixo, representagdo grafica do genes localizados na regido alterada (em
vermelho). Array CGH da amostra 48 mostra uma delecdo terminal de material gendmico do braco longo do
cromossomo 10g26.3, de ~ 2.37 Mb de tamanho (chr10: 132,720,766-135,089,504).
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Figura 3. Representacdo dos segmentos cromossdmicos em 3 neonatos com malformagdes congénitas e
desequilibrios gendmicos classificados como de significado incerto ou inconclusivo. Imagem de array-CGH
utilizando a plataforma 8x60 K (design 2521924, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) em amostras de DNA de
recém-nascidos (pontos em azul) e controles (pontos em vermelho). Cada ponto representa uma sonda
(oligonucleotideo) localizada ao longo do cromossomo. A barra vertical em azul indicada no perfil cromossomdmico
mostra a posicdo gendmica do segmento alterado detectado. A barra horizontal (em vermelho ou azul) na
representacdo grafica indica o segmento gendmico alterado e genes relacionados com a plataforma utilizada. (A)
array-CGH da amostra 17 mostra uma delegdo intersticial de material gendmico do brago curto do cromossomo
11p14.2-p14.1, de ~0.22 Mb de tamanho (chrll: 27,006,061-27,225,374); (B) array-CGH da amostra 22 mostra uma
duplicacéo intersticial de material gendmico do braco longo do cromossomo 9g31.3-932, de ~1.53 Mb de tamanho
(chr9: 113,919,284-115,449,137) e, (C) array-CGH da amostra 25 mostra uma duplicacdo intersticial do braco curto
do cromossomo 9p13.3-p13.2, de ~1.89 Mb de tamanho (chr9:36,163,040-38,050,778).
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Figura 4. Representacdo dos segmentos cromossdmicos em 2 neonatos com malformagdes congénitas e
desequilibrios gendmicos classificados como de significado incerto ou inconclusivo. Imagem de Array-CGH
utilizando a plataforma 8x60 K (design 2521924, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) em amostras de DNA de
recém-nascidos (pontos em azul) e controles (pontos em vermelho). Cada ponto representa uma sonda
(oligonucleotideo) localizada ao longo do cromossomo. A barra vertical em azul indicada no perfil cromossomémico
mostra a posi¢do gendmica do segmento alterado detectado. A barra horizontal (em vermelho ou azul) na
representacdo grafica indica o segmento gendmico alterado e genes relacionados com a plataforma utilizada. (A)
Array-CGH da amostra 31 mostra uma delecéo terminal de material gendmico do brago longo do cromossomo 1g44,
de ~ 1.52 Mb de tamanho (chr1:247,695,693-249,212,668) e, (B) array-CGH da amostra 37 mostra uma delecéo
terminal de material gendmico do brago longo do cromossomo 3929, de ~ 0.19 Mb de tamanho (chr3:197,574,293-
197,766,791).
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Figura 5. Representacdo dos segmentos cromossdémicos detectados em 4 amostras de neonatos com malformagdes
congeénitas e desequilibrios gendmicos classificados como benignos. Imagem de array-CGH utilizando a plataforma
8x60 K (design 2521924, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) em DNA de recém-nascidos (pontos em azul) e
controles (pontos em vermelho). Cada ponto representa uma sonda (oligonucleotideo) localizada ao longo do
cromossomo. A barra vertical em azul indicada no perfil cromossomdmico indica a posicdo cromossdémica do
segmento alterado. A barra horizontal (em vermelho ou azul) na representacdo gréfica indica o segmento gendmico
alterado e genes relacionados com a plataforma utilizada. (A) array-CGH da amostra 16 mostra uma delecéo
intersticial de material gendmico do braco curto do cromossomo 8p11.2, de ~0.13 Mb de tamanho (chr8:39,258,894-
39,386,158); (B) array-CGH da amostra 30 mostra uma delecdo terminal de material genémico do braco longo do
cromossomo 15q11.1-q11.2, de ~1.91 Mb de tamanho (chr15:20,575,646-22,486,999); (C) array-CGH da amostra 34
mostra uma duplicagdo intersticial do braco longo do cromossomo 22¢q11.23, de ~0.23 Mb de tamanho
(chr22:25,664,618-25,892,253); (D) array-CGH da amostra 38 mostra uma duplicacdo intersticial de material
gendmico do braco curto do cromossomo 2p22.3, de ~ 0.64 Mb de tamanho (chr2:32,654,837-33,294,782).

57



Tabela 1. Caracterizacdo citogendmica dos desequilibrios genémicos significativos detectados por

array CGH em 12 amostras incluidas no estudo.

# Amostra: localizagdo cromossdmica: posi¢do gendmica
Genes OMIM *

Doenca e/ou fungéo associada

#1: 4p16.3-p15.33: 71,552-12,976,346

ABLIM2 (Actin-binding lim protein family, member 2)
ACOX3 (Acyl-CoA oxydase 3, pristanoyl)

ADD1 (Adducin 1)

ADRAZ2C (Adrenergic, alpha-2C-, receptor)

CNO (Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1,
subunit 4)

CPLX1 (Complexin 1)

CRMP1 (Collapsin response mediator protein 1)
CTBP1 (C-terminal-binding protein 1

DGKQ (Diacylglycerol kinase , theta, 110-KD)
DOK?7 (Downstream of tyrosine kinase 7)

DRDS5 (Dopamine receptor D5

D4S234E (D4S234E gene)

EVC (Ellis-van Creveld syndrome gene)

EVC2 (Libin)

FGFRLL1 (Fibroblast growth factor receptor-like 1)
FGFR3 (Fibroblast growth factor receptor-3)

GAK (Cyclin G-associated kinase)
GPR78 (G protein-coupled receptor 78)
GRPEL1 (GrpE., homolog of E. coli,1)

HGFAC (Hepatocyte growth factor activator)
HMX1 (H6 family homebox 1)

HTRA3 (HTRA Serine peptidase 3)

HTT (Huntingtin)

IDUA (Alpha-L-iduronidase)

LETM1(Leucine  zipper/EF-hand-containing
protein 1)

transmembrane

LRPAP1 (Low density lipoprotein receptor-related protein-
associated protein 1)

MAEA (Macrophage erythroblast attacher)

MSX1 (Muscle segment homeo box)

MYL5 (Myosin, ligth chain 5, regulatory)

NOP14 (NOP14, homolog of S. cerevisae)

PDEG6B (Phosphodiesterase 6B, cGMP-specific, ROD, beta)
POLN (Polymerase DNA, NU)

PPP2R2C (Protein phosphatase 2, regulatory subunit B, gamma
isoform)

RNF212 (Ring finger protein 212)

RNF4 (Ring finger protein 4)

SH3BP2 (SH3-domain binding protein 2')

SLBP (Stem-loop binding protein)

SLC2A9 (Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter,
member 9)

SORCS2 (SORCS receptor 2)

SPON2 (Spondin 2)

S100P(S100 calcium-binding protein P)

TACC3 (Transforming, acidic, coiled-coil-containing protein 3)
TNIP2 (TNFAIP3-interacting protein 2)

USP17 (Ubiquitin-specific protease 17)
ZNF141 (Zinc finger protein 141)
WDR1 (WD repeat-containing protein 1)
WFS1 (WFS1 gene)

WHSC1 (WHS candidate 1 gene)

WHSC2 (WHS candidate 2 gene)

Hipertensdo essencial, sensivel a sal.
Insuficiéncia cardiaca e resposta a beta-bloqueadores.
Adequada biogénese das organelas relacionadas aos lisossomos.

Regula vesicula sinaptica na exocitose.

Atua no controle do equilibrio de estruturas do Complexo de Golgi.

Sequéncia de deformacéo fetal aquinesia, Miastenia, cintura pélvica e escapular, familiar.

Distonia primaria cervical; suceptibilidade a déficit de atencéo e hiperatividade.

Sindrome de Ellis-van Creveld, disostose acrodental Weyers.

Sindrome de Ellis-van Creveld.

Acondroplasia, cancer de bexiga somatico; Sindrome CATSHL; céncer cervical somaético;
Sindrome de Crouzon com acanthosis nigricans; Hipocondroplasia; Sindrome LADD; Sindrome de
Muenke; nevo epidérmico soméatico; Spermatdcito seminoma somatico; Displasia tanatoférica tipo |
ell.

Estimulante de adenilato ciclase, resultando na elevacéo do cAMP intracelular.

Componente do Complexo PAM (translocagdo de transcritos de proteinas que contém peptideos
para entrar na membrana da matriz mitocondrial).

Sindrome 6culoauricular.

Cliva beta-caseina/CSN2 bem como varios proteoglicanos da matriz extracelular.

Doenga de Huntington.

Mucopolissacaridose Ih, Mucopolissacaridose Ih/s, Mucopolissacaridose Is.

Manutengdo de redes tubulares mitocondriais e para a montagem de supercomplexos da cadeia
respiratoria, associado a Sindrome de Wolf-Hirschhorn.

Interage com o receptor LRP1/alfa-2-macroglobulina e glicoproteina 330.

Media o ataque das células eritrdides para macréfagos maduros.
Displasia ectodérmica 3, tipo Wiktop; fenda orofacial 5; agenesia de dentes.

Atua processo nucleolar do RNA ribossomal pré-18S.
Cegueira noturna congénita estacionaria, autossdmica dominante 2, Retinitis pigmentosa 40.

Envolvidos no alinhamento dos cromossomas e montagem do fuso.

Querubinismo.

Segmentagdo do RNAm da histona madura a partir do ndcleo para o citoplasma e para a maquinaria
de traducéo, estabiliza 0 RNAm na histona madura.

Hipouricemia, renal, 2; concentracéo de &cido urico, soro.

Crescimento e diferenciagdo celular.
Envolvida na ativagdo da rota sinalizagdo do MEK/ERK durante e resposta imune inata, atua na
regulacédo da apoptose das células endoteliais.

Gene candidato para a sindrome de Wolf-Hirschhorn.

Surdez autossdmica dominante, Sindrome de Wolfram; Sindrome Wolfram-like, autossdmica
dominante; associa¢do com Diabetes mellitus, ndo-dependente de insulina.

Regulacédo de fatores de transcricdo de desenvolvimento cujos defeitos se sobrepde a sindrome de
Wolf-Hirschhorn.

Expresso em altos niveis em tecidos adultos e fetais. Participa da regulagdo da transcricdo da RNA
polimerase 1l. Gene candidato sindrome de Wolf-Hirschhorn.
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Continuacéo tabela 1.

#14: 17p13.3-p13.1:87,309-7,306339

ACADVL (Acyl-CoA dehydrogenase, very long-chain)

AIPL1 (Arylhydrocarbon-interacting receptor protein-like 1)
ASPA (Aspartoacylase)

CHRNE (Cholinergic receptor, nicotinic, epsilon polypeptide)
CTNS (Cystinosin)

ENO3 (Enolase 3)

GP1BA (Glycoprotein IB, platelet, alpha polypeptide)

PAFAH1B1 (Platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform
1b, alpha subunit)

PITPNM3 (Phosphatidylinositol transfer protein,
associated, 3)

PRPF8 (Precursor mRNA-processing factor 8, s. cerevisiae,
homolog of)

P2RX1(Purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 1)
RILP (Rab-interacting lysosomal protein)

SERPINF2 (Serpin peptidase inhibitor, clade f, member 1)
SLC2A4 (Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter,
member 4)

YWHAE (Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein, epsilon isoform)

membrane-

Deficiéncia de VLCAD (very long-chain acyl-CoA dehydrogenase).

Distrofia Cone-rod, Leber amaurosis 4 congénita; retinite pigmentosa juvenil.

Doenga de Canavan.

Sindrome Miasténica.

Cistinose.

Doenga de armazenamento de glicogénio XIII.

Sindrome de Bernard-Soulier, tipo Al e A2; Doenca de Von Willebrand, tipo-plaqueta.
Lisencefalia 1, sindrome de Miller-Dieker.

Distrofia Cone-rod 5.
Retinite pigmentosa 13.
Doenga hemorragica.

Osteogenesis imperfecta, tipo VI .
Diabetes mellitus ndo dependente de insulina.

Microdelecéo del17p13.3.

#16: 8p11.2: 39,258,894-39,386,158

ADAM3a (A disintegrin and metalloproteinase domain 2)

#17:11p14.2-p14.1: 27,006,061-27,225,374

BBOX1(Butyrobetaine-gamma,2-oxoglutarate dioxygenase 1)
FIBIN (Homo sapiens fin bud initiation factor homolog, zebrafish)

Catalisa a formagao de L-carnitine para gamma-butyrobetaine

#22:9031.3-932: 1,53: 113,919,284-115,449,137

ROD1 (Regulator of differentiation 1)
UGCG (UDP-glucose ceramide glucosyltransferase)

#25: 9p13.3-p13.2:36,163,040-38,050,778

CLTA (Clathrin, light polypeptide a)
FBXO10 (F-box only protein 10)

GNE (UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase/n-
acetylmannosamine kinase)

GRHPR (Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase)
MELK (Maternal embryonic leucine zipper kinase)

PAXS5 (Paired box gene 5)
RNF38 (Ring finger protein 38)
SBH (SBH adaptor protein)

Principal proteina do revestimento poliédrico de pogos revestidos e vesiculas.

Componente substrato de reconhecimento do SCF (proteina SKP1-CULT1-F-box) tipo E3 complexo
ubiquitina ligase (por similaridade).

Miopatia corporal autossomica recessiva, Miopatia de Nonaka, SialUria.

Hiperoxaldria primaria tipo II.

Regulacéo do ciclo celular, auto-renovagéo das células-tronco, regulagéo da apoptose e splicing.
Desempenha um papel essencial na proliferagdo celular e carcinogénese. Necessaria para a
proliferagdo de células progenitoras neurais multipotentes embrionarias e p6s-natal.

Linfoma linfoplasmacitoide.

Regula vaérios sinais na cascata de transducéo pela ligagdo a receptores ativados que diminuem a
sinalizagdo dos componentes.

#30: 15q11.1-.q11.2:20,575,646-22,486,999

BCL8 (B-cell CLL/lymphoma 8)

Linfoma difundido em células grandes.

#31:1944: 20,575,646-22,486,999

OR13G1 (Olfactory receptor, family 13, subfamily G, member 1)

Descriminagéo de odor.

#31: 6922.31-027:247,695,693-249,212,668

ALDHB8AL (Aldehyde dehydrogenase 8 family, member A1)

CCR6 (Chemokine, CC motif, receptor 6)

CITED2 (CBP/p300-interacting transactivator, with glu/asp-rich
C-terminal domain, 2)

CTGF (Connective tissue growth factor)

C6orf59 (Chromosome 6 open reading frame 59)

FGFR10P (Fibroblast growth factor receptor 1 oncogene partner)
GPR126 (G protein-coupled receptor 126)

HBS1L (HBS1-like protein)

LPA (Apolipoprotein)

Biosintese de 9-cis-retinol.
Atua no aumento do nivel de ions de célcio.
Defeito no septo atrial 8, defeito no septo ventricular 2.

Doenca mieloproliferativa.

Receptor acoplado a proteina G indutor vascular.

Associado ao cancer pancreatico.

Deficiéncia congenital de LPA, suceptibilidade a doenca arterial coronaria.
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Continuacéo tabela 1.

MAP3KS5 (Mitogen-activated protein kinase kinase5)
MOXD1 (Monooxygenase)

NUP43(Nucleoporin 43KD)

OLIG3 (Oligodendrocyte lineage transcription factor 3)
PKIB (Protein kinase, cAMP dependent catalytic, inhibitor beta)
PTPRK (Protein-tyrosine phosphatase, receptor type)
RNF146 (Ring finger 146 protein)

RPS12 (Ribosomal protein S12)

SNX9 (Sorting nexin 9)

STX7 (Sintaxin 7)

TFB1M (Transcription factor B1, mitochondrial)
TNFAIP3 (Tumor necrosis factor-alpha-induced protein 3)
UTRN (Utrophin)

VNNL1 (Vanin 1)

VNN2 (Vanin 2)

Regulacéo do sinal de quinase extracelular.

Adequada ligacdo dos microtibulos no cinetécoro, progressdo mitética e segregagdo cromossémica.
Desenvolvimento dos neurdnios classe A e B do corno dorsal do corddo espinhal.

PKIB purificada é um inibidor competitivo AMPc dependente da proteina quinase.

Atua na Endocitose.

Atua na organizagdo da fusdo dos endossomos e lisossomos com fagossomo.
Resposta imune e inflamatoéria sinalizada por citocinas.

Codifica a utropina - proteina muscular.

Nivel colesterol lipoproteina de alta densidade.

Ectoenzima com atividade panteteinase.

#34: 22011.23: 25,664,618-25,892,253

CRYBB2P1 (Cristalin beta-B2)

Catarata 3, maltiplos tipos.

#37:3929: 197,574,293-197,766,791

IQCG (1Q motif-containing protein G )
RPL35A (Ribosomal protein L35A )

Anemia 5 Diamond-Blackfan .

#38: 2p22.3: 25,664,618-25,892,253

BIRC6 (Baculoviral 1AP repeat-containing protein 6)
LTBP1 (Latent transforming growth factor-beta-binding protein
1

#48: 10026.3: 132,720,766-135,089,504

ADAMS (A disintegrin and metalloproteinase domain 8)
DPYSL4(Dihydropyrimidinase-like4)

GPR123 (G protein-coupled receptor 123)

INPP5A (Inositol polyphophate-5-phosphatase, 40-KD)
UTF1 (Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1)

Atua na orientacdo do axdnio, crescimento neuronal e migracéo celular.

Principal isoenzima que hidrolisa o segundo mensageiro mobilizador de célcio.
Atua como um coativador transcripcional do ATF2.

*OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man — Heranga Mendeliana; “-*, ndo especificado; MERK: proteina ativada por mitdgeno quinase; ERK:
sinal extracelular regulador de quinase; AMPc: Monofosfato ciclico de adenosina; ATF2: ativador do fator de transcrigdo 2.
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CAPITULO 5
DISCUSSAO
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O objetivo deste estudo foi de identificar, retrospectivamente, desequilibrios
gendmicos atraves da Hibridizacdo Genémica Comparativa baseada em microarranjos
(array-CGH), em amostras de DNA de neonatos com anomalias congénitas de etiologia
desconhecida, armazenadas em biorrepositério. Além disso, este estudo visou a avaliar a
contribuicdo do array-CGH como uma ferramenta diagnostica de primeira linha em
recém-nascidos com anomalias congénitas, avaliados por um programa de
monitoramento de defeitos congénitos em uma maternidade publica do sul do Brasil.

O uso de tecnologia baseada em microarrays tem permitido detectar
desequilibrios patogénicos em aproximadamente 14-18% dos casos com atraso no
desenvolvimento, déficit intelectual e/ou anomalias congénitas multiplas, referidos para
andlise (Hochstenbach et al., 2011). Apesar de existir uma clara associacdo entre CNVs
e anomalias congénitas, tanto sindrébmicas quanto ndo sindrémicas, apenas poucos
estudos de coorte em larga escala foram realizados com a utilizacdo de analise do
genoma por array-CGH em amostras de neonatos com defeitos congénitos.

Lu et al. (2008) relataram a frequéncia de desequilibrios genémicos em 638
neonatos com diversos defeitos congénitos variados referidos para andlise
cromossémica por microarrays. Os autores usaram trés diferentes plataformas de
microarrays com cobertura progressivamente maior e compararam o0s resultados
obtidos. No conjunto, 17.1% dos pacientes foram identificados com anormalidades
clinicamente significantes, com taxa de deteccdo de 13,7%, 16,6% e 19,9%,
dependendo da resolucdo da plataforma utilizada. Quando considerados todos os
desequilibrios encontrados em cada uma das trés plataformas, estes numeros
aumentaram para 22,8%, 28% e 28,9%, respectivamente. Estes resultados evidenciam
que, quanto maior a cobertura genémica do microarray utilizado, maior o niamero de
desequilibrios identificados ao longo do genoma e, consequentemente, maior a
possibilidade de alteracdes patogénicas serem identificadas.

Até o momento, o estudo mais abrangente de triagem neonatal (realizado em
20.126 casos ndo selecionados) com a utilizacdo de analise por array-CGH como teste
de primeira linha revelou que 87/20.126 (0.43%) dos recém-nascidos apresentavam
desequilibrios cromossémicos (53 casos de aneuploidias, 23 de delecdes e 11 de
duplicacdes) (Park et al., 2013). Reddy et al (2012) relataram os resultados de um
estudo populacional em 532 natimortos. Nessas amostras, a analise por array-CGH
evidenciou mais alteracfes do que a analise pelo caridtipo (87,4% vs 70,5%), permitiu

deteccdo mais precisa das alteracfes genéticas (aneuploidias ou CNVs patogénicas,
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8,3% vs 5,8%) e tambem permitiu identificar um maior numero de desequilibrios
gendmicos entre 0s 67 natimortos com anomalias congénitas (29,9% vs 19,4%).

No presente estudo a analise citogendmica através de array-CGH de amostras de
recém-nascidos com malformacgdes congénitas de etiologia desconhecida levou a
identificacdo de alteracbes gendémicas em 12/35 (34.3%) das amostras de DNA. Neste
estudo, os resultados de uma analise cromossémica prévia estavam disponiveis em 32
casos, mostrando que a frequéncia de desequilibrios cromossdmicos detectada pelo
cariotipo convencional havia sido de 1/32 (3.1%). A taxa de anomalias cromossémicas
aumentou para 9/32 casos (28%) com o uso de array-CGH, confirmando a maior
sensibilidade desse método.

Em 4/35 (11,4%) casos, as CNVs puderam ser definidas como patogénicas e
causalmente relacionadas com os fenotipos anormais. Diferencas de taxas entre diversos
estudos podem estar relacionadas ao tamanho da coorte, aos critérios de selecdo de
pacientes, a plataforma de microarrays utilizada e a interpretacdo da relevancia clinica
das CNVs. Entre esses, em dois casos (31 e 48) as anormalidades encontradas néo
haviam sido previamente associadas com sindromes reconhecidas. Em dois outros casos
(1 e 4) as alteracdes patogénicas ja haviam sido associadas a sindromes de microdelecao
bem definidas (sindrome de Wolf-Hirschhorn, SWH, e sindrome de Miller-Dieker,
SMD, respectivamente).

Nesses dois Ultimos casos, os desequilibrios gendmicos poderiam ter sido
previamente diagnosticados pelo cariétipo e/ou pela analise com FISH isoladamente
(usando sondas loci-especificas para a regido cromossémica critica) caso os achados
clinicos na época tivessem sido indicativos de uma sindrome de microdelecéo
particular, para informar exatamente qual regido e/ou cromossomo deveria ser
investigado pelo método de FISH. Neste estudo, ambas as amostras eram de individuos
nos quais os resultados nem do cariotipo, nem da andlise por FISH estavam disponiveis.
Entretanto, mesmo que uma microdelecdo seja detectada por cariétipo ou FISH, a
reavaliacdo através de array-CGH leva a uma melhor caracterizacdo dos segmentos
cromossémicos envolvidos quanto ao tamanho da alteragdo e a uma resolugdo precisa
dos pontos de quebra do rearranjo cromossémico. Isto permite uma melhor correlagdo
genotipo-fendtipo em sindromes definidas e/ou a determinacdo de genes candidatos

associados a novas sindromes.
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Certas doencas génicas, como SWH e SMD, sdo sindromes de microdelecéo
com rearranjos nao recorrentes de tamanho varidveis. A sindrome de Wolf-Hirschhorn
(SWH, OMIM 194190) possui uma frequéncia estimada de 1/50.000 nascidos Vvivos,
(Battaglia et al., 2008) e na grande maioria dos casos, resulta de uma perda ou delecao
de parte do material do braco curto do cromossomo 4 na regido 16.3. Duas regides
criticas foram descritas associadas a patogénese da SWH: regido critica 1 (WHSCR1)
consiste em um intervalo de 165kb, 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 e inclui o gene LETM1 (OMIM
604407). Aparentemente, deleces terminais de novo envolvendo a regido critica sdo a
causa mais frequente da WHS, ocorrendo em 55-75% dos portadores (Zollino et al.,
2008). Em geral, ambas as regides 1 e 2 sobrepdem-se, sendo que todos 0s pacientes
com SWH sdo portadores de delecbes no gene WHSC (Engbers et al., 2009). A
mortalidade de individuos afetados pela SWH nos dois primeiros anos de vida chega a
21% (Shannon et al., 2001).

Em nosso estudo, o caso em que a delecdo 4p16.3 foi detectada foi a dbito 35
dias apds o nascimento, sem um diagndstico definido e sem que a suspeita clinica de
SWH tivesse sido levantada. Nele identificamos, posteriormente, a delecdo mais
frequente associada a SWH, envolvendo a delecdo do gene WHSC1. Apenas a delecédo
do gene WHSCL1 ndo justifica todas as caracteristicas e variaveis fenotipicas relatadas
nos individuos portadores. Provavelmente, fatores genéticos adicionais, como a
influéncia de sequéncias flanqueadoras a WHSCR, levariam a uma modificacdo da
expressao do gene em alguns casos, explicando a variabilidade fenotipica dos

individuos.

A sindrome de Miller-Dieker (SMD, OMIM #247200 / Lisencefalia, LIS1,
OMIM #607432) é uma sindrome de genes contiguos caracterizada por lisencefalia
(“cérebro liso”), uma malformacdo cerebral que resulta de um distirbio na migracao
neuronal no periodo de 9 a 13 semanas de gestacdo. Mutacdes ou dele¢des no gene LIS1
(=PAFAH1B1), localizado na regido 17p13.3, sdo responsaveis pela lisencefalia. Alguns
individuos apresentam dele¢fes menores que causam uma lisencefalia isolada (LIS tipo
1 ou Lisencefalia classica) (De Rijk-van Andel, 1991). Outros casos possuem dele¢Bes
que incluem o gene YWHAE também localizado em 17p13.3, mas ndo incluem o gene

PAFAH1B1. Nesses individuos, ocorrem anormalidades estruturais no cérebro, mas nao
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se observa lisencefalia (Enomoto et al., 2012). No caso de del17p13.3 identificado

neste estudo, ambas as dele¢cdes em YWHAE e PAFAH1B1 estavam presentes.

Em um dos dois casos com artrogripose multiplex congénita (caso 31) uma
duplicacdo de 49.75 Mb no brago longo do cromossomo 6, nas bandas q22.31-g27, e
uma delecdo de 1.52 Mb no braco longo do cromossomo 1, na banda g44, foram
identificadas. Uma pesquisa nos registros de laboratorio mostrou que um cromossomo
derivado de origem ndo determinada envolvendo o braco longo do cromossomo 6 ja
havia sido previamente relatada no cari6tipo, mas que o desequilibrio envolvendo o
cromossomo 1 ndo havia sido ainda identificado. Na época, havia a expectativa de que o
cariotipo dos pais seria realizado para melhor definir o tipo e a origem (se de novo ou
familiar) do material adicional no cromossomo 6. Neste caso, fica evidente ja a partir da
andlise do cari6tipo que uma duplicagdo cromossémica grande deva envolver muitos
genes, que estariam causalmente relacionados com as anomalias congénitas, como foi
assumido para o caso 31. Entretanto, a analise por array-CGH permitiu informacdes
gendbmicas adicionais e a definicdo em relacdo a duplicacdo intersticial na regido 6
q22.31-927 de 12.9 Mb e a deteccdo de um novo desequilibrio cromossémico adicional
(delecdo 1944 de 1.5 Mb), que ndo havia sido relatado neste caso anteriormente. Nao é
raro que mais de uma CNV seja identificada em um mesmo individuo. Cabe ressaltar
que ja foi reconhecido que a presenca de uma outra CNV no mesmo individuo pode
reduzir ou agravar o fendtipo clinico (Girirajan et al., 2012; Girirajan et al., 2013).

Das 2 amostras com fenda labial e/ou palatina sindrdmica (casos 14 e 34) e das 3
amostras com fenda labial e/ou palatina ndo-sindrémica (casos 25, 30 e 37), em 1 caso
(14) foi detectada uma delecdo de 7.2 Mb clinicamente significante no cromossomo
17p13.3-p13.1, a qual coincide com a regido reconhecida para a delegdo relacionada
com a SMD. Em 4 outros casos, CNVs benignas (casos 30 e 34) ou VOUS foram
identificadas (casos 25 e 37). Aproximadamente 30% dos casos de fenda labio-palatina
e 50% dos casos de fenda palatina integram sindromes de anomalias congénitas
multiplas (Stanier et al., 2004). Tanto fatores genéticos quanto ambientais Ssao
conhecidos por contribuir para a ocorréncia de fendas labiais e/ou palatinas, tornando
complicada a elucidagdo dos mecanismos patogénicos. Esfor¢os consideraveis tém sido
feitos na busca de gene candidatos para fendas ndo-sindrémicas através de array-CGH,
mostrando ser este um método efetivo para isolar loci candidatos (Osoegawa et al.,
2008; Shi et al., 2009).
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A relevancia clinica de 5/13 (38,5%) CNVs entre os 12 casos com desequilibrios
gendmicos permanece indefinida (variagdo de significado incerto; VOUS) até o
momento, uma vez que as evidéncias séo insuficientes para se concluir se as CNVs sdo
patogénicas ou benignas. Mesmo para as CNVs nos quais ndo ha um registro robusto
sobre a sua relevancia clinica, a interpretacdo sobre o quanto estdo causalmente
relacionados com o defeito congénito pode ser desafiadora. Devemos ainda considerar
que a CNV possa ser potencialmente herdada de um progenitor sadio, podendo ser
nesse caso uma variante patogénica com penetrancia incompleta, ou uma variante
familiar benigna.

A natureza altamente varidvel do genoma indica que cuidados devem ser
tomados ao avaliar a patogenicidade potencial de CNVs detectadas por array-CGH. Nas
CNVs classificadas neste estudo como VOUS, espera-se que estudos parentais sejam
realizados para permitir uma melhor interpretacdo dos resultados e para trazer
informacdes valiosas para o aconselhamento genético antes de uma nova gestacgao.
Ressaltamos que é importante registrar dados sobre desequilibrios cromossémicos com
significado clinico duvidoso, pois alguns deles podem indicar CNVs recorrentes
associadas a novas sindromes. Relatos de pacientes com rearranjos cromossémicos e
achados clinicos similares podem levar a identificacdo de novas sindromes genéticas ou
de genes candidatos associados a anomalias congénitas isoladas.

Em quatro casos (16, 30, 34 e 38), variantes normais, classificadas como
benignas, foram detectadas. E reconhecido que todos os humanos diferem nos seus
cromossomos ao nivel submicroscopico e que as CNVs ocorrem com alta frequéncia,
como polimorfismos de numero de cdpias presentes em > 5% da populacdo (lafrate et
al., 2004; Redon et al., 2006). Esses polimorfismos de ndimero de copias sdo, mais
frequentemente, relativamente pequenos, podem ser herdados de um progenitor
fenotipicamente normal, estdo preferencialmente presentes em regides com poucos
genes e usualmente contém mais sequéncias repetitivas de DNA. Esta estimado que
cerca de 12% da eucromatina possa variar sem que ocorra um efeito fenotipico. Uma
porcdo adicional de cerca de 20% do genoma consiste de heterocromatina
extremamente variavel, concentrada ao redor de regides centroméricas e teloméricas
que contém poucos genes (Liehr et al., 2014). A presenca de CNVs foi registrada neste
estudo mesmo quando presente em regides que, consistentemente, abrigam variantes

benignas, uma vez que 0 conhecimento mais consistente sobre isso pode vir a reduzir a
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necessidade de realizar estudos dos progenitores de neonatos nos quais CNVs
comprovadamente benignas foram identificados.

Uma limitacdo deste estudo foi a impossibilidade de distinguir desequilibrios de
novo dos desequilibrios herdados devido a indisponibilidade de DNA dos progenitores
que pudesse ser analisado. CNVs de novo em regides clinicamente significantes sdo
mais provaveis de serem causadoras de patologia. No entanto, CNVs patogénicas
herdadas ndo podem ser excluidas como causa de anomalias congénitas em funcgdo da
sua expressividade variavel e penetrancia incompleta (Kearney et al., 2011; Riggs et al.,
2012) CNVs patogénicas podem ser herdadas de um progenitor aparentemente normal e
contribuir para um fenotipo anormal na crianga. Esses tipos de CNVs podem representar
loci de susceptibilidade, uma vez que eles aumentam a chance da crianca desenvolver
anomalias congénitas, mas podem ndo ser suficientes para causar alterac@es fenotipicas
por elas mesmas.

Estudos em progenitores devem ser recomendados para individuos nos quais
achados clinicamente significantes foram relatados, para determinar se as CNVs
representam eventos de novo ou familiares. Ainda que varias estratégias tenham sido
propostas para ajudar a interpretar o significado dos desequilibrios genémicos, nao
existem ainda critérios que sejam universalmente aceitos. E essencial ter a informagéo
mais precisa e atualizada possivel sobre o significado clinico dos desequilibrios
cromossémicos detectados, assim como sobre CNVs em diferentes regides do genoma,
sobre mutacbes patogénicas ou polimorfismos em outros genes e sobre fatores nédo
genéticos que podem ser necessarios para que uma anomalia congénita se expresse.
Cuidados devem ser tomados no processo de interpretacdo clinica de um resultado de
array-CGH. Consultas adicionais ao geneticista clinico e uma analise de familiares
adicionais podem ser necessarias para que se possa prover um aconselhamento genético
preciso as familias.

Uma caracteristica usual dos estudos retrospectivos é muitas vezes a escassa
informacdo clinica relacionada aos casos. Neste estudo, a informacéo clinica obtida, foi
a que estava disponivel nos registros hospitalares no periodo da referéncia inicial da
investigacdo genética dos neonatos. A maioria deles foi registrada no momento das
solicitagOes iniciais de exames e, dessa forma, eram relativamente pouco detalhadas.
Mesmo assim, consideramos que esta coorte é representativa dos neonatos com
anomalias congénitas nos quais havia uma suspeita clinica da presenca de um

desequilibrio cromossémico. E digno de nota que 6/35 (17%) dos recém-nascidos com
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anomalias congénitas vieram a falecer logo ap0s o0 nascimento. Fica evidente a
importancia dos dados da necropsia pos-natal que, além de auxiliar na caracterizacdo do
quadro clinico dos casos que evoluem para o 6bito, sdo fundamentais para um
diagnostico acurado e para um melhor estabelecimento da correlagdo gendtipo-fendtipo.

Entre as vantagens da anélise citogendmica com o método de array-CGH, estdo
a de ndo ser necessaria a obtencdo de cromossomos metafasicos e a maior sensibilidade,
uma vez que é capaz de detectar em amostras de DNA, qualquer rearranjo
cromossomico em desequilibrio e genes candidatos para diversas condicGes. Neste
estudo, em trés casos ndo havia registro de realizacdo de analise cromossémica anterior.
Em dois destes (1 e 14), a deteccdo de rearranjos cromossémicos foi possivel
posteriormente por haver amostras de DNA armazenadas. O presente estudo
demonstrou a exequibilidade e a utilidade do array-CGH na identificacdo de delecdes e
duplicacdes em amostras de DNA estocadas em biorrepositério. Foi demonstrado que
uma proporcao dos recém-nascidos com anomalias congénitas de causa desconhecida
apresenta desequilibrios cromossémicos relacionados com os seus fen6tipos.

A maior desvantagem da utilizacdo de array-CGH é a de ndo detectar rearranjos
cromossémicos equilibrados, como as translocacfes balanceadas. Além disso, no Brasil,
0 alto custo e a escassez de centros especializados e de profissionais habilitados em
citogendmica, sdo motivos que dificultam sua utilizagdo a investigacdo em programas
de triagem neonatal seletiva.

Este estudo permitiu a deteccdo de anormalidades cromossdmicas consistentes
com sindromes genéticas em uma idade precoce, quando os achados clinicos podem ser
ainda pouco definidos. Além disso, mesmo em sindromes bem definidas clinicamente,
rearranjos cromossdmicos recorrentes e ndo recorrentes com alta variabilidade em seu
tamanho ocorrem, levando a um amplo espectro fenotipico nos individuos afetados, por
vezes fora dos limites de deteccéo clinica.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a técnica de array-CGH
foi padronizada com sucesso em um hospital pdblico do Sistema Unico de Sadde
(SUS), estando em condicbes de ser aplicada no rastreamento genémico seletivo de
neonatos com anomalias congénitas de causa desconhecida avaliados por um Programa
de Monitoramento de Defeitos Congénitos, permitindo a identificacdo e caracterizagdo
de rearranjos cromossomicos relacionados as malformagdes congénitas.

Estudos retrospectivos ou prospectivos utilizando array-CGH em casos de

defeitos congénitos cuja causa nao foi esclarecida podem beneficiar as familias afetadas
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por permitir, em uma proporcao significativa dos casos, uma elucidacdo diagnostica
mais precisa. Acredita-se que os dados obtidos por meio deste trabalho contribuam para
uma melhor caracterizacdo genotipica em neonatos portadores de anomalias congénitas.
Nossos achados reforcam que uso de array-CGH como uma ferramenta diagndstica de
primeira linha pode proporcionar um diagndstico acurado e impactar favoravelmente o

manejo global dos casos desde o periodo neonatal.
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Anexo 1 — Ficha de Registro Clinico do Programa de Monitoramento de Defeitos
Congénitos/ECLAMC do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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DROGA: cocaina, etc
vV K N\ SAQ TODOS FILHOS DO MESMO PAI?
Gestagao 1 2 3 |4 5 6 7 ) 9 1011 ]12]13[ 14| 15 siM  NAOs Especifique com ¥V no quadro
Produto NV NM AE DATA DE INICIO DE CONVIVENC!A
Sexo M F | dia/més/ano / / /
Dia de nascimento CONCEBE FACIL SIM  NAO=
Més de nascimento FEZ ESTUDOS FEZ TRATAMENTOS.
Ano de nascimento ESCOLARIDADE OCUPAGAO
\dade | Sobrenome Lugar de Nascimento Pals Nas. MRE PAI MAE PAT
Localidade Estado | Pais | A | Avs NAO:Nao & Do lar
MAE 0 I 7 O O | NAO:Sim I& Desocupado
PAI 1 | N O O Y O | Prim.Incomp Ope.nao qualif
MALFORMADOS NA FAMILIA ___sim __ nAO CONSANGUINIDADE PARENTAL siM__NAO | Prim.Comp Ope.qualificado
Secund.Inco Ope.independ
Secund.Com Empregado
Univ.Incomp Palrao
Univ.Comp Prof/Execut
ATIVIDADE OCUPACIONAL DA MAE

Trabalha fora? nao  sim: Especificar=

ANTEPASSADOS

Europeus latinos Turcos
Europ. no latinos Negros
Judeus Orientais
Nativos Qutros
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Anexo 2 — Autorizagdo do coordenador do Programa de Monitoramento de Defeitos
Congénitos do HCPA para utilizacdo de material bioldgico

i & ' &
oY &; 6 gE NvEg:r‘I»‘C A, %%; CLINICAS ‘ff - : UFRGS
°® YSRITAL D) NICAS DE PORT( R

Porto Alegre, 15 de junho de 2013.

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a Comissao do Programa de Monitoramento de Defeitos Congenitos
(Programa de A¢ao de Extensao UFRGS 20274 - processo 23078.001517/2012-71) vinculado a0 Estudo
Colaborativo Latino-Americano de Malformagoes Congenitas (ECLAMC) autoriza a utilizacio de
material biologico para o estudo “PESQUISA DE REARRANJOS CROMOSSOMICOS
SUBMICROSCOPICOS ASSOCIADOS A MALFORMACOES CONGENITAS” sob &
responsabilidade da Dra. Mariluce Ricgel. Desde que scja garantido o cumprimento das normas

operacionais do programa PMDC ¢ a utilizagdo do material bioldgico de forma andnima ¢ sem

identificacao.

Coorderador do Programa de Monitoramento de Defeitos Congenitos

www. hcpa ufrgs b
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Anexo 3 - Termo de Compromisso para Uso de Dados e Material Biologico

It
A

Titulo do Projeto

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacao

Termo de Compromisso para Utilizacdo de
Material Biologico e Informagoes Associadas

PESQUISA DE REARRANJOS CROMOSSOMICOS SUBMICROSCOPICOS
ASSOCIADOS A MALFORMAGOES CONGENITAS

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos materiais biologicos estdao mantidos em
biorepositérios, bem como de suas respectivas informacoes associadas, contidas
em prontudrios e bases de dados do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Concordam, igualmente, que estas informacoes serao utilizadas unica e
exclusivamente para execucdo do presente projeto. As informacoes somente
poderao ser divulgadas de forma anénima.

Porto Alegre, 15 de junho de 2013.

Nome dos Pesquisadores

Assmatu ra

Luiza Emy Dorfman

Julio César Loguercio Leite

Mariluce Riegel

ﬁa&
d/f/z@/
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Anexo 4 - Resumo das indicagfes clinicas associadas as 35 amostras incluidas no

estudo no periodo referido para anélise cromossdmica convencional

Caso Sexo  ldade Caridtipo Resumo das indicagdes clinicas
materna*
1t F 33 ND HDC, microtia, hipertelorismo, cardiopatia congénita (dextrocardia), atresia anal
M ND ND CC (Tetralogia de Fallot)

4 M ND 46,XY Onfalocele, microcefalia

5 M 23 46,XX Onfalocele, agenesia de membros superiores, genitalia ambigua, atresia anal, disfungdo de
bexiga

10 F 20 46,XX Gastrosquise

12} M 16 46,XY HDC

13 M 20 46,XX Focomelia unilateral, displasia de quadril

14 M 29 ND Assimetria cranial, fissura de palato mole, hipertelorismo ocular, atresia de eséfago tipo I11B,
camptodactilia, clinodactilia do quinto dedo, pé torto congénito

15 M 28 46,XY Atresia anal, pé torto congénito

16 F 32 46,XX Atresia anal, hipoplasia genital, CC

17 F 21 46,XX AMC (amioplasia), pé torto congénito

19 F 30 46,XX FL a esquerda + FP ndo sindrémica

227 F 22 46,XX Microcefalia, hipoplasia cerebelar, oligodramnio, hipoplasia pulmonar, displasia renal,
hipoplasia genital, microgiria frontal, encefalocele occipital, hipoplasia cerebelar

23 F 20 46,XX Onfalocele, microcefalia

24 M 31 46,XY Micrognatia, incisivo central superior Unico

25 F 22 46,XX FL+P bilateral ndo sindrémica

29 M SR 46,XY CC (Tetralogia de Fallot)

30 M 21 46,XY FL+P bilateral ndo sindrémica

317 M 18 46,XY,der(6)  Artrogripose multipla congenita (amioplasia), CC (Tetralogia de Fallot), displasia de quadril

32% F 19 46,XX Displasia renal multicistica bilateral, oligodramnio

33 M sir 46,XY FP, pé torto congénito

34 M 17 46,XY FL a esquerda, FP, cabelos implantados na fronte em formato de “bico de viuva,
hipertelorismo mamilar, hipoplasia genital, hipospadia

35 F ND 46,XX HPE, oligodramnio, microcefalia, atresia de coana unilateral

36 M 41 46,XY FL n&o sindrdmica

37 M 24 46,XY FL+P bilateral ndo sindrémica

38 M 30 46,XY Atresia esofégica tipo 111B

40 M 28 46,XY RCIU

417 F 24 46,XX Gastrosquise

42 F 21 46,XX CC (Tetralogia de Fallot)

43 M 22 46,XY FL néo sindrémica

44 M 30 46,XY Microlisencefalia, micrognatia

47 F 17 46,XX Gastrosquise

487 M 25 46,XY Displasia renal multicistica bilateral, oligodramnio, hipoplasia pulmonar bilateral

49 F 24 46,XX Gastrosquise

50 M SR 46,XY AMC, micrognatia.

= obito; *= idade materna ao nascimento em anos; der=derivado, ND=n4o disponivel,

AMC = Artrogripose Multipla Congénita, CC = Cardiopatia Congénita, FL = Fissura labial, FP = Fissura palatina, FL+P = Fissura

labio-palatina, HDC = Hérnia Diafragmatica Congeénita, , RCIU= Restri¢do de Crescimento Intrauterino
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Anexo 5: GLOSSARIO

Agenesia: faléncia na formacao de um o6rgdo, geralmente decorrente de aplasia.
Amioplasia: tipo mais comum de artrogripose membros superiores e inferiores
bilateralmente afetados, ocorre a troca de muasculo esquelético por tecido fibroso denso
e adiposo.

Anomalia: fora do normal, da norma, do usual, sem qualquer conotacao etiopatogénica.

Aplasia: auséncia de tecido, podendo resultar na auséncia de algum 6érgdo ou
caracteristica morfologica.

Artrogripose: contraturas congénitas nao progressivas em duas ou mais areas do corpo.

Atresia anal: auséncia de continuidade do canal anorretal ou da comunicagdo entre o
reto e anus, ou estreitamento do canal anal.

Bico de vilva: prolongamento do escalpo capilar, em forma de cunha, sobre a testa na
linha média.

Camptodactilia: flexdo na interfalange proximal, podendo acometer qualquer dedo,
porém mais comum no dedo minimo.

Clinodactilia: encurvamento lateral de dedo, em geral em direcdo a linha meédia, no
plano da palma.

Congénito: presente ao nascimento, ainda que ndo necessariamente diagnosticado.

Defeito congénito: defeitos presentes ao nascimento podem ser estruturais, funcionais,
bioquimicos ou moleculares.

Dextrocardia: coracao posicionado do lado direito do torax.

Displasia: organizacdo anormal de células em um tecido pode resultar em alteracdo
estrutural clinicamente aparente.

Displasia esquelética: desordem hereditaria com prejuizo do crescimento, densidade e
organizacao de cartilagens e 0Ss0s.

Distrofia: disturbio do crescimento celular ou do tecido causado por falta desnutricéo.
Encefalocele: herniacdo do cérebro e/ou meninges através de defeito no cranio.

Fissura labial com ou sem fissura palatina: fenda parcial ou completa do labio superior,
com ou sem fenda da regido alveolar ou do palato duro.

Fissura palatina: defeito no fechamento do palato mole e/ou duro atras do forame
incisivo.
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Focomelia: auséncia completa ou parcial de membros.

Gastrosquise: evisceracdo do intestino (outros 6rgdos como figado e baco também
podem eviscerar) através de um pequeno defeito na parede abdominal anterior,
localizada ao lado de um corddo umbilical intacto. As visceras ndo estdo recobertas por
saco membranoso.

Genitéalia ambigua: sexo indeterminado, ndo se permite a definicdo imediata do sexo
fenotipico.

Hemangioma: lesdes vasculares na pele e outros tecidos, compostos por espaco
endotelial e estroma fibromucinoso. Cor avermelhada ou azulada.

Hénia diafragmaética: herniacdo do térax de contetdo abdominal devido a defeito do
diafragma, inclui auséncia total do diafragma.

Higroma cistico: acimulo de liquido anormal na regido cervical.

Hipertelorismo: distancia aumentada entre as duas Orbitas oculares, com aumento da
medida interpupilar.

Hipoplasia: proliferagdo celular reduzida, resultando em Orgdo ou caracteristica
morfoldgica subdesenvolvida.

Hipospadia: abertura da uretra na superficie ventral do pénis, distal ao sulco.
Hipotelorismo: distancia reduzida entre as duas érbitas oculares.

Holoprosencefalia: clivagem incompleta dos hemisférios cerebrais.

Malformacdo: defeito morfolégico de um érgéo, parte de um 6rgao ou regido maior do
corpo resultante de um processo de desenvolvimento intrinsecamente

anormal. Exemplos: alteracGes cromossémicas e génicas como fator intrinseco.

Malformacdo congénita: alteracdo morfoldgica que resulta em estruturas deformadas,
incompletas ou ndo formadas.

Microcefalia: cranio pequeno congénito, definido por um perimetro ceféalico abaixo do
3° desvio-padrdo das curvas apropriadas para idade e sexo.

Microlisencefalia: padrao giral simplificado, superficie cortical lisa.

Microgiria: circunvolugdes do cortex cerebral anormalmente reduzidas.
Micrognatia: diminuicdo da mandibula.

Microtia: auséncia de partes do pavilhdo (com ou sem atresia do canal auditivo).

Oligodréamnio: reducgéo de liquido amniotico.
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Onfalocele: herniacdo do contelido abdominal através da insercdo umbilical e coberta
por uma membrana que pode ou ndo estar intacta.

Sindrome malformativa: conjunto de anormalidades congénitas que se repetem em
padrdo constante.

Tetralogia de Fallot: cardiopatia congénita caracterizada por defeito septal ventricular,

deslocamento da aorta, estenose do infundibulo pulmonar e, frequentemente, hipertrofia
ventricular direita.
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