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RESUMO E ABSTRACT



RESUMO

Chehimi SN. Caracterizacdo citogenémica da delecdo do brago curto do cromossomo 5

[tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

A citogendmica é o estudo de alteracdes estruturais do DNA que revela variagdes no nimero
de codpias gendmicas (CNVs, do inglés, Copy Number Variations), que podem ser
responsaveis por quadros clinicos de malformacGes e consequéncias fenotipicas aos
portadores. A delecdo do braco curto do cromossomo 5 (5p-) é uma alteracdo genémica
causadora da Sindrome do 5p-, também conhecida como Sindrome Cri du Chat,
caracterizada, principalmente, por atraso no desenvolvimento neuropsicomotor,
microcefalia, baixa estatura, hipertelorismo ocular e deficiéncia intelectual. Neste trabalho,
avaliamos trinta (30) amostras de DNA de pacientes com 5p-, previamente diagnosticados
por cariotipos com bandamento G, FISH e/ou MLPA, utilizando a técnica de array
gendmico (Infinium CytoSNP-850K BeadChip ® - Illumina) para delinear o ponto de quebra
gendmico e caracterizar 0s rearranjos estruturais relacionados ao fenétipo clinico. Os nossos
resultados revelaram alteracdes estruturais em 5p que incluiam: delecGes terminais puras
(23), inversdo pericéntrica (1), delecdo intersticial (1), rearranjo terminal envolvendo uma
delecdo seguida de duplicacdo em 5p (1) e delecdes e duplicacdes concomitantes com outros
cromossomos (4). Dentre 0s pacientes com 0s rearranjos entre doiS Cromossomos,
observamos um caso de novo entre os cromossomos 5 e 9 (arr[GRCh37]
5p15.33p14.1(25328 25351609)x1; 9p24.3p21.3(46587 20642438)x3), uma translocacédo
de novo entre os cromossomos Y e 5 (arrffGRCh37] 5p15.33p15.1(22149 17812007)x1,
Y(ql11.21912(14852740 59335913)x0), um rearranjo entre 0S cromossomos 2 e 5
(arr[GRCh37] 2p25.3p24.1 (12770_23337574)x3, 5p15.33p15.1(113576_15713132)x1), e
entre os cromossomos 5 e 18 (arrf[GRCh37] 5p15.33p14.2(113576 24272820)x1,
18012.1923(29782990_78013728)x3). Essa ultima alteracdo foi herdada de forma materna
por meio de um rearranjo complexo entre 0s cromossomos 5, 10 e 18, sendo transmitido ha,
no minimo, trés geracdes familiares. A caracterizagdo molecular por array gendémico
também permitiu avaliar a contribuicdo da patogenicidade de 197 CNVs detectadas, bem
como a alta incidéncia de sequéncias do tipo LINE, préximas aos pontos de quebra da

delecdo, que sugerem rearranjos mediados, principalmente, por NAHR (do inglés, Non-



Allelic Homologous Recombination). A correlacdo entre os pontos de quebra moleculares e
0 quadro clinico dos pacientes possibilitou inferir uma nova localizacdo genémica terminal
em 5p, inédita na literatura, associada ao choro tipico da sindrome e & microcefalia. Ainda,
compilamos informagdes fenotipicas clinicamente relevantes dos trinta pacientes avaliados,
contribuindo para a formacdo de um banco de dados brasileiros de portadores de 5p-. A
caracterizacdo citogenémica da delecéo do braco curto do cromossomo 5 teve um impacto
direto no diagndstico dos pacientes e suas familias, e ajudou a aprimorar a correlacdo

genotipo-fendtipo nessa sindrome.

Descritores: Doencas raras; Genética humana; Analise de sequéncia com séries de
oligonucleotideos; Sindrome do miado do gato; Delecdo cromossdmica; Delecdo de genes;
Rearranjos gendmicos; Estabilizacdo citogenémica; Testes genéticos; Variagcdes do nimero
de cdpias de DNA.



ABSTRACT

Chehimi SN. Cytogenomic characterization of the deletion of the short arm of chromosome
5 [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo™; 2021.

Cytogenomics is the study of structural changes in DNA that reveals genomic copy number
variations (CNVs), which may be responsible for clinical features of malformations and
phenotypic consequences for carriers. The deletion of the short arm of chromosome 5 (5p-)
is a genomic alteration causative of the 5p- syndrome, also known as Cri du Chat syndrome,
mainly characterized by a delay in the neuropsychomotor development, microcephaly, short
stature, ocular hypertelorism and intellectual disability. In this work, we evaluated thirty
(30) DNA samples from patients with 5p-, previously diagnosed by G-banded karyotypes,
FISH and/or MLPA, using the genomic array technique (Infinium CytoSNP-850K
BeadChip ® - lllumina) to outline the genomic breakpoint and characterize structural
rearrangements related to the clinical phenotype. Our findings revealed structural changes
in 5p that included: pure terminal deletions (23), pericentric inversion (1), interstitial
deletion (1), terminal rearrangement involving a deletion followed by duplication in 5p (1)
and concomitant deletions and duplications with other chromosomes (4). Among the
patients with rearrangements between two chromosomes, we observed a de novo case
between chromosomes 5 and 9 (arrf[GRCh37] 5p15.33p14.1(25328_25351609)x1,
9p24.3p21.3(46587_20642438)x3), a de novo translocation between Y and 5 chromosomes
(arr[GRCh37] 5p15.33p15.1(22149 17812007)x1, Yq11.21912(14852740_59335913)x0),
a rearrangement between chromosomes 2 and 5 (arrf[GRCh37]
2p25.3p24.1(12770_23337574)x3, 5p15.33p15.1(113576_15713132)x1), and between
chromosomes 5 and 18 (arf[GRCh37] 5p15.33p14.2(113576_24272820)x1,
18012.1923(29782990 78013728)x3). This last alteration was maternally inherited through
a complex rearrangement between chromosomes 5, 10 and 18 that has been transmitted for
at least three family generations. The molecular characterization by genomic array also
allowed to evaluate the contribution of the pathogenicity of 197 detected CNVs, as well as
the high incidence of LINE sequences that surrounded the breakpoints of the deletion, which
suggest rearrangements mediated mainly by NAHR (Non-Allelic Homologous

Recombination). The correlation between the molecular breakpoints and the clinical features



of the patients made it possible to infer a new terminal genomic region in 5p, unprecedented
in the literature, associated with the typical cry of the syndrome and microcephaly. We also
compiled clinically relevant phenotypic information from the thirty patients evaluated,
contributing to the formation of a Brazilian database of 5p patients. The cytogenomic
characterization of the deletion of the short arm of chromosome 5 had a direct impact on the
diagnosis of patients and their families, and helped to improve the genotype-phenotype

correlation in this syndrome.
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Cytogenomic stabilization; Genetic tests; DNA copy number variations.
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1. INTRODUCAO

A literatura mostra que o estudo citogenomico detalhado de alteragdes
estruturais no DNA pode ajudar a revelar as caracteristicas da arquitetura do genoma que
impactam diretamente no fenotipo clinico, bem como elucidar os mecanismos que
produzem esses desequilibrios (Luo et al., 2011). Assim a investigacdo molecular
detalhada de diferentes sindromes, ao longo dos anos, tem contribuido para o
entendimento da relagdo gendtipo-fendtipo, para o esclarecimento das familias e ao
mesmo tempo pode auxiliar na busca de um tratamento mais efetivo para as doencas

gendmicas.

1.1. Rearranjos gendmicos

AlteracGes submicroscopicas na arquitetura do DNA podem ocorrer em
qualquer parte do genoma de um individuo, sendo responsaveis pela manifestacao de
diversas sindromes e doencgas, com impacto funcional, ou caracterizar variacdes
populacionais benignas e contribuicdes para a diferenca genémica entre os individuos,
sem consequéncias fenotipicas aparentes aos portadores (Sebat et al., 2004).

Essas alteracGes favorecem o surgimento de diversos tipos de rearranjos,
como, por exemplo, inversdes e translocacbes balanceadas (que nao envolvem perda ou
ganho de material genético) e delecdes e duplicacBes. Essas duas Ultimas englobam as
varia¢fes no nimero de cdpias génicas (CNVs, do inglés, Copy Number Variation). As
CNVs sdo caracterizadas por anormalidades gendmicas e/ou cromossOmicas, em
decorréncia de perdas ou ganhos de material genético, cujos tamanhos variam de algumas
centenas de pares de bases a milhdes de pares de bases (Mb), e representam,
majoritariamente, a origem de uma gama de sindromes malformativas, associadas ao
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM) e deficiéncia intelectual (DI) que
aparentemente ndo possuem uma etiologia definida (Redon et al., 2006; Luo et al., 2011).

Sabe-se que determinadas regides no genoma humano estdo mais suscetiveis
a sofrerem quebras e rearranjos estruturais como as CNVs, e diversos fatores podem

contribuir para essa maior suscetibilidade, tais como a presenca de repeti¢cdes em tandem
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(curtas sequéncias de DNA repetidas até milhares de vezes) nas porcdes terminais
cromossémicas; sitios frageis do DNA,; regides de LCRs (do inglés, Low-Copy Repeats),
também conhecidas como segmental duplications (SD), que sdo pequenas sequéncias
repetitivas com mais de 95% de similaridade frequentemente encontradas em regides
centroméricas e teloméricas; e hotspots em regides subteloméricas (Myers, 2007; Luo et
al., 2011; Guilherme et al., 2015).

As porcGes cromossdmicas terminais, que englobam os subtelémeros e
telomeros, sdo constituidas por sequéncias altamente repetitivas que garantem a
estabilidade mitética no processo da divisdo celular (Miller et al., 2010; Luo et al., 2011).
Uma vez que essas regides estdo encarregadas por manter uma estabilidade estrutural, sua
perda nas delecBes provoca instabilidade cromossémica, favorecendo o desequilibrio
gendmico e a condicdo a processos apoptoticos. Assim, essa delecdo pode responder por
estigmas sindrdmicos caracteristicos sendo necessario suprir a auséncia telomérica com
algum mecanismo de reposi¢édo ou reconstituicdo gendmica (Cervantes e Lundblad, 2002;
Ballif et al., 2004).

1.2. Mecanismos de reparo e estabilizacdo do DNA em regiGes cromossdmicas

terminais deletadas

Em consequéncia as quebras na dupla fita de DNA, podem ocorrer dele¢des
de regides cromossomicas e diversos mecanismos de correcéo e estabilidade estrutural
dos teldmeros podem surgir para reparar o dano.

Dentre as funcdes principais dos teldmeros, estd a manutencdo da estabilidade
cromossémica, impedindo recombinagdes homologas durante a replicacdo e degradacéo
da porcao terminal dos cromossomos (Meyne et al., 1989; Cervantes e Lundblad, 2002;
Mefford e Trask, 2002). Adjacentes aos teldomeros estdo as regides chamadas de
subteloméricas, que possuem sequéncias distintas para cada um dos diferentes
cromossomos e que contém grande concentracdo de genes, constituindo uma alta
diversidade fenotipica pelos polimorfismos encontrados e mediando rearranjos deletérios
devido a homologia das regides subteloméricas (Mefford e Trask, 2002).

A resposta primaria a exposi¢do do telomero e da regido final cromossémica
¢ a cicatrizacdo por meio da agdo da enzima telomerase. A telomerase adiciona sequéncias
telomeéricas repetitivas, sem a incorporacdo das sequéncias dos subtelémeros, para

proteger a extremidade exposta e promover a estabilidade do ciclo celular (Varley et al.,
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2000; Cervantes e Lundblad, 2002). Como consequéncia, ocorrem as sinteses de novos
telomeros, formando neotelomeros, identificados por meio do sequenciamento dos pontos
de quebra (Guilherme et al., 2015).

Ademais, outros mecanismos baseados em recombina¢des podem ocorrer
para a estabilidade gendmica. Um desses métodos alternativos para a corre¢do de quebras
na dupla fita de DNA é a junc¢do de extremidades ndo-homdlogas (NHEJ, do inglés, Non-
Homologous End-Joining) dos teldmeros, com ligacdo das extremidades expostas, para
remover a sinalizacdo da regido danificada. No entanto, isso provoca instabilidade nas
divisdes celulares pela fusdo dos cromossomos, podendo levar ao surgimento de InDels,
pequenas delecdes e/ou inser¢des (Burma et al., 2006; Lieber, 2008).

Outra forma de estabilizacdo de delecGes terminais € a aquisicdo de
sequéncias teloméricas repetitivas da porcédo final de outros cromossomos juntamente
com as respectivas regides subteloméricas, formando cromossomos derivados, que
possibilitam a replicagdo do cromossomo e segregacao celular normal (Varley et al.,
2000; Ballif et al., 2004). A captura de teldmeros para reparar a delecdo pode ocorrer
entre cromatides-irmas ou entre cromossomos homologos e ndo homologos, e esse
mecanismo pode gerar rearranjos constitucionais cripticos (Ballif et al., 2004). Utilizando
sondas especificas para regides subtelomericas, Ballif et al. (2000) identificaram dele¢es
terminais estabilizadas por captura de teldmeros em 17% de 60 pacientes, demonstrando
gue esse mecanismo ocorre em uma proporcao significativa.

Alguns mecanismos moleculares que resultam na captura telomérica para
geracgdo e estabilizacdo das por¢des terminais deletadas ja foram sugeridos (Fig. 1): 1)
rearranjos cromossoémicos na porcdo final deletada por meio de uma recombinacao
homologa ndo-alélica (NAHR, do inglés, Non-Allelic Homologous Recombination) entre
LCRs (Stankiewicz e Lupski, 2002); 2) recombinacdo ectopica por pareamento
subtelomérico entre finais cromossémicos ndo-homologos em LCRs distantes, seguidos
de eventos recombinatdrios em regides mais proximais (mecanismo denominado SPPR,
do inglés, Subtelomeric Pairing with Proximal Recombination) (Mefford e Trask, 2002);
3) captura de um novo telébmero por meio da copia de sequéncias teloméricas homologas
de um cromossomo pré-existente no final do cromossomo deletado por meio de um
processo de replicacdo induzida por quebra (BIR, do inglés, Break-Induced Replication)
resultando em uma translocacdo néo-reciproca (Kolodner et al., 2002); 4) geracdo de

cromossomos com porcdes finais deletadas que sdo estabilizadas por sequéncias
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teloméricas originadas do teldmero da extremidade oposta a dele¢do, gerando duplicacéo
dessa regido, por meio de troca pré-meidticas com recombinacdo meidtica posterior
(Pennaneach et al., 2006).
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Figura 1 — Representacdo dos mecanismos de captura telomérica responsaveis pela formacéo e
estabilizacdo das dele¢des terminais: (1) Modelo de NAHR, representado pelas regides terminais
do cromossomo 1, no qual o der(1)t(1;1)(p36;944) seria formado pela recombinacéo entre LCRs
(quadrado laranja) que estdo localizadas em 1pter e 1qter. (2) Modelo de SPPR, no qual ocorre o
alinhamento entre as regides terminais subteloméricas ndo-homélogas em regides subteloméricas
homélogas (quadrado azul) préximas, resultando em uma translocacéo reciproca sem a presenca
de LCRs nos pontos de quebra. (3) Modelo de BIR, provocado pela quebra na dupla fita de DNA
que é reparada ao invadir e replicar a sequéncia de outros terminais cromossémicos. (4) Modelo
de troca intercromoss6mica pré-mei6tica, indicada pelas linhas pontilhadas, com recombinacéo
meidtica entre cromossomos homologos (1pterA e 1qgterB) resultando na formacdo de um
cromossomo der(1) com delegdo 1pter e duplicacdo 1q (figura adaptada de Ballif et al., 2004)

Esses mecanismos que geram cromossomos rearranjados, com delegdes e
duplicages, podem provocar diversos tipos de desarranjos gendmicos como alteragdes

na dosagem génica, disrupcdo de genes haploinsuficientes, fusdo de genes que podem
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provocar novas sequéncias codificantes, alteragdes na posicéo de regides que impactam
na regulacdo da expressao génica, expressdo de alelos recessivos, entre outros (Lupski e
Stankiewicz, 2005).

No caso de translocacbes ndo balanceadas intercromossomais, 0S
mecanismos estabilizadores mais frequentes séo NHEJ ou replicacdo induzida por
quebras mediada por microhomologia (MMBIR, do inglés, Microhomology-Mediated
Break-Induced Replication), uma vez que estudos relataram que a maior parte das juncdes
dos pontos de quebra apresentava microhomologia, sequéncias curtas inseridas e
sequéncias repetitivas paralogas. Contudo, houve rearranjos mediados por NAHR,
mediante a presenca de sequéncias maiores de homologia (>1 kb), sendo esta a
carcateristica mais comum nos pontos de quebra, e com menor frequéncia de sequéncias
Alu (Boone et al., 2014; Weckselblatt e Rudd, 2015).

Compreender o perfil e caracteristicas das sequéncias que circundam 0s
pontos de quebra pode esclarecer o mecanismo envolvido na estabilizagdo das
extremidades expostas (Ballif et al., 2000; Ballif et al., 2004; Schmutz et al., 2004).

Assim sendo, rearranjos na estrutura dos cromossomos e deteccdo de CNVs
ja foram associados, utilizando-se diversas técnicas moleculares e plataformas de array,
a variadas sindromes que envolvem ADNPM, DI e malformacGes congénitas (MC),
incluindo a sindrome da dele¢do do braco curto do cromossomo 5 (5p-) (Overhauser et
al., 1994; Veltman et al., 2002; Slavotinek, 2008; Vissers et al., 2010; Cooper et al., 2011).

1.3. Considerac6es sobre a Sindrome do 5p-

A sindrome do 5p-, também conhecida como Sindrome Cri du chat (SCDC —
OMIM #123450) ou monossomia de 5p, é caracterizada por uma delecdo parcial (terminal
e/ou intersticial) do brago curto do cromossomo 5, na qual os pacientes apresentam
somente uma copia de um fragmento ou do brago curto inteiro. Essa sindrome envolve a
delecdo de genes contiguos, ocorrendo em uma frequéncia populacional mundial de
1:15.000 a 1:50.000 em nascidos vivos (Niebuhr, 1978; Higurashi et al., 1990).

A sindrome foi descrita pela primeira vez em 1963 por Lejeune e
colaboradores, sendo assim denominada porque os recém-nascidos com a sindrome
apresentavam um choro agudo semelhante ao miado de gato.

As caracteristicas clinicas dos pacientes acometidos sdo choro estridente,

assimetria facial, perimetro cefalico reduzido (microcefalia), face arredondada ao
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nascimento, dobras epicénticas, estrabismo, mé formacdo da laringe, hipertelorismo
ocular, hipotonia, orelhas de implantacdo baixa, ponte nasal proeminente, pregas Unicas
nas maos (sulco simiesco) e atraso no crescimento e desenvolvimento, entre outras.
Podem também apresentar MC cardiacas, neuroldgicas e multissistémicas (Niebuhr,
1978; Mainardi et al., 2001).

Diversos autores relataram mudancgas fenotipicas e comportamentais nos
pacientes com 5p- ao longo do desenvolvimento: o rosto arredondado se tornou mais
alongado e fino, houve maior indicio de macrostomia, casos de automutilacdo e
agressividade foram evidenciados e alguns pacientes que eram hipotonicos ficaram
hipertonicos com dificuldade para caminhar (Cornish e Pigram, 1996; Van Buggenhout
et al., 2000; Collins e Cornish, 2002; Santo et al., 2016). O amplo espectro fenotipico da
sindrome ja foi associado a diagnosticos diferenciais para a sindrome de Angelman (Van
Buggenhout et al., 2000) e a sindrome de Silver-Russell (Vado et al., 2018), quando ha a
auséncia das caracteristicas patognoménicas, sobreposicdo de fendtipos ou mudancas
fenotipicas ao longo do crescimento do individuo.

Com o crescimento desse portador, a presenca do choro tipico ao nascimento
esteve associada a um maior comprometimento de fala e aprendizagem. Porém, apesar de
mudangas nas caracteristicas clinicas com o passar dos anos, o atraso de crescimento se
mantém, resultando em pacientes com baixa estatura, microcefalia, pouco ganho de peso
corporeo e escoliose na idade adulta (\Van Buggenhout et al., 2000).

A maioria dos casos (80-90%) de portadores da SCDC € de rearranjos
gendmicos de novo, mas em cerca de 10-15% os rearranjos sdo herdados de translocagdes
balanceadas de um dos pais, preferencialmente de origem paterna. Em menor frequéncia,
a SCDC ocorre por rearranjos cromossdmicos complexos, como anéis e inversdes
(Niebuhr, 1978; Mainardi et al., 2001; Mainardi et al., 2006) e ainda de forma mais rara,
pode ocorrer pela presenca de uma baixa porcentagem de células contendo rearranjos em
5p em mosaicismo gonadal (Alkaya et al., 2020).

As delecbes séo geralmente terminais (80-90%) e em cerca de 3-5% sé&o
intersticiais e os pontos de quebra no cromossomo 5 podem variar desde grandes porcoes
do bragco curto a somente a regido pl15.3. Delecdes maiores ja foram relacionadas a
consequéncias fenotipicas mais graves (Niebuhr, 1978; Mainardi et al., 2006).

Determinadas regides no braco curto do cromossomo 5 ja foram associadas

diretamente a uma caracteristica especifica, tal como a regido 5p15.2, ligada aos
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dismorfismos faciais e dificuldades intelectuais, sendo considerada a regido critica para
as caracteristicas fenotipicas da sindrome, e a regido 5p15.3 para o choro semelhante ao
miado de gato e atraso na fala (Overhauser et al., 1994; Gersh et al., 1995). Contudo,
estudos moleculares tém se mostrado de importancia critica para elucidar completamente
a composicdo gendmica dessas regides e inferir correlacfes gendtipo-fenotipo mais

precisas.

1.4. Caracteristicas gendmicas da regido de 5p

O cromossomo 5 é um dos maiores cromossomos humanos, possuindo cerca
de 180 Mb de tamanho com 827 locus génicos ja conhecidos, e que, no entanto, possui
uma das menores densidades génicas dentre os cromossomos. Apesar disso, a existéncia
de grandes porcdes altamente conservadas de regides ndo codificadoras indicam a
possibilidade de regulagdo da expressao génica a distancia (Schmutz et al., 2004).

Contudo, variadas doencas e sindromes ja foram associadas a variagfes em
base Unica e desequilibrios gendmicos no cromossomo 5, como a disqueratose congénita
(Armanios et al., 2005); doenca de Parkinson (Foroud et al., 2006); atrofia muscular
espinhal (Sun et al., 2005), além da anteriormente citada SCDC.

Focando especificamente no braco curto do cromossomo 5, a regido de
interesse desse trabalho, cinco genes (TERT, SEMA5A, MARCH6, CTNND2 e NPR3)
foram considerados haploinsuficientes, baseando-se na contribuicdo da dosagem desses
genes em hemizigose para o fendtipo da SCDC (Nguyen et al., 2015).

Os genes SEMASA e CTNND2 estdo relacionados ao desenvolvimento
cerebral e migracdo de neur6nios e a hemizigosidade destes pode dificultar esse processo
e levar a DI e comportamentos do espectro autista (Duan et al., 2014). O gene CTNND?2
(do inglés, o-Catenin), localizado na regido 5p15.2 e que inicialmente foi descrito como
proteina neuronal, ja foi diretamente relacionado a deficiéncia intelectual e a perda
hemizigética configurou em um quadro sintoméatico mais agravado (Medina et al., 2000).
Atualmente, sabe-se que esse gene esta relacionado a adeséo celular por meio de interacéo
com proteinas reguladas por célcio, além de estar envolvido na regulacédo sinaptica,
especialmente nos processos de aprendizagem e expressao de emocdes (Lu et al., 2016).

Além disso, proximo a localizacdo gendmica do gene CTNND2, esta presente
0 gene SEMABSA (do inglés, semaphorin F), envolvido na repulsa dos sinais de orientacao

dos axodnios no desenvolvimento cerebral embrionario; uma Gnica copia do gene



36

interrompe sinais regulatorios para a geracdo de neurdnios pos-mitéticos, reduzindo
drasticamente sua quantidade e aumentando a proliferagdo de precursores neuronais
(Simmons et al., 1998).

O gene MARCHG6 foi associado ao choro caracteristico da sindrome,
juntamente com o gene FLJ25076, que esta envolvido na mesma via de sinaliza¢do. O
gene FLJ25076 esta altamente expresso em tecidos toracicos e escapulares, além de estar
envolvido no processo de degradacao proteica, possuindo um papel no desenvolvimento
das caracteristicas faciais e dismorfismos esqueléticos (Wu et al., 2005).

A delecdo do gene TERT e sua heterozigosidade estéo relacionados a falhas
na manutenc¢do do comprimento do telémero e alteragdes fenotipicas em adultos, como o
cabelo grisalho precoce (Zhang et al., 2003). Mutacdes no gene TERT também podem
estar relacionados ao desenvolvimento de disqueratose congénita de padrdo autossémico
dominante, sindrome relacionada a falha na medula 6ssea e cujas manifestagdes ocorrem
quando ha encurtamento critico dos teldmeros (Armanios et al., 2005; Du et al., 2007).

O gene NPR3 esta relacionado, em ratos, ao aumento de pressdo sanguinea e
hipertensdo, independente do consumo de sal, mas o efeito de sua haploinsuficéncia em
humanos permanece incerto (Kuang et al., 2017).

Além desses genes, Nguyen et al. (2015) destacaram outros genes como
condicionalmente haploinsuficientes, ou seja, que apresentam algum fator de risco para a
doenca: SLC6A3, CDH18, CDH12, CDH10, CDH9, CDH6. A Figura 2 representa a
posicdo desses genes haploinsuficientes e condicionalmente haploinsuficientes,
juntamente com correlacGes gend6tipo-fenotipo estabelecidas anteriormente.

O gene SLC6A3, também conhecido como DAT, € um gene responsavel pelo
transporte de dopamina e regulador da neurotransmissdo dopaminérgica. Mutagdes nesse
gene estdo relacionadas a diferencas individuais nos sintomas de transtorno do déficit de
atencdo com hiperatividade (TDAH) (Tong et al., 2015).

Os genes CDH18, CDH12, CDH10, CDH9, CDH6 compdem um cluster em
5p proveniente de uma familia de caderinas envolvida na adeséo celular e comunicagéo
intercelular, mantendo assim a integridade das células, inclusive com implicagdes como
supressor tumoral e de metastases (Chalmers et al., 1999). Em 3100 pacientes avaliados
para identificar fatores genéticos de risco para comportamentos do espectro autista, 0s
genes CDH9 e CDH10 se destacaram como altamente suscetiveis a manifestacdo do

espectro autista (Wang et al., 2009).
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Figura 2 — Representacdo da posicdo de genes haploinsuficientes e condicionalmente
haploinsuficientes (Nguyen et al., 2015), juntamente com correlacBes genotipo-fenotipo
estabelecidas anteriormente (Mainardi et al., 2001; Kondoh et al., 2005; Zhang et al., 2005; Wu
et al., 2005; Elmakky et al., 2014)

Em adicdo as investigacdes dos genes, 0s produtos proteicos tém recebido
atencdo. Um estudo mais recente, investigou a interacdo de redes de proteinas que
poderiam estar associadas a SCDC na regido critica de 5p15.3-p15.2 a partir de dados
clinicos, caracterizacdo molecular e biologia de sistemas de seis pacientes (delecBes de
tamanho variando de 11,2 Mb a 28,6 Mb) e apontou novas proteinas candidatas quanto a
sua contribuicdo para o fenotipo dos portadores, por meio de uma abordagem integrativa
entre a citogeneética classica, molecular e bioinformatica. Essas proteinas sdo CCT5,
TPPP, MED10, ADCY2, MTRR, CEP72, NDUFS6 e MRPL36 (Corréa et al., 2019).

Outra caracteristica marcante do cromossomo 5, além da baixa densidade
génica relatada, é a abundancia de sequéncias repetitivas. O contetdo de sequéncias
repetitivas corresponde a 46,3% da concentragéo total de nucleotideos no cromossomo,
sendo que as sequéncias repetitivas mais frequentes sdo os elementos nucleares longos
intercalados (LINES, do inglés, Long Interspersed Nuclear Elements) com capacidade de
serem retrotransposons e atuarem como elementos moveis no genoma, seguidos das
sequéncias Alu, incluidas na categoria de elementos nucleares curtos intercalados (SINEs,

do inglés, Short Interspersed Nuclear Elements) (Schmutz et al., 2004).
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1.5. Métodos moleculares de deteccao das alteraces genémicas

Para melhor delineamento molecular e identificagdo das alteragdes na
arquitetura gendbmica, diversas técnicas foram desenvolvidas e aprimoradas,
principalmente para detectar os rearranjos submicroscopicos (Stankiewicz, 2002;
Slavotinek, 2008).

Durante a gestacédo, ha testes moleculares para avaliar possiveis aneuploidias
ou alteragdes cromossémicas e genémicas, de acordo com as suspeitas clinicas e riscos
para a gestacdo. Um desses é o teste pré-natal ndo invasivo, NIPT (do inglés, NonlInvasive
Prenatal Testing) indicado em casos de idade materna avancada (>35 anos); historico
familiar prévio de alteragdes genbmicas; translocacdes parentais (equilibradas ou
robertsonianas) previamente detectadas; e resultados anormais de testes maternos
gestacionais ou ultrassons (Greeley, Kessler e VVohra, 2015).

Hé& também testes pré-natais de carater mais invasivo, como a amniocentese,
bidpsia das vilosidades coridnicas e cordocentese que podem detectar a presenca de
SCDC, mas que implicam em riscos para a gestacdo, e por isso devem ser avaliados e
selecionados com cautela diantes das informacdes, necessidade e indicacdes clinicas
(Akolekar et al., 2015).

As investigacfes em relacdo a anormalidades cromossomicas sdo mais
frequentes apds 0 nascimento da crianca. Nesses casos, recorre-se a outras técnicas
moleculares mais comuns e com alta resolucdo diagnéstica conforme a suspeita e o
critério clinico (Tabela 1).

Em casos com dele¢Bes maiores que 5 Mb, o diagnostico é feito por técnicas
de citogenética classica, como cariétipo com bandamento G. Entretanto, essa técnica nao
possui resolucdo suficiente para esclarecer rearranjos e delecGes menores, além de
dificultar a precisdo nos pontos de quebra envolvidos (Veltman et al., 2002).

Delecdes menores que 5 Mb podem ser identificadas por meio de técnicas
moleculares combinadas ou individuais, tais como FISH (do inglés, Fluorescence In Situ
Hybridization), MLPA (do inglés, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) e
array genémico.

A técnica de FISH consiste na hibridacdo e emparelhamento de sondas
fluorescentes a uma regido-alvo do DNA identificando, dessa forma, alteragfes em
regides especificas, como as dele¢des, as duplicacdes, as inversdes, as translocagoes e
outros rearranjos estruturais (Pinkel et al., 1986; Ballif et al., 2000). A técnica de MLPA



39

consiste na identificacdo simultanea de variagcdes no nimero de copias de 40 a 50 regides
em um unico experimento, sendo assim uma ferramenta de 6timo custo-beneficio em
casos em que ha uma suspeita clinica abordada por um dos kits comerciais disponiveis
(Schouten et al., 2002; Zanardo et al., 2017).

Tabela 1 - Testes citogenéticos e moleculares disponiveis para a deteccdo de SCDC e suas
indicacdes especificas

Técnica Resolucéo de deteccao Em que situacao recorrer a técnica?

Teste de triagem e confirmacg&o da suspeita
clinica (ndo necessita de uma indicacéo
clinica bem delimitada), recorréncia na

familia, translocagdes parentais

Alterac@es estruturais ou CNVs
envolvendo segmentos maiores
que 5-10 Mb

Caridtipo com
bandamento G

Confirmacéo da suspeita clinica (necessita de

ALIEIEGEES SEIMLTEE UGN uma indicacéo clinica bem delimitada para

envolvendo segmentos menores

FISH X . . selecdo da regido-alvo), translocacbes
que 5 Mb; rearranjos entre dois ou L ~ ~
. parentais, inversdes e outras alteragoes
mais cromossomos -
estruturais
Confirmacéo da suspeita clinica (necessita de

CNVs envolvendo seamentos uma indicacéo clinica bem delimitada para
MLPA g selecdo do kit-alvo; sem indicagdo clinica

equenos, menores que 5 Mb . - ~
Peq g pode-se recorrer a um kit de microdelecdes e

microduplica¢es mais frequentes)

Teste de triagem e confirmacdo da suspeita
clinica (ndo necessita de uma indicacéo
clinica bem delimitada); pode detectar
alteracGes em outras regides além do 5p

CNVs envolvendo segmentos
Array genémico pequenos, entre alguns kb a
milhdes de pares de bases

Em casos de fenotipo que sobrepbe SCDC e
outras sindromes causadas por variantes
gendmicas e InDels

Sequenciamento AlteracBGes em bases Unicas e
de nova geragéo pontos de quebra especificos

Legenda: FISH — do inglés, Fluorescence In Situ Hybridization; Kb — Kilobases; Mb —
Megabases; MLPA — do inglés, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

O array gendémico é uma técnica de alta resolucdo de analise total do genoma
para a deteccdo de ganhos e perdas submicroscopicas. Em uma ldmina ou chip ha a
disposicdo de milhares de sondas de oligonucleotideos, contendo sequéncias
complementares a regifes do genoma todo, marcados com fluorescéncia, nos quais o
DNA do paciente se ligara em caso de complementariedade, e posteriormente a analise é
realizada em software, verificando a fluorescéncia emitida para a deteccdo de CNVs
(Veltman et al., 2002; Slavotinek, 2008). Sendo assim, por meio do array, detectam-se
CNVs a partir das sondas incluidas na lamina de hibridacdo selecionada e por meio da

deteccéo da fluorescéncia emitida por essas sondas (Figura 3).
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Figura 3— Exemplos de CNVs detectadas por meio do array, da plataforma lllumina, e analisados
no software BlueFuse™. (A) Deleg&o no braco curto do cromossomo 8, destacada pelo retangulo
amarelo; (B) Duplicacdo no brago longo do cromossomo 15, destacada pelo retdngulo azul.
Imagens provenientes do Laboratério de Citogenémica, LIMO3, cortesia da Prof.? Dr.? Leslie
Domenici Kulikowski

Pela sua alta resolucdo e capacidade de investigacdo de alterac6es em todo o
genoma em um Unico experimento, 0 array genémico é a indicacdo inicial de triagem
para casos sem causa especifica para ADNPM, DI, transtornos do espectro autista e
multiplas anomalias congénitas. Manuais de orientacdo a interpretacdo de CNVs ja foram
publicados por érgdos internacionais como o American College of Medical Genetics
(ACMG), Association for Molecular Pathology (AMP), Clinical Genome Resource
(ClinGen) de modo a estabelecer critérios de padronizacdo de analise e classificagdo ao
redor do mundo e de forma que os resultados possuam uma nomenclatura Unica e
interpretada sem maiores vieses (Manning et al., 2010; Miller et al., 2010).

S&o poucas as publica¢des que utilizam o teste de array para investigacéo da
delecdo em 5p e outras alteragdes concomitantes. Santo et al. (2016) avaliaram 6 pacientes
com 5p- usando o teste de CGH-array (do inglés, Array Comparative Genomic
Hybridization) que evidenciou dele¢es com multiplos pontos de quebra, variando entre
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as regifes 5p15.2p13 em 6 pacientes, além de identificar uma dup(8)(p23.3-p23.2)
benigna em um deles, que ndo havia sido relatada anteriormente em outros testes.

A caracterizacdo citogendmica detalhada em amostras de pacientes
portadores da SCDC, utilizando diferentes metodologias, elucida aspectos genémicos
relevantes e inéditos associados a variabilidade fenotipica apresentada nesta sindrome.
Sendo assim, a investigagdo citogendmica nestes portadores revela caracteristicas
estruturais ndo perceptiveis em caridtipos e pode elucidar os mecanismos de reparo e
estabilizacdo dos teldmeros nos segmentos terminais deletados.

Além disso, utilizando-se da combinacéo entre a técnica de array associada a
andlise bioinformatizada dos resultados, se alcanca melhor delineamento de regides
criticas para a sindrome, maior precisdo nos pontos de quebra no cromossomo 5 e uma
correlacdo genoOtipo-fenotipo mais acurada. Ao mesmo tempo, considerando como
modelo a delecdo do brago curto do cromossomo 5, a investigagdo citogenémica
proporciona uma compreensdo mais acurada dos mecanismos capazes de estabilizar a
arquitetura do DNA e que pode ser aplicada para outras sindromes causadas por

decorréncia de CNVs.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

e Caracterizar a regido da delecdo de 5p utilizando técnicas citogendmicas.

2.2. Objetivos secundarios

e Delinear os pontos de quebra das CNVs detectadas por meio do array;

¢ Investigar a presenca de translocac@es equilibradas e inversdes, por meio do cariétipo
com bandamento G e/ou FISH e/ou MLPA;

o Classificar todas as CNVs detectadas, relacionando-as aos achados clinicos de cada
paciente;

¢ Inferir possiveis mecanismos responsaveis pela estabilizacdo das alteracdes nos casos

estudados.



METODOS



45

3. METODOS

3.1. Casuistica

Para este trabalho, inicialmente, dispinhamos de 55 (cinquenta e cinco)
amostras de pacientes com diagndstico clinico prévio da SCDC por meio do cariotipo
com bandamento G, MLPA e/ou FISH ou indicacéo de forte suspeita clinica (como, por
exemplo, o choro semelhante a um miado ao nascimento). Destes, muitos ndo possuiam
dados clinicos e descricdo detalhada. Assim, os pacientes foram reconvocados pela
Unidade de Genética do Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Séo Paulo (ICr-HCFMUSP) e/ou contatados em encontros
anuais promovidos pelo Ndcleo Cri du Chat (Sdo Caetano do Sul —SP) para a coleta destes
dados e assim, na selecdo final, 30 (trinta) pacientes foram incluidos na casuistica
investigada.

Todos os pais e/ou responsaveis foram informados da realiza¢do da pesquisa,
e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comité
de Etica da Instituicdo — CAAE: 62322416.7.0000.0068.

3.2. Avaliacao Clinica

Os trinta (30) pacientes e seus responsaveis compareceram ao ICr-
HCFMUSP e/ou aos encontros anuais para uma anamnese clinica detalhada e
acompanhamento entre janeiro de 2017 e agosto de 20109.

As triagens e avaliagdes dos individuos selecionados para esse trabalho foram
realizadas por uma equipe de médicos geneticistas, sob a superviséo da Prof.2 Dr.2 Chong
Ae Kim.

Nessa consulta, as anamneses constituiram na averiguacdo do historico
familiar (de gestacdo e concepgdo até evolucdo clinica), aléem da avaliacdo do
desenvolvimento fisico, motor e cognitivo, e analise de exames previamente realizados,
sendo toda a avaliacdo guiada por meio de um checklist especifico desenvolvido em

conjunto com a equipe da Unidade de Genética (Anexo A).
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Também foram coletados dados referentes a antropometria (peso, altura,
perimetro cefalico atual, distancia intercantal interna e externa dos olhos, comprimento
de mao e dedo medio), dismorfologias faciais e corporeas, anormalidades
musculoesqueléticas e outras alteracdes multissistémicas. Uma vez que a averiguacdo de
dismorfologias pode variar de acordo com o médico avaliador, restringimos que as visitas
clinicas ndo fossem realizadas com diversos médicos, mantendo a uniformidade nas
descricdes clinicas.

Ao final da consulta, os pacientes foram fotografados para documentacéo

adequada dos dismorfismos relevantes.

3.3. Extracdo de DNA

A primeira etapa necessaria para o seguimento dos experimentos moleculares
planejados foi a extracdo do DNA gendmico a partir da coleta de 4 mL de sangue
periférico em tubo contendo como anticoagulante o EDTA (tubo de tampa roxa).

Para a extracdo manual de DNA foi utilizado o kit QlAamp DNA Blood Mini
Kit (250) (Qiagen, Alemanha) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante com poucas
modificagdes, como a reducdo do volume de eluicdo de 250 pL para 100 pL, afim de
aumentar a concentracdo final de DNA gendmico obtido.

Apds a extracdo, as amostras foram armazenadas em freezer a -80 °C até o

momento de sua utilizacdo nos testes moleculares.

3.4. Integridade e quantificagdo das amostras de DNA

A integridade das amostras foi verificada por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, sendo consideradas adequadas para 0s experimentos citogendmicos as
amostras sem fragmentacdo e sem bandas inespecificas na corrida do gel de agarose.

A quantificacdo das amostras foi realizada por meio do fluorimetro Qubit
(Invitrogen, Estados Unidos), que se baseia na detec¢édo de fluorescéncia emitida quando
héa ligacdo entre o reagente do kit com o alvo-especifico, neste caso, 0 DNA de dupla fita,
garantindo maior precisdo e acuracia na quantificagdo da concentracéo final das amostras

testadas.
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3.5. Técnica de array

A técnica de array foi realizada na plataforma do fabricante Illumina Inc.,
utilizando o Infinium CytoSNP-850K BeadChip ® (lllumina, Estados Unidos). Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Citogendmica (LIM 03) da rede
PREMIiUM da FMUSP.

O BeadChip selecionado engloba cerca de 850 mil marcadores a serem
avaliados, que correspondem a quase 3300 genes de relevancia clinica para pesquisa em
alteracdes constitucionais e em canceres, dispostos de forma distribuida e sendo 15x o
ndmero de replicatas das sondas. O tamanho médio das sondas é de 50-mers,
providenciando maior especificidade aos alvos, o espagamento médio entre as sondas
totais é de aproximadamente 1,8 kb e a resolucédo de regides alvo apresenta uma distancia
média de 10 kb.

Esta técnica baseia-se na hibridacdo de beads magnéticas a sondas que
apresentam sequéncias complementares para todo o genoma, com objetivo de detectar
microdelecdes e microduplicacbes em todos 0s cromossomos, incluindo 0s cromossomos
sexuais.

Para este ensaio foram utilizados 4 pL de DNA, a uma concentragédo de 50
ng/uL, de modo que a quantidade inicial de amostra utilizada fosse de 200 ng. O DNA
foi, entdo, denaturado quimicamente, seguido pela neutralizagéo por reagentes fornecidos
no kit. A etapa seguinte foi a amplificacdo gendmica isotérmica, por meio de incubacao
a 37 °C por um periodo de 20-24 horas.

Apos o periodo de incubacdo, as amostras de DNA foram fragmentadas por
meio da acdo de uma enzima disponivel no kit, precipitadas e ressuspendidas em
reagentes especificos para seguir com a aplicacdo das amostras nos BeadChips, conforme
instrucdes fornecidas pelo fabricante.

Posteriormente, os BeadChips, ja contendo as amostras, foram incubados a
48 °C, por cerca de 16 horas, para a hibridacdo do DNA fragmentado as sondas
complementares. Os BeadChips foram, entdo, lavados para a remocdo de DNA né&o
hibridado, e preparados para as etapas de extensdo de uma Unica base e coloracdo, por
meio da adi¢éo de nucleotideos marcados com fluorocromos especificos, intercaladas
com etapas de lavagem.

A essa etapa seguiu-se o Ultimo procedimento da técnica que compreendeu a

leitura, por meio do scanner iScan® (lllumina, Estados Unidos), da fluorescéncia
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incorporada as sondas nas regides nas quais houve a hibridagdo do DNA. Por meio dessa
leitura de fluorescéncia e algoritmos especificos, regides contendo duplicacGes, deleces

e/ou homozigosidade foram reconhecidas e anotadas pelo software para posterior analise.

3.6. Analise dos dados

A andlise dos resultados obtidos por meio do array foi realizada utilizando o
software BlueFuse™ Multi versdo 4.4 (BlueGnome®), disponibilizado pelo fabricante.
Os sinais de fluorescéncia emitidos pelas bases estendidas e capturadas pelo iScan® foram
identificadas e normalizadas para célculos de algoritmos, com o propoésito de determinar
desbalancos no nimero de copias e a deteccdo de regides de homozigosidade (ROH, do
inglés, Regions of Homozygosity).

Os critérios de determinacdo de uma CNV basearam-se na auséncia de um
tamanho minimo pré-definido para a chamada de CNVs; a necessidade de, no minimo,
dez sondas consecutivas alteradas (considerando-se uma resolucédo efetiva global de ~18
kb, conforme informado pelo fabricante), sendo o cutoff da razéo log, de — 0,41 para
delecdes e + 0,32 para duplicacOes; a necessidade de, ao menos, 500 sondas consecutivas
alteradas e um tamanho minimo de 3 Mb para considerar uma ROH. Esses dados reunidos
forneceram as bases para que o software gerasse representacdes graficas das CNVs,
baseadas em frequéncias alélicas e desvio das sondas.

A interpretacdo das CNVs detectadas consistiu na avaliagdo conjunta de
caracteristicas clinicas dos pacientes e informacGes de bancos de dados disponiveis
online. Assim, a classificacdo das CNVs clinicamente relevantes foi realizada conforme
as orientacGes mais recentes do ACMG (American College of Medical Genetics and
Genomics), de acordo com sua associacdo a causa e suscetibilidade de doengas em cinco
principais grupos: benignas; possivelmente benignas; possivelmente patogénicas;
patogénicas; e VUS (do inglés, Variants of Uncertain clinical Significance) quando nao
houve um consenso clinico entre a variacdo gendmica e o fenotipo do paciente (Riggs et
al., 2020).

Foram usados, principalmente, os seguintes bancos de dados: UCSC Genome
Browser, Database of Genomic Variants (DGV), Database of Chromosomal Imbalance
and Phenotype in Humans Using Ensembl Resources (DECIPHER), National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e The Clinical Genome Resource (ClinGen), entre

outros, conforme Tabela 2.
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As posicles gendmicas das alteracdes foram obtidas de acordo com o genoma

de referéncia GRCh37/hg19.

Tabela 2 - Bancos de dados e referéncias online usados no direcionamento e busca de
informac@es e artigos cientificos para a classificacdo das CNVs

Banco de dados e
referéncias

Descricéo

ClinGen (Clinical
Genome Resource)

Ferramenta colaborativa de investigacdo de dados fenotipicos, genes e
variantes de relevancia clinica para uso na medicina de precisdo e pesquisa,
financiada pelo NIH (Institutos Nacionais de Pesquisa, do inglés, National

Institutes of Health).

DECIPHER

Plataforma para depdsito, analise e compartilhamento da interpretacéo clinica
de variagGes genbmicas patogénicas provenientes de pacientes com fenotipo
bem estabelecido e afetados por doengas genéticas raras.

DGV (The Database
of Genomic Variants)

Catalogo publico de alteragBes estruturais encontradas no genoma de
individuos controle em populagdes diversas, usado para pesquisa basica e
diagnostico clinico.

GnomAD (The
Genome Aggregation
Database)

Ferramenta colaborativa que agrega e harmoniza dados obtidos por meio de
exomas e sequenciamentos completos do genoma de forma acessivel e
organizada para a comunidade cientifica.

ISCA (The
International
Standards for

Cytogenomic Arrays)

Consorcio de laboratérios de citogenética e biologia molecular
comprometidos em melhorar a qualidade do cuidado de pacientes por meio da
adequada indicag&o clinica para direcionamento da testagem citogenética
molecular, incluindo os arrays.

NCBI (National
Center for
Biotechnology
Information)

Fonte americana de informagdes em biologia molecular que promove pesquisa
em problemas biomédicos, utilizando métodos matematicos e computacionais;
possui colaboracGes com o NIH e outras agéncias governamentais, instituicGes
de ensino e inddstria; promove a divulgagao cientifica; coordena diversos
bancos de dados e softwares para a comunidade médica e cientifica.

OMIM (Online
Mendelian
Inheritance in Man)

Catalogo online e gratuito, continuamente atualizado, de genes humanos,
doencas genéticas, com énfase na relacdo molecular entre variacdo genética e
expressdo fenotipica.

Pubmed

Site de referéncia para busca de referéncias compiladas e mundialmente
disponiveis e acessiveis (artigos inéditos, artigos de revisado, estudos de casos,
capitulos de livros, etc).

UCSC Genome
Browser

Ferramenta de visualizacdo pratica e objetiva de porcdes de interesse no
genoma em qualquer escala, combinados a dados diversos, que podem ser
incluidos ou excluidos da tela de visualizagdo, como bandas cromossémicas,
genes conhecidos, RNAs mensageiros, ilhas CpG, cobertura de variac@es de
base unica, homologia com outros organismos, rastros evolutivos,
posicionamento de sondas de array de kits variados, relatos de pacientes com
alteracOes fenotipicas associadas as regides de interesse, frequéncia na
populacéo em geral, entre outros.



https://gnomad.broadinstitute.org/about
https://gnomad.broadinstitute.org/about
https://gnomad.broadinstitute.org/about

RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Dados clinicos e fenotipicos

Por meio da anamnese clinica coletamos diversas informacgoes, referentes aos pacientes
estudados, para analise. As principais caracteristicas clinicas foram selecionadas e
resumidas no Anexo B (Quadro 1 - Quadro das principais altera¢des clinicas coletadas),
organizado em seis grupos principais: exame antropométrico presencial, caracteristicas
neonatais, antecedentes clinicos, desenvolvimento cognitivo, dismorfismos faciais e
alteracdes multissistémicas.

As medicBes de peso e altura foram avaliadas conforme dados da
Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization, 2007) disponiveis para
meninas e meninos de 0 a 19 anos. As curvas de referéncia usadas para a verificagéo de
perimetro cefalico limitaram-se a idade de 16 anos (Hall et al., 2007).

Por meio de 78 questionarios disponiveis na Unidade de Genética do ICr-
HCFMUSP de pacientes com a SCDC, organizamos a frequéncia de nascimentos desses
pacientes na Tabela 3.

Tabela 3 - Levantamento dos dados disponiveis sobre periodo do nascimento e sexo dos
portadores da sindrome

Perl'pdo de Quantidade Frequéncia
nascimento
1975-1980 2 1F/1M
1981-1985 3 1F/2M
1986-1990 3 2F/1M
1991-1995 11 8F/3M
1996-2000 8 4F/4M
2001-2005 15 11F/4M
2006-2010 18 9F/9M
2011-2015 16 8F/8M
2016-2017 2 1F/1M
Total: - 78 45F/33M

Legenda: F — Sexo Feminino; M — Sexo Masculino.
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As outras caracteristicas obtidas nas categorias “Caracteristicas neonatais”,

“Antecedentes clinicos”, “Desenvolvimento cognitivo”, “Dismorfismos faciais” e

“Alteragdes multissistémicas” foram reunidas e organizadas de modo comparativo entre

as frequéncias das caracteristicas encontradas em estudos anteriores e neste estudo

(Tabela 4).

Tabela 4 - Tabela comparativa entre os achados clinicos dos pacientes deste estudo e em outros
quatro estudos de referéncia (continuacao)

; Van . .
Caracteristicas Niebuhr, Mainardi et Santo et
clinicas / Frequéncias o0 1978 DUOTRRE ol 2006 al, 2016
em outros estudos
N % N % N % N % N %
Microcefalia 19/22 86,4 279/288 96,9 6/7 85,7 ND* - 4/6 66,7
Parto prematuro 8/30 26,7 ND - ND - ND - ND -
Baixo peso ao
nascimentop(< 25000) 11/28 39,3 ND* 90,0 4/7 571 ND* - 0/6 0,0
':l;i%ﬁ?;‘;i t"’(‘)o 7126 269 ND - ND - ND - 6/6 100,0
Choro agudo (iado)  »q/5 97 267/284 940 5/5 1000 141/147 959 6/6 1000
a0 nascimento
Pneumonia 19/30 63,3 ND - ND - ND - ND -
Infecgdes recorrentes
(incluindo as 21/30 700 ND - ND -  83/159 522 ND -
respiratorias)
Irritabilidade 19/27 70,4 ND* - ND - ND - 6/6 100,0
Autoagressao 19/28 67,9 ND* - 7/7 100,0 ND - 3/6 50,0
Heteroagresséo 16/28 57,1 ND - ND - ND - ND -
Deficiéncia intelectual ND ND 295/296 99,7 7/7 100,0 ND* 6/6 100,0
Atraso de fala ND ND ND - 6/7 85,7 ND* 86,0 3/6 50,0
Fala palavras 19/30 63,3 ND - ND - ND - ND -
Forma frases 9/30 30,0 ND - ND - ND - ND -
Comunicagao pormelo 5535 767  ND - ND - ND - ND -
de gestos
Entende comandos 26/30 86,7 ND - ND - ND - ND -
Conhece cores? 14/30 46,7 ND - ND - ND - ND -
Conhece letras? 11/30 36,7 ND - ND - ND - ND -
Conhece nameros? 12/30 40,0 ND - ND - ND - ND -
Face arredondada 7/30 23,3 124/183 67,8 3/7 42,8 96/115 83,5 6/6 100,0
Assimetria facial 12/30 40,0 24/68 355 5/7 714 16/45 356 2/6 33,3
Hipertelorismo ocular  19/30 63,3 196/252 77,8 4/7 57,1 105/129 81,4 5/6 83,3
Estrabismo 13/30 433 87/156 558 3/7 428 48/101 475 6/6 100,0

convergente/divergente
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Tabela 4 - Tabela comparativa entre os achados clinicos dos pacientes deste estudo e em outros
quatro estudos de referéncia (conclusao)

Caracteristicas Niebuhr, VLT Mainardiet Santoet al.,
clinicas / Frequéncias Este estudo 1978 ig%?fgg%lét al., 2006 2016
em outros estudos
% N % N % N % N %
Pregas epicanticas 21/30 70,0 223/252 885 6/7 85,7 119/132 90,2 5/6 83,3
Ponte nasal
proeminente 17/30 56,7 248/261 950 1/7 14,3 102/117 87,2 6/6 100,0
impﬁ;‘i;i%sod;aixa 1/30 3,3 146/208 702 ND -  81/116 69,8 2/6 33,3
nggza;n?i'jglgﬂgss 18/30 60,0 101/123 821 ND - ND - ND -
Apéndicespre- 413y 133 3152 211 ND -  ND* - ND -
auriculares
Filtro nasal curto 21/30 70,0 ND - ND - 52/86 60,5 ND -
Voz anasalada/rouca  7/30 23,3 ND - 1/7 14,3 ND - 3/6 50,0
Boca curva para baixo 14/30 46,7 ND - ND - 81/100 81,0 5/6 833
Palato alto 17/27 62,9 ND* - ND - 62/74 83,8 6/6 100,0
Refluxo gastro- 15108 464 ND - ND - 15159 126 3/5 60,0
esofagico
Microretrognatia 23/30 76,7 136/189 71,9 ND - 119/123 96,7 6/6 100,0
SN - Hipertonia 0/30 0,0 39/118 33,1 ND - 28/38 73,7 3/6 50,0
SN - Hipotonia 6/30 20,0 67/143 46,9 ND - 78/108 72,2 ND -
SNp;tF;f;r's;‘OS 16/18 889 ND* - ND - ND* - ND -
SN - Convulstes 4/29 13,8 9/331 27 2/71 28,6 25/159 157 ND -
ADNPM 28/30 93,3 ND* - ND - ND* - ND* -
Hiperatividade 16/30 53,3 ND - ND - 18/47 38,3 5/6 83,3
@)ﬁ?}%ﬁ?&gg&g 14/28 500 ND* - 57 714 17557 298 ND -
AlteracOes auditivas  8/29 27,6 ND - ND - ND - 3/6 50,0
Alteracdes oculares 9/28 32,1 ND - ND - 5/34 14,7 ND -
AlteracOes cardiacas  12/29 41,4 ND* - ND - 29/81 358 4/4 100,0
Alteragdes renais 429 138 ND* - ND - 9/49 184 ND -
Alteragdes genitais ’ ND - ND - 20/159 12,6 ND -
AlteracGes em pés 6/30 20,0 ND* - ND - 83/159 52,2 ND -
AME - Luxac6es 5/29 17,2 13/331 39 ND - ND* - ND -
AME - Sandal gap 6/30 20,0 ND - ND - ND - ND -
Escoliose 12/29 41,4 34/331 10,3 4/7 57,1 20/47 42,6 2/6 33,3
Alteragges 14/30 467 ND - ND -  40/159 252 ©5/6 833

musculoesqueléticas

Legenda: % - Frequéncias identificadas; N - Namero de pacientes; ND* - os autores citam que a
malformacao j& foi identificada anteriormente mas sem detalhar proporcdes e frequéncia
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4.2. Resultados obtidos no array

Todas as amostras selecionadas para a técnica de array foram submetidas a
verificagdo quanto a integridade e concentracdo do material e, por fim, consideradas
adequadas para a execucao da técnica.

As alteracdes detectadas pelo array foram organizadas e comparadas aos
resultados anteriores que 0s pacientes ja possuiam provenientes de cariotipos com
bandamento G e/ou MLPA e/ou FISH (Figura 4). A descrigdo dos resultados obtidos
anteriormente e 0s novos (apos o array), conforme a nomenclatura do ISCN (do inglés,
International System for Human Cytogenetic Nomenclature) de 2016 (McGowan-Jordan

et al., 2016) foram compilados no Quadro 2.

Resultados de Resultados de Resultados de
cariotipo com MLPA e/ou FISH array
bandamento G

Casuistica

20 delecdes terminais

puras
22 pacientes L IR . B
~ . MLPA e/ou FISH nio 1 delecdo intersticial
Delecdo terminal em 5p realizados
1 delecdo seguida de
duplicacio
| paciente 1 del 5p/dup 9
e! u
Del 5p/Dup 9p praupep
! paciente 1 del 5p/del Y.
el el
6 pacientes Del 5p/Del Yq s E
30 pacientes Sem alteragdes
3 delecdes terminais
4 pacientes [ELES
MLPA e/ou FISH ndo
realizados
1 del 5p/dup 2p
1 : 1 paciente
paciente
; - MLPA e/ou FISH néo 1 del 5p/dup 18q
Material adicional em 5p realizados
1 paciente LR )
I ~ s MLPA e/ou FISH néo Sem alteragdes no array
nversio pericéntrica realizados

Figura 4 - Fluxograma contendo os resultados simplificados que os pacientes apresentavam
previamente e apds o array. Legenda: g — Braco longo do cromossomo; p — Braco curto do
Cromossomo
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Quadro 2 - Resultados prévios obtidos por meio de técnicas citogenéticas e moleculares diversas (cariotipo, FISH, MLPA) comparados com os resultados
obtidos por meio do array (continuacédo)

Tamanho da
Paciente Sexo Resultados prévios (KT, MLPA, FISH) Resultado apo6s o array delecédo em
5p (Mb)
1 F KT 46,XX,5p- arr[GRCh37] 5p15.33p13.2(25328_34402152)x1 34,4
2 F KT: 46,XX,del(5p) arr[GRCh37] 5p15.33p13.3(25328_33399200)x1 33,4
arr[GRCh37] 5p15.33p13.3(25328_29971508)x1,
3 M- KT: 46,XY,5p- [ 17q2]1.5(43992960_(44002555)x1 ) 29,9
4 M KT: 46,XY,del(5)(p13) arr[GRCh37] 5p15.33p13.3(25328_29863566)x1 29,8
arr[GRCh37] 5p15.33p13.3(25328_29305055)x1,
S o KT:46,XX, del (5)(p14) : 5p1]3.3%2932(?222_%24022_32)x3 : 29,3
6 M KT: 46,XY,5p- arr[GRCh37] 5p15.33p14.1(25328_28549181)x1 28,5
7 F  KT: 46,XX, del (5)(p14) arr[GRCh37] 5p15.33p14.1(25328_26551516)x1 26,5
8 F  KT: 46,XX,del(5)(p14),14pstk+ 15cenh-+pstk+ arr[GRCh37] 5p15.33p14.1(25328_25658882)x1 25,6
KT: 46,X¥ GRCh37]5p15.33p14.1(25328_25351609)x1;
9 M MLPA PO36-EL: rsa 5p(PDCDB)XL; 1sa 9p(DMRTL)x3 an ap2 4].2;22‘;,:3( 5655';7(_2506 42—43%)?(3 XL 253
FISH: 46,XY .ish der(5)t(5;9)(p15;p24)(189N21-,43N6+)
10 F KT: 46,XX,del(5)(p14) arr[GRCh37] 5p15.33p14.1(25328_25027618)x1 25,0
arr[GRCh37] 5p15.33p14.2(113576_24272820)x1,
11 F o KT:46,XX,add(5)(p15.3) [ 18q1;.1823(29?82950_78015728)><3 ) 24,2
12 F KT 46,XX,del(5)(p14) arr[GRCh37] 5p15.33p14.3(25328_23243400)x1 23,2
13 M KT: 46,XY,5p- arr[GRCh37] 5p15.33p14.3(25328_23210180)x1 23,2
14 F KT: 46,XX,del(5)(p14.2) arr[GRCh37] 5p15.33p14.3(25328_22039679)x1 22,0
15 F KT: 46,XX,del(5)(p14.2) arr[GRCh37] 5p15.33p14.3(25328_19892934)x1 19,9
16 M KT: 46,XY,del(5)(p14) arr[GRCh37] 5p15.33p14.3(25328_19087783)x1 19,1
17 M KT: 46,XY arr[GRCh37] 5p15.33p14.3(25328_18921988)x1 18,9
18 M KT: 46,XY,del(5)(14) arr[GRCh37] 5p15.33p14.3(25328_18895407)x1 18,9
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Quadro 2 - Resultados prévios obtidos por meio de técnicas citogenéticas e moleculares diversas (cariétipo, FISH, MLPA) comparados com 0s resultados
obtidos por meio do array (concluséao)

Tamanho da
Paciente Sexo Resultados prévios (KT, MLPA, FISH) Resultado apo6s o array delecédo em
5p (Mb)
19 F KT: 46,XX,5p- arr[GRCh37] 5p15.33p15.1(25328_18168945)x1 18,1
20 F  KT: 46,XX,del(5)(p15) arrfGRCh37] 5p15.33p14.3(25328_18099766)x1 18,1
21 F KT: 46,XX,5p- arr[GRCh37] 5p15.33p15.1(25328_18022107)x1 18,0
KT: 45X
29 M MLPA P064/P036/P070: rsa 5p(TERT, CLPTMLL, IRX4, arrfGRCh37] 5p15.33p15.1(22149_17812007)x1, 178
CTNND2, PDCD6, CCDC127)x1; rsa Y-PAR2(VAMP7)x1 Y(q11.21912(14852740 _59335913)x0 ’
FISH: 45,X.ish X(DXZ1+),der(5)(SRY+)
23 F KT: 46,XX,del(5)(p14) arr[GRCh37] 5p15.33p15.1(25328_17656351)x1 17,6
24 F KT: 46,XX,del(5)(p14) arrfGRCh37] 5p15.32p14.3(4788892_22219836)x1 17,4
_ i arrfGRCh37] 5p15.33p15.1(25328_17235998)x1,
25 P KT:46XX.5p 22012.3(36753803_36782997)x1, 17,2
26 F KT: 46,XX,5p- arr[GRCh37] 5p15.33p15.1(25328_16986171)x1 17,0
_ arr[GRCh37] 2p25.3p24.1 (12770_23337574)x3,
27 P KT:46XX 5p15.33p15.1(113576_15713132)x1 156
KT: 46,XX
28 F MLPA: Del 5p (CLPTMAL, TERT, IRX4) - P64 arr[GRCh37] 5p15.33p15.32(25328_6197044)x1 6,2
KT: 46,XY
29 M MLPA: Del 5p (PDCD6 e CCDC12) - P036/P070 arr[GRCh37] 5p15.33p15.32(25328_6189781)x1 6,2
30 F  KT: 46,XX,inv(5)(p15.3931) arr(1-22,X)x2 -

Legenda: Del - delecdo; Inv - inversdo; KT - Cari6tipo em banda G; MLPA - do inglés, Multiplex ligation probe amplification; FISH - do inglés, Fluorescence

in situ hybridization
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De acordo com os resultados prévios, dos trinta pacientes, 22 apresentavam
delecGes terminais em 5p, seis apresentavam caridtipos sem anormalidades distinguiveis
no cromossomo 5 (Pacientes 9, 17, 22, 27, 28, 29), uma paciente apresentava um material
genético adicional em 5p (Paciente 11) (Fig. 5) e uma paciente (Paciente 30) apresentava

inversdo pericéntrica, envolvendo os bragos curto e longo do cromossomo 5 (Fig. 6).

-d \\:‘ 2
DI D L I [ |
RN IR
T2 ] R Y BT L SN TR T

Figura 5 — Caridtipo com bandamento G da Paciente 11, indicando o cromossomo 5 com material
adicional ao final do brago curto (retdngulo vermelho)
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Figura 6 — Caridtipo com bandamento G da Paciente 30. A inversdo pericéntrica em 5p15.3¢g31
esta em destaque no retangulo vermelho, atribuindo ao cromossomo 5 um perfil mais
metacéntrico que o submetacéntrico esperado



58

Apobs a realizacdo do array, encontramos delecdes terminais puras em 5p em
23 pacientes, uma delecdo intersticial em 5p, uma dele¢do seguida imediatamente de
duplicacdo em 5p, trés casos em que o paciente apresentava a dele¢do do cromossomo 5
acompanhada de uma duplicacdo grande (> 20 Mb) de uma regido em outro cromossomo
(cromossomos 2, 9 e 18) e um caso em que 0 paciente apresentava a delecdo em 5p
acompanhada de outra delecdo de tamanho bastante significativo (~44 Mb) em um
cromossomo sexual (cromossomo Y).

No array da Paciente 30, ndo detectamos nenhuma CNV classificada como
VUS, possivelmente patogénica ou patogénica no cromossomo 5 (tanto no brago curto
quanto no brago longo). Identificamos somente uma pequena delecédo de 33 kb no braco
longo do cromossomo 5, classificada como CNV benigna (Fig. 7). Ademais, nenhum
indicativo de delecdo em 5p que se encaixasse nos critérios da SCDC ou nos fenotipos

descritos desta paciente.

Figura 7 — Imagem do cromossomo 5 completo da amostra da Paciente 30, observado no array,
com uma pequena delecdo no brago longo, representada pelo desvio dos alelos & esquerda
(apontado pela seta vermelha) e classificada como benigna

Os Pacientes 28 e 29, que sdo irmédos, apresentaram delecdes de tamanho
bastante semelhante entre si (Fig. 8). A investigacdo genémica, por meio de MLPA (kit
P064-C1), em amostras provenientes dos pais, indicou que a delecdo foi herdada de forma

materna (Fig. 9).
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Figura 8 — Imagem ampliada do braco curto do cromossomo 5 do Paciente 29, cuja delecdo de 6
Mb (no retangulo no topo da imagem) é bastante similar a da irmd, Paciente 28
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Figura 9 — Resultados do MLPA (kit P064-C1) realizado em amostra de DNA proveniente da
mée dos pacientes 28 e 29. (A) Representacdo do box plot das sondas, indicando alteracéo
(somente uma copia) das sondas TERT ex2; TERT ex13; CLPTMLL,; IRX4, todas localizadas
no braco curto do cromossomo 5. (B) Representacao do grafico de picos das sondas incluidas no
kit utilizado, indicando que a sonda CTNND2 (seta vermelha) ndo apresentou alteragdes em
comparagdo ao controle

4.3. CNVs identificadas exclusivamente no cromossomo 5 pela técnica de array

A técnica de array permitiu identificar CNVs no cromossomo 5 e em todo o
genoma dos pacientes avaliados. Nos 30 pacientes, identificamos um total de 197 CNVs
sendo uma regido de ROH, 69 regibes duplicadas e 127 regides deletadas, incluindo as
delecdes referentes ao cromossomo 5 (Anexo C, Quadro 3 - Quadro com todas as CNVs
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identificadas nas amostras avaliadas pelo Infinium CytoSNP-850K BeadChip®). As
delecdes identificadas exclusivamente no cromossomo 5 estéo organizadas na Figura 10.

Na Figura 10 observamos que nenhum dos pacientes estudados apresentou 0s
mesmos pontos de quebra iniciais e terminais, porém, alguns pacientes possuiam 0s
mesmos pontos de quebra iniciais e 0s pontos terminais eram proximos (< 1 Mb),

determinados pelo array, como por exemplo no caso dos Pacientes 19 e 20.
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Figura 10 — Representacdo esquematica da extensdo das dele¢des detectadas (barras roxas) e 0s
diferentes pontos de quebra alinhados com a posi¢ao gendmica de genes selecionados e correlagdo
entre genotipo-fendtipo de cinco estudos anteriores
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Os Pacientes 11, 22 e 27 apresentaram pontos de quebra iniciais ligeiramente
diferentes dos outros pois a técnica de array foi realizada usando plataformas de outros
fabricantes. Para os pacientes avaliados pelo Infinium CytoSNP-850K BeadChip®
observamos que o ponto inicial das delecGes no array para todos os pacientes com
delecdes terminais foi em 25,328 pb (localizacdo da primeira sonda do BeadChip
utilizado), sendo esta sonda usada como parametro para a marcacdo de delecOes
terminais.

A paciente 5 apresentou concomitantemente uma delecao terminal no braco
curto do cromossomo 5 seguida, imediatamente, de uma duplicacdo de 3 Mb envolvendo

19 genes, sendo 7 genes codificadores de proteina (Fig. 11).

) B)

<fl p12 p13.1 p132 p133 p14.1I p14.3
<ffl p12 p13.1 p132 p13.3 plA.lI p1a.3

Figura 11 — Destaque do brago curto do cromossomo 5 observado na amostra da Paciente 5,
representando a delecdo de 29,3 Mb (linha vermelha) sequido imediatamente por uma duplicagdo
de 3 Mb (linha verde). (A) Resultado do perfil alélico; (B) Resultado do desvio de sondas obtido
no array

Observando outras diferencas em pontos de quebra, identificamos que a
Paciente 24 teve um ponto de quebra inicial intersticial (Fig. 12) e, conforme indicado no
Anexo B, ndo teve microcefalia evidenciada, de acordo com as curvas de avaliagdo do
perimetro cefalico. Esta paciente também foi a Unica a néo apresentar o choro fraco ao
nascimento.

Ademais, também observamos uma grande discrepancia nos tamanhos das
delecdes do cromossomo 5 que variaram desde 6,2 Mb até 34,4 Mb (Quadro 2 e na Figura
10).
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Figura 12 — Destaque do brago curto do cromossomo 5 observado na amostra da Paciente 24,
representando a delecgdo intersticial encontrada neste caso. (A) Resultado do perfil alélico; (B)
Resultado do desvio de sondas obtido no array

Apesar dos pontos de quebra inerentes a cada paciente, identificamos que 29
das 30 delecdes em 5p envolviam os genes IRX4, TERT e SLC6A3, 28 das 30 delecdes
englobavam os genes SEMAS5A, TRIO, MARCH6 e CTNND2, quinze pacientes nédo
possuiam o gene CDH18, catorze ndo possuiam o gene CDH12, dez pacientes possuiam
0 gene CDH10 deletado, seis ndo possuiam o gene CDH9, cinco ndo apresentavam o gene
CDHB6, e somente dois pacientes abrangiam dele¢6es do gene NPR3.

Em relacdo as sequéncias repetitivas que circundam a regido do ponto de
quebra no cromossomo 5, levantamos o tipo e quantidade de SINEs e LINES nas regides
dos pontos de quebra, mais precisamente entre a sonda anterior € a sonda posterior a
delecdo ou considerando um distanciamento médio de 18 kb nos casos em que a
plataforma de array utilizada ndo foi a da lllumina. Os dados referentes as sequéncias
repetitivas encontram-se no Quadro 4.

A maior parte dos rearranjos apresentava sequéncias do tipo LINE nas regides
proximas aos pontos de quebra, principalmente da familia L1 (grupo especifico de
elementos capazes de retrotransposicdo). Em relagdo as SINEs, o tipo mais
frequentemente encontrado foram sequéncias Alu. Regides de SD (ou LCRs) foram

encontradas proximas dos pontos de quebra em somente uma paciente (Paciente 1).
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Quadro 4 - Levantamento do conteldo de sequéncias repetitivas, incluindo SDs, LINEs e SINEs, préximos aos pontos de quebra, exclusivamente no

cromossomo 5 (continuacao)

Posicéo Classe de repeticoes L e
. L da dltima Sonda Sonda LINEs SINEs Predominio
Paciente  Localizacéo . . — — = = — ponto de
sonda anterior  posterior Familia Familia Familia Familia Familia de: bra?
deletada L1 L2 CR1 Alu MIR que '
1 PQ final del 5p 34402152 34392615 34410175 + - + - LINE Nao
2 PQ final del 5p 33399200 33375972 33401470 + + - + + LINE Nao
3 PQ final del 5p 29971508 29955761 29978110 + - - + - LINE Nao
4 PQ final del 5p 29863566 29851658 29873955 + - - + + LINE Nao
PQ final del 5p 29305055 29298554 29320222 + + - + - LINE Nao
5 PQ |n|5cF|)aI QP 59300222 29305055 29321754 4 + i + ; LINE N&o
PQ final dup 5p 32402232 32384427 32403346 + + - + SINE Sim, ZFR
6 PQ final del 5p 28549181 28548829 28560977 + + - + LINE Nao
7 PQ final del 5p 26551516 26537760 26555788 + - - + LINE Nao
8 PQ final del 5p 25658882 25650176 25668834 + - - + - LINE Nao
9 PQ final del 5p 25351609 25340617 25355836 + - - + + SINE Nao
10 PQ final del 5p 25027618 25027051 25030161 - - - + - SINE Nao
11 PQ final del 5p 24272820* - - + + - + - LINE Nao
12 PQ final del 5p 23243400 23243079 23244025 - - - - - Ausentes Nao
13 PQ final del 5p 23210180 23183672 23210213 + + - + + LINE Nao
14 PQ final del 5p 22039679 22033716 22040806 + - - + - LINE Sim, CDH12
15 PQ final del 5p 19892934 19880618 19902953 + - + + + LINE Sim, CDH18
16 PQ final del 5p 19087783 19086655 19093749 + - - - - LINE Néo
17 PQ final del 5p 18921988 18917828 18929720 + - - - - LINE Nao
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Quadro 4 - Levantamento do conteldo de sequéncias repetitivas, incluindo SDs, LINEs e SINEs, prdximos aos pontos de quebra, exclusivamente no
cromossomo 5 (concluséo)

Posicéo Classe de repeticdes S s
. . da dltima Sonda Sonda LINEs Predominio
Paciente Localizacdo . . SG — — — — — ponto de
sonda anterior  posterior Familia Familia Familia Familia Familia de: bra?
deletada L1 L2 CR1 Alu MIR dEeste:
18 PQ final del 5p 18895407 18892930 18908745 - + - - + + LINE N&o
19 PQ final del 5p 18168945 18157577 18173795 - + + - + - LINE Nao
20 PQ final del 5p 18099766 18095876 18116055 - + + - + + LINE N&o
21 PQ final del 5p 18022107 18017619 18030481 - + + - + + SINE Nao
22 PQ final del 5p  17812007* - - - + + - + + LINE N&o
23 PQ final del 5p 17656351 17642516 17665529 - + - - + - LINE Sim, H3Y1
o4 PQ nicial del 5p 4788892 4785594 4795354 - + - + - LINE Nao
PQ final del 5p 22219836 22219503 22222461 - + + - - + LINE Sim, CDH12
25 PQ final del 5p 17235998 17234794 17247021 - + - - + + SINE Sim, BASP1
26 PQ final del 5p 16986171 16980857 16989839 - - + + + + SINE N&o
27 PQ final del 5p  15713132* - - - + + + + + LINE Sim, FBXL7
28 PQ final del 5p 6197044 6189781 6203128 - + + - + - LINE N&o
29 PQ final del 5p 6189781 6179771 6197044 - + + + + SINE N&o

Legenda: 5p - Brago curto do cromossomo 5; Del - Delegdo; Dup - Duplicacéo; LINEs - do inglés, Long interspersed nuclear elements; PQ - Ponto de Quebra;
SD - do inglés, Segmental duplications; SINEs - do inglés, Short interspersed nuclear elements. *Indica que em pacientes cujos microarrays foram feitos
externamente, consideramos um espaco de 18 kb (a média de intervalo de espacamento das sondas Infinium CytoSNP-850K BeadChip®).
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4.4. CNVs identificadas em outros cromossomos pela técnica de array
A anélise e classificacdo de todas as CNVs identificadas pelo array, nos
permitiu identificar alteracfes de relevancia clinica em outros cromossomos, associadas

ao fendtipo do paciente.
Quatro pacientes apresentavam a delecdo do cromossomo 5 concomitante a

uma duplicacdo grande (> 20 Mb) da regido terminal de outros cromossomos, conforme

Tabela 5.

Tabela 5 - Alteragfes gendmicas que ndo envolveram o cromossomo 5, classificadas como VUS
ou patogénicas, detectadas por meio do array

Genes envolvidos

Paciente Altera(;qe§ €m Olfm.) Cromossomo | 15 manho (quantidade total de | Classificacéo
(posicao genémica em pb) genes envolvidos)
3 17021.3(43996960_44002555)x1 5,6 kb MAPT (1) VUS
9 9p24.3p21.3(46587_20642438)x3 20,0 Mb Dl\/él&li/'erlRéiléz(lglgl)C 2 Patogénica

ASXL3, SETBP1, -
11 | 180121g23(20782990_78013728)x3 | 482Mb | 1 Py Suianyazgy | Patogénica

22 | Yql1.21q12(14852740_59335913)x0 | 44,5Mb | VAMP7, DAZ1 (316) | Patogénica

25 16p13.11 (15855484 _15878289)x1 | 22,8 kb MYH11 (1) VUS
22q12.3(36753803_36782997)x1 | 29,2 kb MYHO (1) VUS
MYCN, APOB, .

27 2025.3p24.1 (12770_23337574)x3 | 233Mb | ¢y "\ (1gg) | Patogénica

Legenda: kb — Kilobases; Mb — Megabases; pb — Pares de bases; VUS — do inglés, Variants of
Uncertain clinical Significance

Avaliando as sequéncias repetitivas entre estes pontos de quebra, detectamos
predominio de sequéncias do tipo SINE nos rearranjos detectados nos Paciente 3, 22 e 25
e predominio de sequéncias do tipo LINES nos pontos de quebra mais préximos aos
centrdmeros nos pacientes 9, 11 e 27. Nenhum desses pontos de quebra investigados

apresentava regides de SG proximais.



DiscussAo
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5. DISCUSSAO

O cromossomo 5 € um dos maiores cromossomos humanos, possuindo cerca
de 180,8 Mb, e que, no entanto, possui uma das menores densidades génicas (Schmutz et
al., 2004). A maioria dos estudos com pacientes com a Sindrome do 5p- ndo busca
justificativas para variacdo nos pontos de quebra ou avalia outros cromossomos para
explicar fendtipos divergentes ao comum esperado da sindrome.

As técnicas citogendmicas, principalmente o array, despontam como o
padrdo ouro na deteccdo de CNVs e tornam-se a melhor ferramenta para delineamento
dos pontos de quebra das alteracGes para investigar a correlacdo gendtipo-fenétipo na
SCDC. Além disso, a investigacdo dos tipos de sequéncias que circundam os pontos de
quebra pode nos dar indicios dos mecanismos envolvidos na formacao desses rearranjos

e que poderiam se aplicar a outras sindromes de delecGes terminais.

5.1. Dados clinicos e fenotipicos

De acordo com a literatura disponivel, a SCDC ocorre em uma frequéncia de
1:15000 a 1:50000 em nascidos vivos (Niebuhr, 1978; Higurashi et al., 1990). Por meio
de contato com a organizacdo do Nucleo Cri du chat, soubemos do cadastro de 235
portadores da delecdo de 5p em territdrio brasileiro. Destes, 115 estdo registrados somente
no estado de Sdo Paulo e os outros 120 encontram-se distribuidos em 22 estados
nacionais. Ndo pudemos calcular a frequéncia populacional da sindrome no Brasil por
falta de maior detalhamento de informacbes para este propdsito e pelo enviesamento
amostral, porém essa constatacdo é um forte indicio de que a sindrome provavelmente
estd subdiagnosticada em estados cujos testes de cariotipo e outros testes moleculares
estdo indisponiveis ou sdo de dificil acesso. Como observado na Tabela 2, mais portadores
de 5p- foram diagnosticados ao longo dos anos, o que pode ser devido a criagdo de uma
rede de apoio de familias para compartilhamento de informacg6es sobre esta sindrome e
outras sindromes raras.

Por este motivo, torna-se essencial reforcar a importancia das avaliagGes
clinicas e moleculares afim de oferecer um diagnostico mais preciso as familias e melhor

conduta de aconselhamento genético, necessidade esta ressaltada a partir da coleta de
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dados sobre familias brasileiras com portadores de 5p- nos ultimos anos (Honjo et al.,
2018).

Na nossa casuistica inicial de portadores da delecdo de 5p- (10 do sexo
masculino e 19 do sexo feminino), observamos que houve predominio de pacientes do
sexo feminino na razéo de 0,53, apesar de ser uma sindrome que afeta um cromossomo
autossomo. Na literatura, Niebuhr (1978) e Mainardi et al. (2006) também relataram
prevaléncia de pacientes do sexo feminino em sua casuistica, sendo as razdes de 0,72 e
0,82, respectivamente, sem uma explicacdo precisa para esse predominio. A expectativa
de vida esta de acordo com a populacdo em geral (Niebuhr, 1978), sendo que as idades
dos pacientes da casuistica deste estudo, no dia da consulta clinica, variaram de 2 anos a
38 anos (media: 13,2 anos, mediana: 11 anos).

Avaliando os pacientes de forma geral, identificamos que todos os pacientes
com 5p- possuiam deficiéncia intelectual e dismorfismos faciais comuns a sindrome
(Niebuhr, 1978; Mainardi et al., 2001). A Paciente 30 apresentou dificuldade de
aprendizado, mas ndo DI, uma vez que estava concluindo o ensino médio e realizando
provas de vestibular conforme informado pela mesma.

Em relacdo aos parametros de altura, peso e perimetro cefalico ha critérios
padronizados, inclusive com curvas especificas, jd descritos para pacientes com a
Sindrome do 5p- (Marinescu et al., 2000; Hall et al., 2007). Os valores de altura e peso
da maioria dos pacientes esteve abaixo do quinto percentil, concordantes com relato de
Marinescu et al. (2000), ressaltando o baixo peso e baixa estatura comuns aos portadores
da SCDC.

Em relacdo ao perimetro cefélico, ndo foi possivel detectar sua presenca ou
auséncia em oito pacientes, uma vez que as curvas de referéncia disponiveis para
verificacdo de perimetro cefalico limitam-se a idade de 16 anos, porém observamos que
trés portadores da delecdo ndo apresentavam microcefalia (Pacientes 24, 28 e 29). Uma
das portadoras foi a paciente com a delecdo intersticial (Paciente 24), que apresentou
percentil igual a 10, 0 que nos instigou a investigar a regido genémica compreendida entre
1 e 4,788,892 pb em busca de alguma evidéncia que pudesse justificar essa diferenca em
comparacdo aos outros portadores de 5p-.

Essa alteracdo do perimetro cefalico ja foi atribuida anterimente a outra
regido, localizada entre 10 e 15 Mb, que engloba o gene MARCH6 (Kondoh et al., 2005).
No entanto, esta regido também foi associada a outras alteragbes como micrognatia,

hipertelorismo e palato alto sem maior distingdo ou precisdo genémica. A discrepancia
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de dados pode ser remetida ao fato da casuistica do autor ser menor (n=6) que a deste
estudo e por ter se baseado na técnica de FISH, com sondas especificas somente para o
cromossomo 5, sem considerar outras CNVs para inferir a correlagdo gendtipo-fendtipo.

Contudo, mais recentemente, Elmakky et al. (2014) sugeriu uma regido
terminal de 55 Mb, localizada entre 5p15.32-33, como sendo responsavel pelo
desenvolvimento craniano ao longo do crescimento, também associado a outros
dismorfismos, sendo esta regido compativel com nossos achados.

Além disso, a mesma paciente que nao apresentou microcefalia foi a Gnica na
qual detectamos a auséncia do choro agudo, cujo mesmo ao nascimento foi descrito como
“bem forte e alto”. O choro de miado de gato, presente em 96,7% esteve proximo dos
valores encontrados em outros estudos, conforme a Tabela 4. O choro carcateristico é
causado por anormalidades variadas na laringe, como laringomalacia e hipoplasia, e,
também, por alteracdes na epiglote (Arisaka et al., 2006).

Na literatura, h& discrepancia quanto a localizacdo precisa da regido
relacionada ao choro, sendo esta mais comumente atribuida a regido 5p15.3, detectada
por meio de sondas de FISH na década de 90 (Overhauser et al., 1994; Gersh et al., 1995).
Outro estudo baseou-se no uso de PCR (Reacdo em cadeia de polimerase, do inglés,
Polymerase Chain Reaction) para delimitar o choro tipico a uma regido critica de 640 kb,
localizada entre 6,365,349 pb e 7,003,686 pb, e que engloba o gene FLJ25076 (Zhang et
al., 2016). Este gene estd altamente expresso em tecidos toracicos e escapulares,
caracteristica essa que explicaria e seria compativel com a presenca do choro tipico (Wu
et al., 2005). Além disso, o gene MARCH6 também ja foi relacionado a este fendtipo
(Kondoh et al., 2005; Wu et al., 2005).

Contudo, avaliando esses dados em conjunto com o que obtivemos,
observamos que esta regido entre 6 e 7 Mb ndo esta deletada nessa paciente (24) e assim,
inferimos uma nova posicéo, localizada mais proxima ao terminal cromossémico, entre 1
e 4,788,892 pb, relacionada ao impacto na malformacao laringea, que consequentemente
provoca o choro caracteristico (Chehimi et al., 2020).

Identificamos que o baixo peso e hipotonia ao nascimento estiveram presentes
em 39,3% e 26,9% dos pacientes, respectivamente, sendo que outro estudo relatou um
valor mais alto, por volta dos 50% (Marinescu et al., 2000) e conforme a Tabela 4,
Niebuhr (1978) e VVan Buggenhout et al. (2000) também identificaram valores maiores, o

que pode estar relacionado ao tamanho e selecdo de casuistica.
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A idade ao diagnostico da delecdo variou consideravelmente de um més de
vida a 12 anos, sendo que so foi possivel identificar o caso nos irméos (Pacientes 28 e 29)
mais tardiamente, aos 12 anos, por meio de métodos moleculares, uma vez que ndo era
uma delecdo visivel na resolucdo de um caridtipo. Essa alteracdo gendmica foi
investigada nos pais dos pacientes e detectada na mde, que apresentava DI e fendtipo
semelhante ao dos filhos, contudo, caracteristicas que ndo sugerem a SCDC por néao
apresentarem hipertelorismo ocular, microretrognatia, pregas epicanticas, entre outras
caracteristicas comuns a sindrome.

Os outros achados relacionados aos antecedentes clinicos como pneumonias
e infec¢des recorrentes, como as respiratorias e as otites, estiveram presentes em 19 de
30 pacientes (63,3%) e em 21 de 30 pacientes (70%), respectivamente, e estiveram
condizentes com estudos anteriores (Niebuhr, 1978; Van Buggenhout et al., 2000;
Mainardi et al., 2001).

No que diz respeito a irritabilidade, autoagressdo e heteroagressdo, por meio
de mordidas, beliscbes e/ou arranhdes, estas sdo condutas ja relatadas na literatura e
frequentemente associadas a SCDC (Cornish e Pigram, 1996; Collins e Cornish, 2002;
Arron et al., 2011). Entretanto, estas caracteristicas ndo foram avaliadas da mesma forma
em outros estudos, de modo a estimar sua frequéncia e detalhar sua ocorréncia, contudo,
ainda assim, foram caracteristicas ressaltadas pelos autores como estando presentes na
populacdo de 5p- investigada (Niebuhr, 1978; Collins e Cornish, 2002). Observamos que
ndo foi possivel fazer associacdo entre pontos de quebra especificos no cromossomo 5 e
nem que esteve restrito a um sexo so.

Em relacdo ao desenvolvimento cognitivo, 0 questionario realizado na
avaliacdo médica ndo possuia escalas especializadas para mensuracdo de
desenvolvimento cognitivo e intelectual, e, por isso, conduziu-se uma série de perguntas
sobre a linguagem verbal e gestual do paciente em questdo. Palavras soltas sdo proferidas
por 63,3% dos portadores avaliados, porém a formulacdo de frases completas foi descrita
em 9 de 30 dos pacientes (30%). A forma de comunicacdo mais identificada foi a gestual,
dada por meio de comandos e gestos indicativos de uma agao, vontade ou comportamento
como o fato de apontar e indicar algo ou agir conforme orientagcdes dos responsaveis. A
identificacdo de cores, letras e numeros foi relatada em cerca de metade dos pacientes
avaliados (46,7%, 36,7% e 40%, respectivamente).

Ainda relacionando alteragdes no cromossomo 5 &s caracteristicas do topico

“Antecedentes Clinicos”, muitos deles pronunciavam palavras diversas e repetiam o que
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era dito. Foi interessante observar que apesar de todos os pacientes possuirem DI, trés
deles (Pacientes 8, 13 e 25) conseguiam se comunicar e se expressar por meio de palavras
e frases completas, ainda que com alguma dificuldade para a compreensédo do que diziam,
durante as avalia¢des clinicas. Avaliando as dele¢Ges no cromossomo 5 destes pacientes,
observamos grande divergéncia entre os tamanhos, sendo uma de 17,2 Mb, outra de 23,2
Mb e a Ultima de 25,6 Mb.

Na literatura, a maioria dos estudos relata consonancia entre maiores delegoes
associadas a maior deficiéncia intelectual. Porém, Marinescu et al. (1999) apresentaram
um trabalho discordante, no qual ndo identificaram essa relacdo entre tamanho e
gravidade da DI, corroborando com este estudo até o momento.

Aferindo os achados do topico “Dismorfismos faciais”, nas analises iniciais
observamos que pacientes mais jovens, com 2 a 4 anos de idade (Pacientes 15, 17 e 20)
apresentavam um rosto arredondado e os mais velhos um rosto afinado. Apesar da
existéncia de descricdo clara na literatura em relagdo as mudancas das caracteristicas
fenotipicas dos pacientes com 5p- entre a infancia e a vida adulta, na qual indica-se que
o rosto mais afinado na vida adulta seja semelhante aquele exibido pelos portadores da
Sindrome de Angelman, ndo ha uma idade precisa relatada para essa transi¢cao e nos ndo
identificamos uma faixa etaria no qual isso ocorre (Van Buggenhout et al., 2000; Santo
et al., 2016).

No campo dos dismorfismos faciais, a frequéncia da presenca de alteracGes
fenotipicas variou consideravelmente, sendo as mais comuns: microretrognatia (76,7%),
filtro nasal curto e pregas epicanticas (ambas com 70%), seguido de hipertelorismo ocular
aparente (63,3%) e palato alto (62,9%).

Em relacdo as caracteristicas de hipertelorismo ocular, estrabismo
convergente e divergente, pregas epicanticas, apéndices pré-auriculares, filtro nasal curto,
voz anasalada/rouca, refluxo gastro-esofdgico e microretrognatia, encontramos
frequéncias semelhantes a estudos anteriores, conforme observado na Tabela 4.

Ponte nasal proeminente, orelhas de implantagdo baixa, orelhas displésicas
e/ou antivertidas, boca curva pra baixo e palato alto, estiveram menos frequentes em
nosso estudo quando comparados ao encontrado em estudos maiores como o de Niehubr
(1978) e Mainardi et al. (2006). Alguns motivos podem explicar essa diferenga sendo a
principal a variagdo no tamanho das casuisticas investigadas e, além disso, é necessario
considerar a miscigenacgéo que a populacgéo brasileira apresenta em comparacéo a outros

pOVO0S, Uma vez gque outros estudos consideram, em sua maioria, populagdes europeias.
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No estudo de Rodriguez-Caballero et al. (2010), relatou-se uma frequéncia
proxima a nossa de filtro nasal curto e palato em uma frequéncia de 87,8% e 50%
respectivamente, semelhante a nossa de 70% e 62,9%.

Nenhum dos pacientes apresentou hipertonia e menos pacientes apresentaram
hipotonia, conforme observado, quando equiparados a outros estudos. Quanto as
convulsdes identificadas em quatro pacientes (13,8%), ndao h& estudos especificos
referentes a associacdo entre a sindrome do 5p- e convulsdes. Niebuhr (1978) descreveu
convulsdes em 2,7% de uma casuistica de 331 casos, uma estimativa consideravelmente
menor que a encontrada neste estudo, e Van Buggenhout et al. (2000) identificaram uma
frequéncia de 29%, muito mais alta que a de Niebuhr (1978). A justificativa mais provavel
para essa discrepancia é o fato do distarbio cerebral poder estar associado a outras
variacdes gendmicas que nao foram investigadas.

Os quatro pacientes que apresentaram convulsdes foram os Pacientes 3, 5, 9
e 11, que possuiam outros rearranjos de impacto patogénico além da delecdo em 5p, como
sera discutido mais a frente. As investigacdes acerca de outras alteracbes concomitantes
a delecdo do cromossomo 5 ressalta a necessidade de um bom detalhamento do quadro
fenotipico do paciente, que permite melhor investigacdo de todas CNVs em casos de
translocacGes e/ou fendtipos sobrepostos e incomuns para a sindrome principal, como as
convulsoes.

Quanto as outras caracteristicas, observamos que quase todos 0s pacientes
(93,3%) apresentavam ADNPM e, apesar de outros estudos ndo citarem em numero a
frequéncia deste achado, todos ressaltam que € comum a SCDC. Estudos anteriores que
mensuraram hiperatividade apresentaram valores bastante variados sendo que 0 nosso
estudo detectou sua presenca em 53,3% dos casos, Mainardi et al. (2006) em 38,3% e
Santo et al. (2016) em 83,3%. Provavelmente critérios diferentes foram usados para
avaliar essa caracteristica o que refletiu nos nimeros divulgados.

Alteragbes no sistema nervoso (reflexo avaliado em consulta e exames
trazidos pelos responsaveis dos portadores) foram assinaladas em 50% dos pacientes, e
apesar de frequéncias variadas, também foram encontradas em outros estudos.

Dentre os pacientes deste estudo que levaram exames de ressonancia
magnética (RNM) encefalica a consulta, encontramos descri¢des variadas: fossa posterior
pequena, reducdo de hemisférios cerebelares e hipoplasia de vérmis cerebelar, com
aumento de cisterna magna (Paciente 21); agenesia de corpo caloso, agenesia do giro do

cingulo, auséncia do septo peldcido, mastoidopatia bilateral (Paciente 17); dilatacéo
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ventricular supratentorial assimeétrica maior a esquerda, discreta hipoplasia de tronco
cerebral, especialmente de ponte (Paciente 1); reducdo de espessura do corpo caloso, leve
reducéo de substancia branca e cinzenta supratentorial, com pequenos focos de hipersinal
em T2/FLAIR na substancia branca periventricular posterior (Paciente 23); entre outros
achados em outros pacientes.

Estas alteracfes podem ou ndo estar relacionadas a outras CNVs, uma vez
que ha alguns relatos constatando a presenca da delecdo do cromossomo 5 e
desenvolvimento irregular de estruturas cranianas e cerebrais, além de alteragdes de sinal
encefalico. Dentre as alteracbes apresentadas na literatura em pacientes com SCDC,
encontram-se hipoplasia de vérmis cerebelar (De Michele, 1993), hipoplasia do tronco
cerebral (Hong et al., 2013), ventriculomegalia moderada, hipoplasia pontina e aumento
do espaco subaracnoéide (Kaymak et al., 2020).

A Paciente 30, que ndo apresentou delecdes do braco curto do cromossomo 5
no array e nenhuma das CNVs detectadas foi classificada como VUS, provavelmente
patogénica ou patogénica, também apresentou um RNM enceféalico alterado com a
seguinte descri¢do: “alteracdo morfologica da sulcacdo cortical a esquerda na topografia
dos giros pré e pds-centrais, area cortical andbmala, podendo estar associada a cortex
displasico e/ou alteracbes sequelares em cortex andmalo, focos de hipersinal em
T2/FLAIR na substancia branca encefalica, inespecificos, que podem estar associados a
gliose ou rarefacdo mielinica”. Apesar do teste de array nao indicar nenhuma alteracédo
patogénica no caso desta paciente que justifique os achados clinicos, provavelmente a
causa genética é uma disrupgdo génica que deve ser avaliada pela investigacdo nos pontos
de quebra da inversdo por sequenciamento de nova geragdo ou utilizacdo de técnicas de
array de maior densidade e menos espacamento entre as sondas.

Seguindo com a andlise das alteracbes multissistémicas, na literatura,
observamos que alguns pacientes com a delecdo em 5p apresentaram complicagdes que
levaram a surdez, sem uma frequéncia estabelecida (Mainardi et al., 2006; Rodriguez-
Caballero et al., 2010). Estas alteracdes foram ressaltadas neste estudo por estarem
presentes em 27,6% dos pacientes que apresentavam alteragdes em BERA (Potencial
evocado auditivo, do inglés, Brainstem Evoked Response Audiometry,) com emissdes
otoacusticas ausentes e perdas neurossensoriais. Encontramos alteracGes variadas como:
a auséncia do refluxo estapediano bilateral e auséncia de disfuncéo retrococlear (Paciente
9); déficit auditivo a direita e atraso de onda S (Paciente 8); no BERA, ouvido direito

normal e ouvido esquerdo com perda neurossensorial profunda (Paciente 20);
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comprometimento de orelha média bilateral, avaliacgdo em campo e limiar de
reconhecimento de fala que sugerem perda auditiva de grau leve (Paciente 29).

Estudos anteriores sugerem que pacientes com 5p- podem apresentar
hipersensibilidade acustica (Cornish e Pigram, 1996), perda auditiva sensorioneural
(Baccichetti et al., 1988) e neuropatia auditiva baseados em potenciais evocados anormais
(Swanepoel, 2007), portanto, nossos achados podem realmente justificar alteracGes
auditivas associadas a regido terminal de 5p deletada mas sem referéncia a uma posicéao
cromossémica ou gendmica especifica.

As malformacdes oculares estiveram presentes em 32,1% dos casos, sendo
principalmente encontrados casos de miopia e hipermetropia. Outros autores nao
quantificaram essas caracteristicas de forma isolada para critérios de comparagao, porém
o banco de dados da sociedade americana “The 5p minus Family Database” reportou 46%
de achados oftalmoldgicos (Nguyen et al., 2015). Dentre os achados mais comuns da
SCDC encontram-se: extropia ou o estrabismo divergente, erros de refracdo ocular
(miopia, hipermetropia, astigmatismo), veias da retina tortuosas e atrofia 6ptica (Howard,
1972; Mainardi et al., 2006). Nos pacientes deste estudo, encontramos trés casos de
miopia e um de hipermetropia, sem relatos de outros tipos de malformacdes oculares.

Neste estudo, identificamos também malformacdes cardiacas variadas, como
valvula bicuspide, comunicacdo interatrial, forame oval patente, persisténcia do canal
arterial e comunicacdo interventricular em 41,4% dos casos, bem proximos do valor
encontrado por Mainardi et al. (2006).

Quanto as alteracdes renais e genitais, vimos que estiveram de acordo com 0s
achados de outros autores, com destaque para as luxacdes e escoliose que estiveram mais
evidentes neste estudo que no de Niebuhr (1978), como por exemplo no caso da Paciente
1 que apresentou uma ressonancia de coluna dorsal com escoliose acentuada a esquerda
com rotacdo vertebral e no caso da Paciente 14 com toracica a direita com vértice em D9

e siringomielia desde C4 até cone medular.

5.2. Resultados anteriores e resultados obtidos pelo array

De forma geral, por meio do array, nds constatamos 23 dele¢fes terminais,
uma delecdo intersticial, uma delecdo seguida de duplicacdo em 5p, um rearranjo entre
0S cromossomos 5 e 9, os cromossomos 5 e 18, os cromossomos 2 e 5 e entre 0S

cromossomos 5 e Y. Dentre 0s casos em que os pais foram investigados, detectamos que
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todas as alteracbes foram de novo, com excecdo do cromossomo derivado dos
cromossomos 5 e 18, proveniente de um rearranjo complexo materno, herdado de forma
ndo balanceada, e com excecdo dos Pacientes 28 e 29, que s&o irmdos de mesmo pai e
mesma mae, que herdaram a delecdo de forma materna, confirmada por MLPA. Essa
frequéncia de alteracdes detectadas corresponde ao encontrado na literatura, inclusive no
caso da Paciente 30 com inversdo do cromossomo 5 por heranca paterna (Niebuhr, 1978;
Mainardi et al., 2001; Zhang et al., 2016).

O fato de ndo termos detectado CNVs relevantes no cromossomo 5 da
Paciente 30 indica que essa alteracdo foi equilibrada, sem aparente perda ou ganho de
material genético, ou que a resolucdo do BeadChip selecionado ndo foi suficiente para a
deteccdo de uma alteracdo pequena. Na literatura, ha casos de inversdes familiares sendo
transmitidas ao longo de geracGes (Goodart et al., 1996; Concolino et al., 2002) mas nao
ha relatos de outros pacientes com inversdo nos mesmos pontos de quebra de nossa
paciente para comparacao de fendtipo e nem associacao dessa alteracdo a SCDC.

A paciente 30 foi incluida no estudo especialmente pelo relato da mée de
choro agudo ao nascimento, fato este que ressaltou a necessidade de investigar delecdes
em 5p. Ao nos aprofundarmos no caso, constatamos que 0 pai apresentava a mesma
alteracdo cromossémica no cari6tipo, sendo, portanto, uma inversdo pericéntrica no
cromossomo 5 de heranga paterna. Além disso, o pai também apresentava baixa estatura
(152 cm), microcefalia e deficiéncia intelectual. Tias paternas e av0 paterna da portadora
investigada também apresentavam sintomas de depressdo, sem investigacao cariotipica.

Porém, ainda assim, essa paciente apresentou diversas malformacgdes como
as cerebrais e cardiacas citadas anteriormente, além de alteracGes como pectus excavatum
com assimetria, braco direito com restricdo em extensdo de cotovelo articular, braco
esquerdo com prono-supinacdo com protuberancia em regido medial de cotovelo, prega
palmar Unica, prega acessoria, clinodactilia de 5° dedo, desvio medial de 3° quirodactilo,
restricdo a elevacdo de membro superior direito, sendo que a for¢ca muscular nesse
membro foi de grau 4 e de grau 5 em membro superior esquerdo. Por este motivo, é
necessario explorar mais este caso em busca da causa desses fendtipos que provavelmente
se deve a disrupcdo génica ou efeito de posicdo, por meio do qual se altera a expresséo
de genes préximos aos pontos de quebra (Lupski e Stankiewicz, 2005).

Observamos que o array alterou alguns resultados prévios de cariotipo
aparentemente sem anormalidades no cromossomo 5 para delec¢des terminais (nos casos

dos Pacientes 17, 28 e 29), uma delecéo terminal era, na verdade, uma delecdo intersticial
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e, alem disso, esclareceu os rearranjos observados nos Pacientes 9, 11, 22 e 27 com outros
cromossomos concomitantemente, além de ter trazido a tona uma delecdo seguida de
duplicacdo na Paciente 5. Particularmente em relacéo ao Paciente 9, foi essencial realizar
o teste de array, uma vez que ele ja havia sido submetido a outros testes citogenémicos,
como MLPA e FISH (Lincoln-de-Carvalho et al., 2011).

Além disso, o array foi capaz de precisar e alterar diversos pontos de quebra
em 5p nas delecOes terminais, além de estimar os tamanhos das delegdes em pares de
base, conforme visto na Figura 10. E sabido que o caridtipo possui uma resolucao inferior
ao array e por isso, torna-se uma opg¢ao pouco interessante a ser usada em casos familiares
como no caso dos Pacientes 28 e 29. Ademais, 0 array esclareceu que o material adicional
no cromossomo 5 da Paciente 11 era originario de uma duplicacdo terminal do braco
longo do cromossomo 18, como sera discutido adiante.

NOs encontramos tamanhos de delecGes variando de 6,2 Mb até 34,4 Mb. Em
um estudo realizado por Zhang et al. (2005), eles ndo identificaram pacientes com
delecdes terminais maiores que 33 Mb, sugerindo que monossomias com perdas de
material genético maiores poderiam ndo ser compativeis com a vida. Nossos resultados
refutam essa ideia e aumentam em 1,4 Mb o possivel limite maximo inferido de delecdo
compativel com a vida.

Atécnica de array alterou o resultado da Paciente 24, que anteriormente havia
sido caracterizada com uma delecdo terminal com ponto de quebra final em 5pl14, e
passou a ter resultado de delecéo intersticial entre as bandas 5p15.32 a 5p14.3.

Além disso, observamos que em um caso, da Paciente 23, houve mudanga da
banda do ponto de quebra terminal descrito em 5p14 para 5p15.1 e mudangas em bandas
descritas por cariétipo. Em outros casos em que o resultado continha somente a regido e
banda cromossémica de ponto de quebra terminal, pudemos identificar a sub-banda,
como na Paciente 20 com o resultado anterior de 46,XX,del(5)(p15) e passou a ser
46,XX,del(5)(p15.1).

Os estudos anteriores feitos para identificar as dele¢cbes em 5p utilizaram,
como artificio de analise dos pontos de quebra, técnicas classicas de citogenética, como
cariotipo e FISH. No entanto, o cari6tipo ndo possui resolucao suficiente para precisar 0s
pontos de quebra e o FISH investiga somente regiGes especificas por meio do
direcionamento das sondas a serem utilizadas. Dessa forma, 0 array destaca-se por um
delineamento mais preciso dos pontos de quebra, deteccdo de microdelecdes e

microduplicacdes e permite inferir a relacdo entre gendtipo-fendtipo.
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5.3. CNVs no cromossomo 5 e correlacao gendtipo-fenotipo

O cromossomo 5 inteiro possui cerca de 180 Mb sendo que o brago curto
ocupa 45 Mb e o resto de sua densidade cromossdémica est& localizada no braco longo.
Uma das caracteristicas mais marcantes do cromossomo 5 € sua baixa densidade génica
(Schmutz et al., 2004). Contudo, ha estudos mostrando que existem atividades génicas
regulatorias mesmo a distancias muito grandes do gene a ser expresso (Miele e Dekker,
2008).

Uma vez identificados os pontos de quebra no cromossomo 5 e realizada a
associacdo fenotipica, foi necessario buscar na literatura genes de interesse e associar sua
localizacdo aos achados clinicos.

Sendo assim, a Figura 10 foi construida com os resultados obtidos pelo array,
com algumas regides gendmicas especificas do cromossomo 5 associadas a fenétipos
peculiares, descritos em estudos anteriores (Overhauser et al., 1994; Gersh et al., 1995;
Kondoh et al., 2005; Zhang et al., 2005; Mainardi et al., 2006) e incluimos genes de
relevancia clinica e de relevancia investigativa para este estudo.

De acordo com o DECIPHER, o braco curto do cromossomo 5 possui cerca
de 254 genes, sendo que 138 deles sdo codificadores de proteinas. O ClinGen classifica
0s genes haploinsuficientes da seguinte forma: os genes TERT e DNAJC21 com
pontuacgdo 1 (pouca evidéncia sugerindo sensibilidade a dosagem em associagdo com 0
fenotipo clinico), CTNND2 com pontuacdo 2 (evidéncias emergentes sugestivas de
sensibilidade a dosagem associadas ao fenétipo clinico) e os genes TRIO, NIPBL e
FGF10 com pontuacao 3 (evidéncias suficientes sugerindo que a sensibilidade a dosagem
esta associada ao fendtipo clinico).

Dos genes sensiveis a dosagem destacados pelo ClinGen, trés deles estdo
localizados fora dos trechos genémicos deletados nos pacientes deste estudo (DNAJC2,
NIPBL e FGF10) e ndo foram considerados para andlise.

Em revisdo bibiliogafica, Nguyen et al. (2015) avaliaram genes no brago
curto do cromossomo 5 quanto aos seus efeitos de dosagem e encontraram que: 37 genes
(12%) sao insensiveis a dosagem, cinco genes foram classificados como
haploinsuficientes (TERT, SEMA5A, MARCH6, CTNND2, NPR3), seis genes foram
classificados como haploinsuficientes condicionais, sendo necessario outro fator, como
outra alteracdo genética ou uma influéncia ambiental para terem um efeito no fenoétipo
(SLC6A3, CDH18, CDH12, CDH10, CDH9, CDHS6) e dois genes foram classificados
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como haploletais (RICTOR, DAB2). Os dados reunidos sobre genes de potencial
haploinsuficiente e de efeito patogénico no fenotipo foram usados na construcdo da
Figura 10.

Conforme a Figura 10, observamos que as delecdes de 27 dos 29 pacientes
com 5p- englobavam os genes SEMA5A, CTNND2, MARCHS6 e TRIO. Os genes SEMASA
e CTNND2, que podem levar & DI e comportamentos do espectro autista (Duan et al.,
2014), justificam os achados clinicos dos pacientes. Evidéncias mostram que a deficiéncia
intelectual se manifesta nos casos em que ambos 0s genes SEMASA e CTNND2 sdo
deletados (Medina et al., 2000; Lu et al., 2016). Porém, outros genes podem estar
associados ao quadro clinico de DI, uma vez que os pacientes 28 e 29 ndo apresentaram
a delecdo nessa regido mas apresentam a DI.

O gene MARCH6 foi associado ao choro caracteristico da sindrome,
juntamente com o gene FLJ25076, que esta envolvido na mesma via de sinalizacdo para
degradacédo (Wu et al., 2005). Conforme dito neste trabalho, encontramos incongruéncias
entre a relagcdo entre esse gene e o choro e, por fim, consideramos que a localizagédo do
gene responsavel por essa caracteristica pode estar em uma posi¢éo anterior a 4,788,892
pb, uma vez que a paciente com este ponto de quebra inicial ndo apresentava esse traco.

Porém, como mais de um gene j& foi associado ao choro caracteristico,
podemos supor que multiplos genes e regifes podem ser responsaveis por esse traco
fenotipico.

Mutacdes no gene TRIO estdo associadas a deficiéncia intelectual com
microcefalia, de padrdo autossdbmico dominante. Esse gene € altamento expresso no
cérebro em desenvolvimento. Mutacgdes intragénicas, com consequente perda de funcao,
foram associadas a deficiéncia intelectual moderada combinada com caracteristicas do
espectro autista, hiperatividade e/ou comportamento de agressividade. Além disso, Ba et
al. (2016) observaram que trés dos quatro pacientes investigados com mutacées em TRIO
apresentaram infeccOes recorrentes e que 0 gene apresentou diminui¢do na expressdo no
estagio inicial de desenvolvimento neuronal e impacto no desenvolvimento de neuritos,
filamentos originarios de células neuronais (Ba et al., 2016; Tao et al., 2019). As infeccbes
recorrentes também foram observadas nos pacientes estudados, indicando que esse gene
pouco estudado em pacientes com SCDC pode ter um alto impacto funcional.

Ja os genes IRX4, TERT e SLC6A3 foram deletados em todos os pacientes,
exceto na Paciente 24. O gene IRX4, apesar de ndo ter sido citado anteriormente ou

ressaltado em revis@es de genes de impacto na haploinsuficiéncia, foi incluido porque ele
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estd sendo avaliado como gene candidato pela sua relacdo com malformacdes cardiacas
(Cheng et al., 2011; Nelson et al., 2016). Neste estudo encontramos malformacoes
cardiacas variadas em 41,4% dos pacientes. No entanto, todos eles possuem delecfes de
tamanhos e pontos de quebra diferentes, tornando impraticavel inferir uma regido
responsavel ou atribuir a causa exclusivamente ao gene IRX4, especialmente porque ainda
permanece sem uma validagdo precisa das consequéncias fenotipicas da heterozigose do
gene em humanos. Ademais, Kondoh et al. (2005) assimilaram um fragmento gendmico
referente as malformacdes cardiacas, localizado entre 17,770,293 pb e 21,394,873 pb
porém essa constatacao nédo se reproduziu nos pacientes estudados aqui.

Quanto ao gene TERT, nenhum paciente exibiu os sintomas classicos da
disqueratose congénita, causa por uma heranga recessiva, que compreendem pigmentacéo
reticulada da pele, distrofia ungueal e leucoceratose de mucosas. Dois pacientes (4 e 25)
exibiram fios de cabelo branco, porém ndo é evidéncia suficiente para relacionar a
disqueratose congénita a SCDC, principalmente porque nenhum dos pais a apresentava
ou a relatou nas avaliages clinicas.

Apesar dos estudos do gene SLC6A3 envolverem mutacfes e ndo CNVs para
justificar a relacdo com TDAH, alteracGes nesse gene ainda poderiam explicar mudancas
e diferencas comportamentais nos pacientes, mesmo naqueles que apresentam delegdes
de tamanhos semelhantes. Da mesma forma, os genes da familia das caderinas (CDH18,
CDH12, CDH10, CDH9, CDH6), deletados em proporcGes variadas nos pacientes com
5p-, também sugerem a alta suscetibilidade a manifestacdo do espectro autista (Wang et
al., 2009).

Quanto ao gene NPR3, que esteve deletado em duas pacientes (1 e 2), n6s nao
observamos nenhuma evidéncia de hipertensao, sugerindo a necessidade de mais estudos
em humanos.

Em relacdo aos outros dados da Figura 10, especificamente os fendtipos
descritos por publicacdes da literatura que ressaltam a correlacdo genotipo-fendtipo,
encontramos incongruéncias. Observamos, por exemplo, que a regido relacionada por
Kondoh et al. (2005) a anomalias renais estava deletada em sete pacientes deste estudo
mas nenhum deles apresentava essa alteracdo. Podemos inferir que, por terem usado a
técnica de FISH apenas para o cromossomo 5, outras CNVs possivelmente patogénicas
para esse tipo de alteracdo ndo foram investigadas. Além disso, podemos inferir que essas
regides fenotipicas ndo sdo precisas devido as técnicas utilizadas e podem estar sujeitas a

variagoes.
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Cabe ressaltar ainda que a paciente 5 apresentou, além da delecdo em 5p, uma
duplicacdo na regido adjacente ao ponto de quebra da delecdo. DuplicacOes e delecdes
concomitantes no mesmo cromossomo j& foram identificados em outros cromossomos
autossémicos, como o 4 (Novo-Filho et al., 2016). A trissomia de 5p € uma sindrome
rara, cujo tamanho varia consideralmente desde a porcdo 5pl5 até o braco curto do
cromossomo inteiro, com poucos relatos disponiveis. A regido critica da sindrome
compreende as bandas 5p10-5p13.1, sendo responsavel principalmente por atraso de fala,
deficiéncia intelectual, macrocefalia, malformacGes em orelhas, malformaces cardiacas
e cerebrais, alteracdes em membros e ligamentos, hipotonia, convulsées, entre outros.
Diversos relatos disponiveis apontam com frequéncia para rearranjos envolvendo
duplicacdes e delecbes no mesmo cromossomo (Cervera et al., 2005; Vera-Carbonell et
al., 2009; Izzo et al., 2012; Krgovic et al., 2014).

A paciente 5 foi uma das quatro pacientes que apresentou convulsdes e
analisando o caso, observamos que havia outras causas nédo relacionadas a 5p-. Kluger et
al. (2013) reportaram o caso de duas pacientes que apresentavam epilepsia generalizada
e a analise cromossémica evidenciou duplicacGes em diferentes regiées em 5p, sendo que
a regido 5p13.1 estava sobreposta em ambas as situac@es. Os autores especularam sobre
a patogenicidade da regido sobreposta, apontando que o gene FYB poderia estar envolvido
na epileptogénese, apesar de diversas ressalvas por ser uma regido herdada de um pai
saudavel e sem esta caracteristica. Portanto, apesar da paciente 5 deste estudo ndo possuir
a regido 5p13.1 envolvida na duplicacdo, restrigindo a duplicacdo somente a regido
5p13.3, ndo podemos descartar a responsabilidade desta regido nas ocorréncias da
epilepsia, uma vez que ainda sdo escassos 0s dados sobre a duplicacdo de 5p e sua

associacdo com epilepsia.

5.4. CNVs em outros cromossomos

Além de identificar alteracdes no braco curto do cromossomo 5, o array nos
permitiu detectar desbalangos genémicos em outros cromossomos e classifica-los,
conforme as normas da ACMG (Riggs et al., 2020), para possivelmente detectar outras
alteracOes que estejam contribuindo com o fenotipo do paciente.

NoOs avaliamos todas as 197 CNVs detectadas pelo software BlueFuse™.
Encontramos 35 CNVs com tamanho superior a 500 kb (35/197; 17,8%) e 100 CNVs

possuiam tamanho menor que 100 kb (100/197; 50,1%). A relevancia do tamanho de uma
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CNV se faz evidente no estudo de uma casuistica de 15000 criancas com deficiéncia
intelectual e malformacgdes congénitas, no qual inferiu-se que, em cerca de 14,2% dos
casos, a causa encontrava-se em CNVs maiores que 400 kb (Cooper et al., 2011).
Contudo, nédo restringimos um tamanho de corte para a analise das CNVs indicadas pelo
software, uma vez que diferentes estudos consideram tamanhos variados de corte e
patogenicidade em CNVs menores que 100 kb (Carter, 2007; Gross et al., 2019).

Além das j& discutidas dele¢des patogénicas em 5p responsaveis pela SCDC,
quatro outras CNVs grandes (> 20 Mb) foram classificadas como patogénicas ou

provavelmente patogénicas e estdo abordadas a seguir.

5.4.1. Paciente 9: duplicacdo de 20,6 Mb em 9p

O Paciente 9 apresentava um cariétipo sem anormalidade para o sexo
masculino, porém a delecdo de 5p e duplicacdo em 9p foram identificadas por meio das
técnicas de MLPA (kits P036 e P070, com sondas para regides subteloméricas) e FISH
publicados anteriormente (Lincoln-de-Carvalho et al., 2011) e em seguida, confirmadas
com o0 array neste estudo (arr[GRCh37]5p15.33p14.1(25328 25351609)x1;
9p24.3p21.3(46587_20642438)x3). A combinacdo das técnicas indicou que a delecdo no
cromossomo 5 era de 25,3 Mb, a duplicagdo do cromossomo 9 possuia cerca de 20,6 Mb
e a duplicacéo se localizava no brago curto do cromossomo 5.

A combinacdo dos resultados obtidos nas técnicas de cariétipo, FISH, MLPA
e array nos permitiram inferir como é esse cromossomo derivado das translocacdes entre
os cromossomos 5 e 9 (Fig. 13-A). Com o array detectamos outras 14 CNVs, além da
delecdo em 5p e duplicacdo em 9p, todas classificadas como benignas ou provavelmente
benignas.

Duplica¢fes no cromossomo 9 estdo relacionadas a alteragdes fenotipicas
faciais bem caracteristicas como nariz largo, ponta bulbosa, olhos fundos, microcefalia,
filtro nasal curto, baixa estatura, entre outros. Ha diversos relatos de associagdes entre a
duplicagdo do cromossomo 9 com outras CNVs concomitantemente, causando

sobreposicao de fenotipos (Guilherme et al., 2014).
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Outra caracteristica associada a trissomia de 9p sdo as convulsfes. Essa
trissomia esta associada a anormalidades cerebrais, neuroldgicas e episddios epilépticos
(Stern, 1996). Além disso, na literatura, foram relatados os casos de dois pacientes com
aberracbes cromossémicas envolvendo a delecdo de 8p e duplicacdo de 9p, que

apresentavam epilepsias de status elétrico durante o sono (Nakayama et al., 2012).

5.4.2. Paciente 11: duplicacéo de 48,2 Mb em 18q

A Paciente 11, da qual se suspeitou inicialmente de delecdo em 5p, mostrava
um cariétipo com um material genético adicional no braco curto do cromossomo 5, sem
indicacdo da origem do mesmo. O teste de array indicou que, no caso, havia uma delecdo
em 5p, de 24,1 Mb, e uma duplicacdo em 18q, de 48,2 Mb (arr[GRCh37]
18012.1923(29782990_78013728)x3).

Investigagbes familiares mostraram que a paciente havia herdado um
cromossomo derivado da translocacdo entre os cromossomos 5 e 18 da mae, que
apresentava um cariotipo com rearranjo complexo entre 0s cromossomos 5, 10 e 18 com
0 seguinte resultado: 46,XX,t(18;5;10)(18qter-->18q11.1::5p 11.1; inv (5) (5pter-->
p(11.1)::10g 11.1; 10qgter-->10q 11.1::18q 11.1) (Fig. 14).

InvestigacBes complementares tracaram a heranca do rearranjo complexo até
a avo materna da paciente estudada, que desenvolveu sete gestac@es, sendo cinco filhos
ja falecidos (conforme informado: um falecimento foi por rubéola aos seis meses e dos
outros quatro ocorreram entre os 24 e 28 anos de vida, sem causa esclarecida), e sendo
que os dois filhos vivos (a méde da paciente e 0 tio materno) apresentavam 0 mesmo
cariotipo com rearranjo complexo, inclusive herdado pela irmd mais velha da paciente,
com 11 anos a época da investigacdo, e fenotipicamente sem anormalidades detectadas e
relatadas.

O caso da Paciente 11 € Gnico no que diz respeito aos cromossomos e pontos
de quebra envolvidos, mas outros casos de rearranjos complexos ja foram reportados
anteriormente e com destaque para a necessidade de uma combinacéao de técnicas para se
chegar a um resultado preciso. Pan et al. (2016) encaminharam uma investigacédo
citogendmica para uma paciente que aparentava, no cariétipo, ter herdado os
cromossomos 3 e 8 de forma deshalanceada, com duplicacdo de 35,4 Mb na regido

15021.3-926.2. Contudo, uma investigacdo materna, utilizando a combinacdo de
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cariotipo, array e sequenciamento de nova geracdo concluiu que tratava-se de um

rearranjo complexo envolvendo os cromossomos 3, 5, 8 e 11.
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Figura 14 — Cari6tipo com bandamento G da mae da Paciente 11, indicando os cromossomos 5,
10 e 18 alterados (retdngulos vermelhos)

A paciente em questdo apresenta concomitantemente a delecdo em 5p e a
duplicacdo em 18q. A trissomia do cromossomo 18 é uma sindrome bem descrita, também
conhecida como Sindrome de Edwards, e em muitos casos pode ser identificada em
estagio pré-natal quando ha duplicacdo completa e livre do cromossomo 18. As principais
caracteristicas da sindrome compreendem dismorfismos faciais e esqueléticos com
destaque para a mao fechada em garra, com sobreposicao dos dedos que, geralmente, sdo
subdesenvolvidos. Também apresentam dificuldades de alimentacdo, anomalias
cardiacas e renais congénitas (Cereda e Carey, 2012). A sobreposi¢do da sindrome
causada pela duplicacdo de 18q e pela delecéo de 5p resultou em uma paciente dependente
de cadeira de rodas, traqueostomizada, que ndo se comunica de forma verbal e nem
gestual e apresenta atraso no desenvolvimento neuropsicomotor.

Além disso, como descrito anteriormente, apresenta episodios de convulsdes.
Diversos tipos de epilepsia ja foram relatados em pacientes com duplicacdo de 18q, sendo
essa uma caracteristica comum a sindrome, com prevaléncia de 65% (Verrotti et al.,
2015). Em um estudo investigativo de trés irmdos com duplicagdo de 18¢q21.31-g22.2 (12

Mb), observou-se DI moderada e poucos dismorfismos como ponte nasal proeminente,
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pescogo curto e escoliose, sendo que o irmdo mais novo também apresentou episddios de
convulsdes (Ceccarini et al., 2007). A duplicacdo na paciente investigada é muito maior
que a do relato citado, compreendendo quase o brago longo inteiro do cromossomo 18 e

que ocupou a regido deletada do braco curto do cromossomo 5 (Fig. 13-B).

5.4.3. Paciente 22: delecao de 44,5 Mb em Yq

Inicialmente, devido a dificuldade de amamentacdo, pelo hipertelorismo e
pelo choro fraco semelhante a um miado de gato solicitou-se o teste do caridtipo, cujo
resultado foi 45,X, apesar do paciente possuir caracteristicas primarias masculinizadas.
Testes moleculares complementares foram realizados e a juncédo dos resultados de MLPA,
FISH e array determinou que o caso se tratava de um rearranjo com uma delecéo terminal
de 17,8 Mb em 5p e uma delecdo terminal de 44,5 Mb em Yq (arr[GRCh37]
Yq11.21912(14852740_59335913)x0).

De acordo com as informacGes moleculares disponiveis, infere-se que o
restante do material genético ndo deletado do cromossomo Y se juntou ao 5p que estava
alterado e o cromossomo derivado desse rearranjo € possivelmente dicéntrico pelo ponto
de quebra delimitado pelo array (Fig. 13-C), tornando-se outra caracteristica critica para
os tipos de mecanismos de rearranjos mais favoraveis a esse tipo de cromossomo.

Este € outro caso de relevancia clinica porque os Unicos casos de homens com
translocagbes entre os cromossomos 5 e Y foram publicados ha mais de 30 anos atras,
sendo um deles descrito em mosaico (45,X,del(5)(p14)/45,X,t(Y;5)(q11;p14)) (Vignetti
et al., 1977; Weber et al., 1987). Outros estudos mais recentes descrevem translocacdes
do cromossomo Y com outros cromossomos autossomos, como 1 (Hiraki et al., 2006;
Braun-Falco et al., 2007); 13 (Ing e Smith, 1983); e 17 (Bellucco et al., 2017).

Geralmente, microdelecbes no cromossomo Y estdo associadas a
infertilidade masculina e azoospermia (Franchim et al., 2020). Estudos anteriores
envolvendo translocagdes entre os cromossomos 5 e Y ndo apontam para nenhuma
alteracdo especifica associada a delecdo de Y (inclusive os relatos citam genitélia
masculina externa presente e sem anormalidades) e apontam caracteristicas fenotipicas
comumente associadas a 5p-, como hipertelorismo e micrognatia, com exce¢do de um
relato de 1977 que cita uma malformacdo da méo esquerda, mas que provavelmente esta

associada a outra alteracdo cromossémica ndo investigada (Vignetti et al., 1977; Weber
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et al., 1987). Nosso caso corrobora com achados fenotipicos anteriores com maior

detalhamento molecular e atualizagéo sobre translocacdes entre o cromossomo5e o Y.

5.4.4. Paciente 27: duplicacéo de 23,3 Mb em 2p

Inicialmente, devido ao fenotipo da paciente e, principalmente, por causa do
choro semelhante ao miado de um gato, a paciente e os pais foram referidos a um
geneticista para conducdo de testes citogenéticos. O cariotipo ndo apresentou
anormalidades visiveis para um cariograma do sexo feminino, o que levou a familia a
uma investigacdo por meio do array, cujos achados indicaram uma delecdo terminal de
15,6 Mb em 5p e uma duplicagdo de 23,3 Mb em 2p (arr[GRCh37] 2p25.3p24.1
(12770_23337574)x3). De acordo com os resultados, inferimos que o rearranjo ocorreu
conforme indicado na Figura 13-D.

N&do h& muita literatura disponivel sobre a duplicacdo de 2p isolada em
pacientes, apresentando-se normalmente de forma concomitante a outra alteracdo
cromossémica. Os fenotipos descritos em portadores da duplicacdo isolada em 2p estdo
associados a baixo peso, hipertelorismo, ponte nasal baixa, malformacdes oculares,
mandibula pequena, orelhas de baixa implantacdo, pescoco curto, dificuldade para
respiracdo, entre outros (Mégarbané et al., 1997).

Um caso parecido com este caso € o relato de uma caracterizacdo molecular
de dois irméos portadores da trissomia de 2p24.3-pter e monossomia de 5p14.3-pter,
herdados de forma paterna, na qual um dos irmaos apresenta espinha bifida como defeito
da formacédo do tubo neural, em consequéncia a duplicacdo em 2p (Fukushi et al., 2017).
Outro estudo cita uma translocacéo entre os cromossomos 2 € 5 em um paciente com
obesidade por hiperfagia, contudo envolvendo uma microdelecdo em 2¢g23.1 e ndo em 2p
(Shichiji et al., 2013). Nenhuma das duas principais carcateristicas apresentadas
anteriormente, espinha bifida e obesidade, esta presente nesta paciente, indicando como
a interacdo entre os rearranjos moleculares € complexa.

A maior parte de estudos entre translocacdo dos cromossomos 2 e 5 (2p;5q)
referem-se a diversos casos de leucemias e linfomas, envolvendo o bragco longo do
cromossomo 5 e ndo o braco curto como neste caso estudado. Outros estudos ainda
relatam translocacdes entre 0s cromossomos 2 e 5 ndo associadas a canceres mas 0s

pontos de quebra sdo bastante variados (Kiss e Osztovics, 1990; Toral-Lopez et al., 2012),
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ndo sendo possivel delimitar caracteristicas especificas para cada uma das sindromes de

delecdo e/ou duplicacéo.

5.4.5. CNVs menores em outros cromossomos

Além dessas alteragdes grandes (> 1 Mb), identificamos outras CNVs
menores (entre 5 e 30 kb), classificadas como VUS ap0s a andlise e classificacdo de todas

as CNVs encontradas em todos os pacientes:

- Paciente 3 apresentou uma delegdo de 5,6 kb (arr[GRCh37] 17g21.31
(43996960 44002555)x1). Essa alteracdo deletou parte do gene MAPT (OMIM #157140)
relacionado a neurodegeneracdo e deméncia fronto-temporal associada ou ndo a doenca
de Parkinson. O paciente apresenta epilepsia, muitos movimentos repetitivos e no
eletroencefalograma (EEG) trazido pela mée do paciente no dia da consulta, constatava
“anormalidade paroxistica fronto-temporal bilateral e por vezes generalizada”. Sanchez
et al. (2018) relatam que a presenca de convulsdes em pacientes acometidos com Doenca
de Alzheimer, paralisia supranuclear progressiva e deméncia frontotemporal, entre outras,
€ mais comum que na populacdo em geral por causar alteracbes no sistema nervoso, o
que poderia justificar sua presenca no paciente investigado. No DGV ndo encontramos
outros relatos de pacientes com dele¢fes semelhantes, indicando que ndo € uma alteracédo
populacional frequente, enquanto no DECIPHER, que envolve variagdes patogénicas,
encontramos evidéncias de pacientes com sobreposic¢ao da alteragdo gendmica e diversos

quadros malformativos associados.

- Paciente 25 apresentou duas CNVs classificadas como VUS (arr[GRCh37]
16p13.11(15855484 15878289)x1; 22q12.3(36753803_36782997)x1): a primeira é uma
delecdo de 22,8 kb no gene MYH11 (OMIM #132900) que codifica uma proteina
relacionada a miosina de musculo liso, relacionada a aneurisma adrtico toracico, e que
também apresenta potencial patogénico em decorréncia da fusdo com outros genes. A
paciente em questdo apresenta valva adrtica bicuspide, fator ja associado ao aneurisma e
qgue pode se tornar ainda mais agravante pelo gene MYH11 envolvido. No DGV, ha
somente mencgdo a trés pacientes investigados em dois estudos, tornando a casuistica
muito baixa para ser considerada uma variagao populacional. A segunda CNV, de 29,2
kb, envolve o gene MYH9 com relatos de associacdo a perda auditiva sensorial nédo-
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sindrdmica, sendo que a paciente apresenta perda auditiva neurossensorial leve. Apesar
da auséncia de maior detalhamento da alteracdo auditiva, uma vez que essa caracteristica
ndo possui associacdo direta com o fendtipo da sindrome, a dele¢do no cromossomo 22
torna-se mais relevante e de significado incerto quanto ao seu potencial benigno ou

patogénico.

Em casos de VUS, a indicacédo é prosseguir com o array dos pais do portador
também para verificar a heranca e esclarecer a patogenicidade ou ndo da CNV. Contudo,
a limitacdo da classificacdo das CNVs é justamente a auséncia de amostragem parental
do paciente investigado que daria indicios da alteracdo ser herdada de um dos pais
assintomatico, tendendo assim a classificacdo de possivelmente benigno, ou se € uma

alteracdo de novo, que reforcaria mais um critério para a patogenicidade da CNV.

5.5. Consideracdes sobre os mecanismos de formacao e estabilizacdo das alteracdes

detectadas em 5p

Diversos mecanismos ja foram propostos para explicar como ocorre a
estabilizacdo de uma delecéo terminal e esses mecanismos dependem do tipo de material
genético que constitui a regido envolvida nos pontos de quebra da dupla fita de DNA.

Uma das caracteristicas que influenciam a recombinacdo por NAHR é a
presenca de sequéncias do tipo LINE, que estdo mais sujeitas a sofrerem rearranjos quanto
maior for a similaridade entre as sequéncias € 0 mesmo ocorre com as regides de SDs:
quanto maior a similaridade de sequéncias (>97%), maiores as chances de ocorrer um
rearranjo por NAHR (Liu et al., 2011). Neste estudo, observamos que a maior parte dos
pontos de quebra observados nos pacientes com SCDC era flanqueado por sequéncias do
tipo LINE, da familia L1 (LINE-1), a familia mais abundante dentro das LINEs.

Em relacdo as LINEs, Startek et al. (2015) demonstraram que LINEs
retrotransposons possuiam alta capacidade de mediar rearranjos por NAHR a uma
distancia de 10 Mb de seu substrato inicial e afirmaram que as recorréncias de uma relagédo
LINE-LINE (maiores que 4 kb e com mais de 95% de similaridade) entre as CNVs em
seis pacientes saudaveis estudados esta mais frequente do que se imaginava inicialmente
e provavelmente, sua presenca e influéncia na diversidade genémica esta

subdiagnosticada. Essa informacdo € particularmente interessante a ser analisada no
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contexto do cromossomo 5, uma vez que este possui baixa densidade génica, sendo
necessario recorrer a regulactes e mediac@es de rearranjos feitas a distancia.

A importancia dos rearranjos LINE-LINE é ainda mais evidente nos casos
dos rearranjos entre 0 cromossomo 5 e outros cromossomos, cujos pontos de quebra
também apresentavam sequéncias do tipo LINE. Aos avaliar os rearranjos pequenos
intracromossomais, como nos Pacientes 3 e 25, observamos maior frequéncia de
sequéncias do tipo SINE, indicando que rearranjos maiores necessitem de sequéncias
repetitivas mais longas.

Ja no que diz respeito as sequéncias da familia Alu, o0 método de rearranjo
ndo compreende somente NAHR, sendo mais frequentemente associado a outros
mecanismos como FoSTeS (do inglés, Fork Stalling and Template Switching) e MMBIR
(Boone et al., 2014) demonstrando o impacto da arquitetura gendmica no rearranjo
ocorrido. Recentemente, um estudo sugeriu que a recombinacdo somatica entre Alu e e
LINE-1 é comum no genoma humano e os elementos retrotransposons atuam como
hotspots para recombinacgéo génica (Gu et al., 2015; Pascarella et al., 2020).

A captura de telébmeros, outro mecanismo para estabilizacdo da delegdo
terminal, ocorre em 17% dos casos e pode envolver cromatides-irmas ou cromossomos
homdlogos e ndo homdlogos. Esse mecanismo pode gerar rearranjos constitucionais
cripticos, identificados somente por técnicas moleculares (Ballif et al., 2000; Ballif et al.,
2004). A presenca de sequéncias repetitivas ricas em guanina em pontos de quebra de
delecBes terminais € um indicio de que essa alteracdo estrutural pode favorecer a
aderéncia de um novo teldmero (Bose et al., 2014).

Os casos dos pacientes que possuem rearranjos entre cromossomo 5 deletado
e uma CNV proveniente de outro cromossomo (Pacientes 9, 11, 22 e 27), juntamente com
a Paciente 24 que apresenta uma delecdo intersticial e a Paciente 5 que possui delecédo
seguida de duplicagéo, corroboram com os achados de pesquisadores que identificaram
uma série de alteracOes teloméricas cripticas evidenciando que muitas das delecGes
terminais consideradas puras, eram, na verdade, delecdes intersticiais ou terminais
estabilizadas pelo mecanismo de captura do teldmero de outro cromossomo (Ballif et al.,
2004; Santo et al., 2016).

Em relacdo aos pacientes portadores de inversées, como no caso da Paciente
30, observaram que pacientes saudaveis estdo altamente sujeitos a sofrerem inversoes
cromossémicas provenientes por NAHR, sendo esse mecanismo recorrente na populagao

e tornando essa alteragdo um polimorfismo (Flores et al., 2007).
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Inversbes podem se espalhar na populacao por diversos efeitos: supressdo de
recombinagcfes para causar uma adaptacdo local de loci mais vantajosos, selecdo
epistatica para alelos mais favoraveis em determinada populacdo ou supressdo de uma
mutacdo deletéria; efeito de deriva em inversdes que ndo sdao dominantes; reparo de
quebras cromossomais, efeitos de posicdo ou distor¢fes na meiose; selecdo de alelos
altamente favoraveis para a populacdo provocando uma permanéncia genética com rapida
disseminacéo populacional ao longo das geracgdes (Kirkpatrick e Barton, 2006).

Contudo, dependendo do conteldo genético e da arquitetura gendmica
envolvida na inversdo, nem sempre ela sera favoravel aos portadores. Um estudo de
clusters de receptores olfatorios em 8p demonstra como a inversdo em heterozigose torna
maior a chance de recombinacgdes desiguais e, consequentemente, alteragcdes congénitas
no portador (Giglio et al., 2001).

Dentre outras alteraces detectadas neste estudo, tivemos também um caso
de delecédo terminal seguida por uma duplicacdo de 3 Mb no mesmo cromossomo. A
teoria mais aceita para explicar a formacao de uma delecéo seguida por uma duplicagédo
invertida é que o cromossomo com a quebra na dupla fita de DNA se dobra e pareia
consigo mesmo, levando a formacao de um cromossomo dicéntrico apés a replicacéo do
DNA, sofrendo um ciclo de quebra-fuséo-ponte, que causa amplificacdo da regido génica
e instabilidade cromossémica. Além disso, detectou-se a presenca de pequenos
espacadores dissdmicos (ndo detectados por meio de arrays convencionais pela sua baixa
resolucdo para esse tipo de alteracdo) entre sequéncias invertidas e sequéncias nao
invertidas na regido da duplicagdo. Esse mecanismo também poderia justificar
duplicacdes invertidas justapostas a translocagdes e cromossomos em anel duplicados
invertidos (Hermetz et al., 2014; Weckselblatt e Rudd, 2015).

Os mecanismos de rearranjos variados ressaltam a complexidade da geracao
de cada alteracdo na arquitetura do genoma, que serdo desmistificados a medida que
novas técnicas sdo desenvolvidas com resolugdes mais profundas para investigar o DNA

humano.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A sindrome do 5p-, apesar de ser uma sindrome rara, € uma sindrome que
tem sido estudada desde sua descoberta em 1967. Compreender exatamente 0s pontos de
quebra e quais outros cromossomos ou CNVs estdo impactando o fenétipo do paciente
afetado fornece informac6es aos pais sobre como conduzir os cuidados mais adequados
e estimular o desenvolvimento motor e intelectual o mais precocemente vislumbrando
uma qualidade de vida mais favoravel ao portador. Além disso, identificar a origem da
delecdo e/ou do rearranjo cromossdmico proporciona um atendimento mais direcionado
para o aconselhamento genético para futuras gestacdes.

Neste trabalho, identificamos que o array foi uma ferramenta essencial para
a delimitac@o de pontos de quebra e alteracdo de resultados prévios obtidos no cariétipo.
A mudanca de um resultado estabelecido previamente pode ter um impacto na familia e,
portanto, 0 mais recomendado é que sempre se recorra a essa ferramenta em casos de
duvida ou mais detalhamento. Ndo podemos desconsiderar o cariétipo como uma opcao
acessivel e ainda valida, principalmente por ser, até 0 momento, a Gnica op¢do molecular
coberta integralmente, de forma gratuita, pelo Sistema Unico de Satde.

Além disso, 0 contato com o0s pacientes e familiares e a consulta clinica
detalhada com o médico geneticista proporcionou uma coleta grande de dados,
principalmente em relacdo ao desenvolvimento dos pacientes e seus dismorfismos faciais
e fisicos. Esses dados permitirdo um estudo fenotipico da sindrome do 5p- na populagao
brasileira, semelhante ao que ja foi realizado por outros grupos de referéncia em SCDC.

Dentre os achados genémicos deste estudo, destacam-se a presenca de
rearranjos entre 0 cromossomo 5 e outros cromossomos autossomos e sexuais em pontos
de quebra que ndo foram abordados anteriormente na literatura, enriquecendo ainda mais
as informacdes disponiveis sobre a sindrome. Delec¢des intersticiais, deleces seguidas de
duplicagdes e inversdes constituem outras alteragdes estruturais associadas a SCDC, em
concordancia com o que foi descrito anteriormente em estudos de grandes casuisticas de
pacientes com b5p-, porém este trabalno soma novos rearranjos ndo descritos
anteriormente.

Em um caso (Paciente 24), a auséncia do choro agudo de miado de gato

dificultou a identificacdo da sindrome, uma vez que essa é a caracteristica que mais
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encaminha para a investigacdo em 5p, realcando ainda mais a indicacdo do array em
casos de pacientes sem etiologia suspeita, porém com MC e ADNPM.

Ademais, o desenvolvimento de um checklist feito em parceria entre 0s
pesquisadores e analistas de CNVs e em conjunto com uma equipe de médicos
geneticistas, favoreceu a colecdo de dados muito ricos para sinalizar possiveis associagdes
genotipo-fendtipo. Além disso, houve a criacdo de um banco de dados detalhado que
poderd ser ampliado mediante a inclusdo de mais pacientes e, consequentemente,
aumento de casuistica, que permitird observar se as proporcdes de caracteristicas clinicas
detectadas permance. Um bom detalhamento fenotipico é essencial para a avaliacdo de
CNVs de forma mais precisa e objetiva.

Neste trabalho, por meio do estudo das sequéncias repetitivas e dos pontos
de quebra, pudemos inferir que 0 mecanismo mais comumente associado as quebras e
delecBes terminais no brago curto do cromossomo 5 é o mecanismo de NAHR, que
depende de longas sequéncias de homologia (neste estudo identificadas com as LINES),
para promover 0 mecanismo de estabilizacdo da quebra cromossémica.

Inferimos o impacto da NAHR nas nossas delecdes, porém técnicas e
abordagens mais sensiveis e com maior resolucdo sdo necessarias para confirmar nossas
hipoteses. Uma combinacdo de arrays genémicos de alta resolugdo combinados a
métodos de captura customizada, sequenciamento de nova geracdo e PCR de fragmentos
longos pode ser a alternativa para investigar os pontos de quebra e tipos de rearranjos
gendmicos em pacientes com ADNPM e multiplas MC (Hermetz et al., 2014).

Umas das técnicas as quais pode se recorrer também é o sequenciamento de
RNA de células individuais (do inglés, single-cell RNA sequencing), por meio da qual se
faz uma identificacdo massiva de células de interesse (selecionadas e filtradas
anteriormente) com codigo de barras para que sejam restreadas ao fim do experimento,
tracando, assim, 0s impactos da expressdo génica no fenotipo observado. Também
permite avaliar variacfes de expressdo a niveis celulares e permite identificar os grupos
celulares mais relevantes no que se estuda, de modo a atuar diretamente neles em modelos
de intervencdo ou modificacGes genéticas (Lafzi et al., 2018).

Um dos exemplos do que poderiamos conduzir a partir dos achados neste
estudo sobre SCDC seria 0 sequeciamento single-cell de células T para identificar
marcadores de expressao de alteracBes no sistema imune, principalmente considerando
as infecgOes recorrentes que os pacientes apresentam. Conforme observado na nossa

analise de dados dos genes em 5p, 0 gene TRIO pode estar relacionado a recorréncia de
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infeccdes e estudar o perfil individual das células poderiam nos indicar clusters mais
relevantemente envolvidos nessa situagéo.

A investigacdo de outras modificacOes acima da arquitetura genémica do
cromossomo 5, como, por exemplo, o estudo dos perfis epigenéticos, protebmicos,
lipidomicos e protebmicos, também pode oferecer respostas para a investigacdo do
fendtipo dos pacientes com SCDC e para avaliar a consequéncia das alterag@es estruturais
do cromossomo 5. Analise em &cidos organicos de amostras de urina de pacientes com
SCDC indicaram que estes apresentavam maior sinal de nove metabélitos envolvidos em
diversas vias de sinalizacdo bioquimica quando comparadas a amostras do grupo controle,
indicando possivel associacdo das alteragdes de metabdlitos a condicBes
neuropsiquidtricas, transformagdo de produtos na microbiota intestinal e/ou deficiéncia
enzimatica (Araujo et al., 2020) e recuperacdo de energia e glicolise (Furtado et al., 2020).

Os resultados obtidos neste trabalho, por meio da caracterizacdo do
cromossomo 5, permitiram um melhor delineamento do papel dos diferentes tamanhos da
delecdo em 5p na variabilidade fenotipica nos portadores da SCDC, impacto de outros
rearranjos além das delecbes nestes pacientes e, além disso, proporcionou maior
conhecimento dos fatores envolvidos nos mecanismos de estabilizacdo dos desarranjos

gendmicos.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho, pudemos caracterizar a regido da delecdo de 5p utilizando
técnicas citogendmicas, principalmente a técnica de array.

Foi possivel também delinear com maior precisdo o0s pontos de quebra por
meio dos resultados obtidos por meio do array, e assim alterando ou aprimorando
resultados anteriores provenientes do cariétipo e outras técnicas. Juntamente as variacoes
em 5p, pudemos associar regides gendmicas a fendtipos especificos.

A andlise combinada das técnicas moleculares favoreceu a investigacdo de
rearranjos equilibrados, como no caso da inversdo de 5, e de translocacdes néo-
balanceadas entre 0 cromossomo 5 e outros cromossomos autossomaos e sexuais.

Além disso, classificamos todas as CNVs detectadas, abrindo novas
constatagdes acerca dos achados clinicos diferenciais dos pacientes.

E por fim, os resultados obtidos permitiram a inferéncia do tipo de

mecanismo molecular responsavel pela estabilizacdo das alteracdes identificadas.
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8. ANEXOS

ANEXO A

Ficha clinica para coleta de dados sobre a Sindrome Cri du chat

Nome do(a) paciente:

Registro HC/ICr: Data de nascimento: / /

Sexo do(a) paciente: ( )F ()M Data de atendimento: / /

Nome da mae:

Nome do pai:

Contato:

EVOLUCAO

Acompanhamentos atuais

Acompanhamentos pregressos

Uso de medicamentos

Exames prévios (fisicos e complementares)

Cariétipo do(a) paciente e local:

MLPA:

FISH:

Array:

Cariotipo dos pais:  Mae

Pai

Outros exames e resultados:

Vocé foi informado sobre o risco de ter outro filho com a sindrome de Cri du Chat? Sim( ) N&o( )

Se sim, qual foi o risco informado?
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ANTECEDENTES PESSOAIS

Pré-concepcao

Idade da mée quando engravidou: anos

Foi o(a) primeiro(a) filho(a)? Sim () Ndo ( )

Teve outras gestacdes apéds o nascimento do paciente? Sim () Néo ( )
Numero total de gestacdes: NUmero de abortos:

Todas as gestac6es foram do mesmo parceiro? Sim ( ) Né&o ( )

Pais consanguineos? Sim () Né&o ( ) Algum familiar afetado? Sim () Né&o ( )

Gestacdo e nascimento
Teve alguma complicacdo na gestacdo? Sim () N&o ()
(Qual? )

O(a) paciente nasceu de quantas semanas?

Onde nasceu?

Parto: () Normal ( ) Cesarea (Motivo? )
Ao nascimento: Peso Altura P.Torécico P.Cefalico

Chorou logo ao nascer? Sim () N&o () APGAR:

Teve complicagbes no bercario? Sim () Ndo ( ) (Quais? )

Recebeu alta da maternidade com quantos dias de vida?

Como era o choro do seu bebé? Forte ( ) Fraco ( )

Vocé percebeu algo diferente no seu bebé? Sim ( ) Nao( )

(O que? )
Tomou leite materno? Sim () N&o ( ) (Até quando? )
Infancia

Teve dificuldade de alimentacdo no primeiro ano de vida? Sim( ) Nao( )
Se sim, por que e até quando? ( )

Baba(va) muito? Sim () Nao ( )

Engasga(va) muito? Sim( ) Nao ( )

Teve dificuldade de ganhar peso e altura quando criangca? Sim () N&o ( )

Cirurgias:

Internacdes:

Infeccdes:

Diarréias:
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Desenvolvimento Motor

Sustento cefalico: Primeiros passos:

Sentou sem apoio: Ficar em pé:

Desenvolvimento Cognitivo

Falou? Sim( ) Néo ( ) Com que idade?
Forma frases? Sim( ) Néo ( )

Comunica através de gestos? Sim () Nédo ( )

Entende comando? Sim( ) N&o ( )

Conhece cores? Sim () N&o ( )

Conhece letras? Sim () N&o ( )

Conhece nimeros? Sim () Né&o ( )

Sabe ler? Sim( ) Nao ( )

Sabe escrever? Sim( ) Nao ( )

Manipula dinheiro? sSim( ) Nao ( )

Come sozinho? Sim( ) Néo ( )

Higiene pessoal sozinho? Sim( ) Né&o ( )

Auto-agressao? Sim( ) Né&o ( )
Heteroagressao? Sim( ) Né&o ( )

TOC? Sim () Nao ()

Espectro autista? Sim( ) Nao ( )

Sente irritabilidade? Sim( ) Nao ( )

Fez terapia com fonoaudiéloga? Sim( ) Nao ( )
Frequenta ou frequentou escola? Sim () N&o ( )

Se sim, escola normal () ou especial ( )? Até que idade?
Faz xixi sozinho? Sim( ) N&o () Desde que idade?
Faz cocd sozinho? Sim( ) N&o ( ) Desde que idade?

Avaliacao psicologica:

O que seu filho sabe ou gosta de fazer?

Na sua opiniéo, quais sdo as principais dificuldades no cuidado de seu(sua) filho(a)?




EXAME PRESENCIAL
Antropometria

Idade do paciente ao diagnéstico:
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Peso: p(

Altura: p(

Perimetro Cefalico Atual:

Distancia Intercantal Interna:

Distancia Intercantal Externa:

p( )
p( )
p( )

Mé&o: p(
Dedo médio: p(

Dismorfologia
) Rosto arredondado
) Rosto afinado
) Assimetria facial
) Hipertelorismo
) Estrabismo

) Dobras epicénticas

(

(

(

(

(

(

() Ponte nasal proeminente

() Orelhas de baixa implantagéo
() Orelhas displasicas () antivertidas
() Hiperpigmentacéo

() Hipopigmentacéo

() Estreitamento bitemporal
() Fenda labial

(

) Fenda palatina

Sistema Nervoso
() Hipertonia
() Hipotonia
() Reflexos patelares

() Convulstes

Sistema Sensorial
() Baixa viséo

() Deficiéncia auditiva; tipo:

() Filtro curto

() Cranioestenose

() Coloboma ocular

() Voz anasalada

() Fissuras palpebrais laterais inclinadas para baixo
() Boca curva para baixo

() Lingua protrusa

( ) Palato alto

() Refluxo gastro-esofagico

() Microretrognatia

() Clinodactilia

() Qutros:

( ) ADNPM

() Hiperatividade

() Malformacéo cerebral
() Outro:

() Malformacéo ocular, tipo:




Sistema Cardiaco

(

() Comunicacao interventricular

() Defeito do septo atroventricular

Malformacdes do trato geniturinario

(
(
(

Malformagdes musculoesqueléticas

(

e N T T N N N e

Observacoes:

) Comunicacdao interatrial

) Genitalia ambigua
) Hidronefrose

) Ma formacao renal

) Pé torto congénito

) Hérnia diafragmatica

) Anomalia de membros
) Polidactilia

) Luxagbes

) Sandal gap

) Sindactilia

) Escoliose

) Anomalia vertebral
) Outro:
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( ) Coarctacéo da aorta
() Tetralogia de Fallot
( ) Outro:

() Criptorquidia

() Obstrucao uretral

() Outro:

Assinatura e carimbo do médico

/ /

Data de atendimento




ANEXO B

Quadro 1 - Quadro das principais alteracdes clinicas coletadas (continuagéo)
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Exame antropométrico presencial

Caracteristicas neonatais

Antecedentes clinicos

8 3 5 g |8 g
g lolels |2|5|Eslee|28|E |2|2|2|a]B
Paciente / S % B 2 et § SR g § § 2 é S § & g é S|121¢8]|¢g
Caracterfstics | & |2 & 8 | [8=| 5 |2 |&¢ 235 52|z |3 |8|8|S
FEA N A AR
. ¢ "8 L £ i
1 F 15 |304|143 | 475 | + + + + + 7 + - - + -
2 F 9 184|118 458 | + - - - + 5 + + + - +
3 M 26 |676(170 | 554 | ND | + ND - + 12 + + + + -
4 M 38 [NA (168 51 | ND | - - - + 6 + - - + -
5 F 22 |528 (1545 485 | ND | - - - + 60 + + - - -
6 M 20 (397155 5 | ND | - + ND + 1 + + + + -
7 F 14 152,15 144 | 50 + + + - + 24 + + + - +
8 F 11 30 (139 | 47 + - - - + ND - + + + -
9 M 8 142|111 43 + - + - + 3 + + + + +
10 F 274 124 | 485 + + + - + 72 - + + + +
11 F 175 ] 395 | + - - + + 24 - + + - -
12 F 2265|124 | 465 | + - - ND + ND + + |[ND| + +
13 M 18 459|159 | 515 | ND | + + - + 10 - - - + -
14 F 14 34 | 143 48 + + + + + 20 + + + + +
15 F 4 102|885 44 + - - + + 1 - + - - +
16 M 10 36 1365 485 | + - - - + 18 + + + + +
17 M 3 11 | 95 46 + - - - + 10 + + + + +
18 M 10 25 [125| 49 + - - - + 5 - + + + +
19 F 1551102 [ 45 + + + + + 6 - + + + +
20 F 85| 78| 43 + - - - + 6 + | + | ND|ND | ND
21 F 22 (631|156 | 535 | ND | - - - + 1 - - + + +
22 M 12 | 94 41 + - - - + 4 + + + + +
23 F 269|129 | 47 + - - + + 12 - + + + +
24 F 13 44 1151 | 52 - - ND ND - 6 + - + + +
25 F 16 [46.2| 151 | 475 + + + - + 7 + + - - -
26 F 34 |1383(143| 50 | ND | - - - + 12 - - - + -
27 F 3 95|90 | 425 | + - + ND + 36 + + + - -
28 F 15 |6535|156,6| 56,3 - - - - + 144 | + - | ND [ ND | ND
29 M 11 |235(|124( 51 - - - - + 72 - - + - +
30 F 19 26 | 140 | 465 [ ND | - + + + 48 + - - - -
Frequéncia i(()) Ili/ll NA [ NA | NA| NA (19/22(8/30| 11/28 | 7/26 | 29/30 | NA [19/30|21/30{19/27|19/28|16/28
% NA | NA [NA[NA]| NA |84]26,7]| 393 | 269 | 9,7 [ NA |633|700]|704 679|571
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ANEXO B

Quadro 1 - Quadro das principais alteragdes clinicas coletadas (continuagéo)

Caracteristicas
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ANEXO B

Quadro 1 - Quadro das principais alteragdes clinicas coletadas (concluséo)
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Alteracdes multissistémicas

s | o |o @ o |B 8 8 g N = Tamanho

| S5 Bel8 | |2 E5lae s | s [FE[5e |5 |2 |Eyglamem

PaC|er]te./ g 2 & % 2|3 |z |8 85 ° EE 2 =@ i 3 "% 2 |0 ) detectada

Caracteristicas | £ | T s g S = s s 3|2 % S| 88 2 é wEl Lo R noarray

z|z5 |= ST 5805 ||z |ET|CemW

n P z P Z <
FOP/

1 - - + - + + + - - CIA - + - - + + 34,4
2 - N - - | pPca - - N 34
3 - - + + + - ND - - + - - - 29,9
4 - - + - + - - - + - - - - + - + 29,8
5 - + + + + - + - - - - - - - - - 29,3
6 - - + - + - - - - - - - - - 28,5
7 - R - - - - - - - 265
8 - | + |[ND| - - - -+ ] - - - -l | o+ |- - 256
9 - -+ |+ ]+ |+ |ND| | -] PCA |+ ]| - "L% + |+ | - 253
10 - + - + + - - - LQ - - + 25
11 - S N T S IS N Ko V-V o7 \V4 R IS - - - 242
12 - - - N - - - - - - - - - - 232
13 - - |IND| - |+ |+ |+ |ND|[ND|] ND [ND| - [ND| - [ND| - 232
14 NN -]+ - - - -] - + 2
15 - + ND - + + . - - PCA - - - - - 199
16 - - (N -+ |+ - -] -] PcA - - + 19,1
17 - RN - - - - - 189
18 - - ND | ND | + + | ND - - - - - - - - 18,9
19 - |+ [ND| - | + | + | - - - - - - N 18,1
20 - - ND - + - + + - FPOCZ\/ + - - - - + 18,1
21 - - ND - + + - - - - - - - - - 18,0
22 - + + - + - - - - - - - - - - 17,8
23 - - -] - - - - - - - - - 17,6
24 - - Ino| -+ |+ | - - - CIA -+ | - - 174
25 - - ND - + - - + - VB - - - - 17,2
26 - N - S - - - - - - 17,0
27 S IR ('S Y1 A IO IR (R I I VBé (I:\'/A’ ol - -] - | e
28 - -+ ] - - - - - - - -+ ] - - 6,2
29 - - ND - - - + + FOP - - - - + - 6,2
30 e T i e A cav | - | - | - -]+ ]+ NA*
Frequéncia 0/30 | 6/30 | 16/18( 4/29 | 28/30|16/30(14/28] 8/29 | 9/28 | 12/29 | 4/29 | 6/30 | 5/29 | 6/30 | 12/29(14/30 NA
% 0,0 | 200889 (138933 |533|500](276]321 41,4 138 (20,0 | 17,2 | 20,0 | 41,4 | 46,7 NA

Legenda: + (simbolo de positivo): Indicacdo da presenca da caracteristica; - (simbolo de negativo): Indicagdo
da auséncia da caracteristica; A: Autoagressao; ADNPM: Atraso do Desenvolvimento Neuropsicomotor; AME:
Alteragdes musculoesqueléticas; CIA: Comunicacao interatrial; CIV: Comunicagdo interventricular; F:
Feminino; FOP: Forame oval patente; H: Heteroagressao; LC: Luxacao de cotovelos; LP: Luxacao de patelas;
LQ: Luxacdo no quadril; M: Masculino; Mb: Megabase; NA: N&o aplicadvel; NA*: Paciente com cariétipo
46,XX,inv(5)(p15.3g31); ND: Dado nao disponivel; PCA: Persisténcia de canal arterial; RGE: Refluxo
gastroesofagico; SN: Sistema nervoso; VB: Véalvula adrtica bicuspide.



ANEXO C

Quadro 3 - Quadro com todas as CNVs identificadas nas amostras avaliadas pelo Infinium
CytoSNP-850K BeadChip® (continuacao)

Posicio _ Primeira Ultima Tamanho
citogenética Tipo sonda sonda (pb)
deletada deletada
1p36.13 Dup 16,367,339 16,381,718 14,380
1p36.11 Del 25,598,276 25,760,920 162,645
5p15.33-p13.2 Del 25,328 34,402,152 34,376,825
6p21.33 Del 31,778,831 31,803,745 24,915
8p23.2 Del 4,475,968 4,484,498 8,531
9932 Dup 115,417,171 115,589,251 172,081
10924.32 Del 103,992,122 104,000,307 8,186
10026.3 Dup 135,351,137 135,477,883 126,747
16p13.3 Del 6,871,840 7,080,129 208,290
17921.31 Del 43,986,462 44,003,446 16,985
19q913.2-913.31 Del 43,294,394 43,542,847 248,454
22011.23-q12.1 Del 25,671,815 25,914,593 242,779
22912.3 Del 33,711,322 33,728,657 17,336
4934.3 Del 181,461,281 181,572,822 111,542
5p15.33-p13.3 Del 25,328 33,399,200 33,373,873
6p21.31 Dup 35,503,576 35,548,236 44,661
7pl4.1 Del 38,297,145 38,329,818 32,674
9p24.2 Del 2,728,881 2,744,472 15,592
1p36.11 Del 25,598,276 25,753,638 155,363
3912.2 Dup 100,354,524 100,445,958 91,435
5p15.33-p13.3 Del 25,328 29,971,508 29,946,181
14932.33 Dup 106,071,832 106,190,145 118,314
17921.31 Del 43,996,960 44,002,555 5,596
5p15.33-p13.3 Del 25,328 29,863,566 29,838,239
14q11.2 Del 19,280,733 20,416,499 1,135,767
17p13.3 Dup 732,283 970,413 238,131
17921.31 Dup 44,168,225 44,326,245 158,021
1p21.1 Dup 104,107,068 104,155,944 48,877
5p15.33-p13.3 Del 25,328 29,305,055 29,279,728
5p13.3 Dup 29,320,222 32,402,232 3,082,011
6011.1 Dup 61,961,519 62,097,088 135,570
8p21.3 Del 19,150,829 19,189,757 38,929
15026.3 Del 99,210,418 99,229,185 18,768
18p11.21 Dup 14,747,958 14,899,917 151,960
19913.31 Del 43,779,007 43,852,461 73,455
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Quadro 3 - Quadro com todas as CNVs identificadas nas amostras avaliadas pelo Infinium

CytoSNP-850K BeadChip® (continuagao)

citogenetica deletada deletada (pb)
5p15.33-p14.1 Del 25,328 28,549,181 28,523,854
6 6022.31 Del 124,189,423 124,217,985 28,563
6926 Del 163,915,715 163,946,360 30,646
13g31.1 Del 84,103,707 84,223,852 120,146
5p15.33-p14.1 Del 25,328 26,551,516 26,526,189
6p21.33 Del 31,336,644 31,343,100 6,457
7 16923.2 Del 80,452,240 80,508,055 55,816
22013.33 Del 51,170,777 51,195,728 24,952
Xq28 Dup 148,882,559 148,977,479 94,921
4028.3 Dup 131,946,375 132,351,655 405,281
5p15.33-p14.1 Del 25,328 25,658,882 25,633,555
6926 Dup 162,724,247 162,912,514 188,268
8 11924.2 Del 126,176,578 126,204,161 27,584
14911.2 Del 22,851,830 22,918,677 66,848
16023.1 Dup 75,539,436 75,575,410 35,975
19913.31 Del 43,647,130 43,765,830 118,701
Xql13.2-g21.1 LOH 73,641,569 77,540,472 3,898,904
2p25.3 Del 72,184 251,673 179,490
2p22.1 Del 39,252,851 39,289,958 37,108
3p26.1 Del 4,088,576 4,286,700 198,125
5p15.33-p14.1 Del 25,328 25,351,609 25,326,282
5p13.2 Del 36,883,618 36,895,270 11,653
5915 Del 93,260,835 93,297,187 36,353
7pl2.2 Del 49,991,697 50,109,325 117,629
8pll.1 Del 43,426,617 43,530,830 104,214
9p24.3-p21.3 Dup 46,587 20,642,438 20,595,852
12p12.1 Del 23,957,847 23,965,822 7,976
12p12.1 Del 24,147,116 24,156,368 9,253
15913.3 Del 32,509,892 32,926,065 416,174
15914 Del 38,558,974 38,573,864 14,891
17911.2 Del 29,550,701 29,557,764 7,064
21g11.2 Del 15,548,798 15,594,495 45,698
22911.23-q12.1 Del 25,671,815 25,914,593 242,779
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Quadro 3 - Quadro com todas as CNVs identificadas nas amostras avaliadas pelo Infinium

CytoSNP-850K BeadChip® (continuagao)

Primeira

Ultima

Paciente i tzgselrfgtci)ca Tipo sonda sonda Tazgzg;lho
deletada deletada

4935.2 Dup 189,133,207 189,528,831 395,625
5p15.33-p14.1 Del 25,328 25,027,618 25,002,291

10026.3 Dup 135,252,347 135,358,664 106,318

10 12p11.21 Dup 31,266,287 31,406,907 140,621

14q11.2 Del 22,794,295 22,913,520 119,226

17921.31 Dup 44,239,958 44,250,433 10,476

19g13.31 Dup 43,491,087 43,652,230 161,144

19913.42 Del 53,913,651 53,951,725 38,075

1p21.1 Del 106,164,864 106,215,029 50.166

3026.32 Dup 175,893,082 175,937,783 44.702

4913.3 Del 71,165,491 71,272,547 107.057
5p15.33-p14.3 Del 25.328 23,243,400 23,218,073

7911.23 Dup 76,137,375 76,557,212 419.838

12 12p13.31 Dup 8,021,932 8,086,083 64.152

14q11.2 Del 22,787,541 22,865,063 77.523

14q11.2 Del 22,875,443 22,913,575 38.133

15q26.3 Del 99,209,470 99,243,598 34.129

22011.23-g12.1 Del 25,687,568 25,924,444 236.877
5p15.33-p14.3 Del 25,328 23,210,180 23,184,853

10g11.21 Dup 45,216,112 45,359,483 143,372

13 13g31.1 Del 84,103,707 84,171,548 67,842

19913.2 Dup 41,350,996 41,365,095 14,100

19g13.31 Dup 44,858,873 44,889,660 30,788
5p15.33-p14.3 Del 25,328 22,039,679 22,014,352

7pl14.3 Dup 33,135,246 33,178,254 43,009

14 8p23.3 Dup 2,143,681 2,164,712 21,032

14g21.1 Dup 40,254,333 40,347,357 93,025

20913.33 Dup 59,569,516 59,589,272 19,757
5p15.33-p14.3 Del 25,328 19,892,934 19,867,607

6g22.31 Dup 124,434,003 124,474,595 40,593

7931.1 Del 111,073,710 111,265,262 191,553

15 8p23.2 Del 5,790,102 5,835,671 45,570

10q26.3 Dup 135,252,347 135,378,802 126,456

14q11.2 Del 22,625,374 22,795,270 169,897

15022.33 Del 67,373,378 67,392,631 19,254




Quadro 3 - Quadro com todas as CNVs identificadas nas amostras avaliadas pelo Infinium

CytoSNP-850K BeadChip® (continuagao)

Primeira

Ultima

Paciente i tzgtselrfgtci)ca Tipo sonda sonda Tazgab;lho
deletada deletada

2p15 Dup 61,531,694 61,713,526 181,833
5p15.33-p14.3 Del 25,328 19,087,783 19,062,456

16 12p11.21 Dup 31,266,287 31,406,907 140,621

19g13.2-q13.31 Del 43,286,158 43,530,840 244,683

22011.23-g12.1 Dup 25,707,472 25,910,879 203,408

1g23.2 Del 159,995,633 160,006,809 11.177
5p15.33-p14.3 Del 25.328 18,921,988 18,896,661

8022.2 Del 100,307,349 100,346,236 38.888

17 14qg21.2 Del 45,181,337 45,225,953 44.617

17q12 Dup 34,443,811 34,472,963 29.153

19913.41q13.42 Del 53,537,923 53,694,223 156.301

20913.31 Del 55,407,859 55,426,819 18.961

X021.31-121.32 Dup 91,783,608 92,249,593 465.986
5p15.33-p14.3 Del 25,328 18,895,407 18,870,080

5915 Del 97,795,382 97,918,829 123,448

10g11.22 Dup 47,543,322 47,703,869 160,548

18 13921.33 Dup 69,108,325 69,601,840 493,516

13921.33 Del 70,744,882 70,773,398 28,517

13g22.1 Dup 74,010,099 74,386,793 376,695

16023.1 Dup 75,539,436 75,574,424 34,989

3p26.3 Del 1,186,687 1,230,424 43,738
5p15.33-p15.1 Del 25,328 18,168,945 18,143,618

10p14 Dup 12,100,735 12,154,833 54,099

19 10g11.21 Dup 45,203,658 45,359,483 155,826

13913.3 Del 38,070,549 38,121,560 51,012

14q11.2 Del 22,765,112 22,913,575 148,464

14g21.1 Del 41,332,323 41,686,695 354,373

1p36.11 Del 25,598,276 25,647,782 49,507

1p34.2 Del 43,398,476 43,422,401 23,926
5p15.33-p15.1 Del 25,328 18,099,766 18,074,439

5p12 Del 45,858,842 45,881,268 22,427

20 7p21.3 Del 8,825,260 8,856,074 30,815

7p14.3 Dup 33,133,742 33,179,557 45,816

7934 Del 142,430,044 142,496,293 66,250

9032 Del 115,821,485 115,881,664 60,180

10qg26.3 Dup 135,256,762 135,358,664 101,903




Quadro 3 - Quadro com todas as CNVs identificadas nas amostras avaliadas pelo Infinium

CytoSNP-850K BeadChip® (continuagao)

Primeira

Ultima

Paciente i tzgtselrfgtci)ca Tipo sonda sonda Tazgzg;lho
deletada deletada
5p15.33-p15.1 Del 25,328 18,022,107 17,996,780
6q27 Dup 168,339,197 168,595,832 256,636
21 10g11.22 Dup 47,049,547 47,703,869 654,323
20p12.1 Del 14,705,888 14,776,940 71,053
20912 Del 40,498,908 40,526,564 27,657
Xp22.31 Dup 6,336,577 8,229,990 1,893,414
1p12 Del 120,491,213 120,580,212 89,000
2013 Dup 110,863,095 110,980,346 117,252
2037.3 Del 242,853,745 243,034,519 180,775
3p13 Del 71,126,314 71,151,070 24,757
5p15.33-p15.1 Del 25,328 17,656,351 17,631,024
5031.2 Del 138,408,956 138,532,199 123,244
23 6p21.31 Del 36,019,352 36,041,270 21,919
11p13 Del 31,424,603 31,573,838 149,236
11q12.2 Del 61,198,070 61,247,995 49,926
12g21.31 Del 82,158,129 82,434,628 276,500
16p13.11 Del 15,864,406 15,870,309 5,904
17921.31 Del 43,994,386 44,004,924 10,539
17921.31 Del 44,013,938 44,058,629 44,692
19p12 Del 20,630,360 20,715,228 84,869
5p15.32-p14.3 Del 4,788,892 22,219,836 17,430,945
14q11.2 Del 21,358,155 21,422,666 64,512
24 19g13.41 Dup 53,324,520 53,356,610 32,091
22911.21 Dup 18,915,347 19,001,744 86,398
Xq28 Dup 148,882,559 148,977,479 94,921
3021.1 Del 121,923,326 121,939,770 16,445
5p15.33-p15.1 Del 25,328 17,235,998 17,210,671
9p23 Del 11,820,083 11,880,552 60,470
25 16p13.11 Del 15,855,484 15,878,289 22,806
22012.2 Del 30,009,261 30,016,515 7,255
22912.3 Del 36,753,803 36,782,997 29,195
X023 Dup 112,197,450 112,703,796 506,347
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Quadro 3 - Quadro com todas as CNVs identificadas nas amostras avaliadas pelo Infinium
CytoSNP-850K BeadChip® (concluséo)

Primeira

Ultima

Paciente i tzgselr?gltci)ca Tipo sonda sonda Tazg%;lho
deletada deletada

2p22.2 Dup 37,687,770 37,754,020 66,251

4p15.2 Dup 23,663,235 23,714,895 51,661
5p15.33-p15.1 Del 25,328 16,986,171 16,960,844

26 12p11.21 Dup 31,259,372 31,406,907 147,536

14911.2 Del 22,794,295 22,903,931 109,637

19p12 Del 20,630,360 20,715,228 84,869
Xp22.31 Dup 6,507,158 8,091,350 1,584,193
5p15.33-p15.32 Del 25,328 6,197,044 6,171,717

17921.31 Del 43,996,960 44,003,599 6,640

28 18p11.23 Dup 7,164,754 7,192,456 27,703

18g22.1 Del 65,848,177 65,896,088 47,912

19g13.42 Dup 53,609,534 53,763,720 154,187

2012.3 Dup 108,545,409 109,099,477 554,069
5p15.33-p15.32 Del 25,328 6,189,781 6,164,454

7911.21 Del 62,037,105 62,126,629 89,525

29 14q11.2 Dup 20,895,646 20,903,906 8,261

18p11.23 Dup 7,164,754 7,199,531 34,778

19p13.3 Dup 474,588 511,453 36,866

19p12 Del 20,190,141 20,314,416 124,276

Xpll.21 Del 57,628,448 57,875,542 247,095

1p36.22 Dup 9,324,571 9,364,634 40,064

5g12.1 Del 61,428,137 61,461,609 33,473

30 6g25.1 Del 151,120,686 151,161,086 40,401

7p22.2-p22.1 Dup 4,366,797 4,534,797 168,001

7pl14.3 Dup 33,144,827 33,169,258 24,432

10g11.22 Dup 47,590,956 47,703,869 112,914
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Abstract

Background: Cri du chat syndrome (CdCS) is a rare syndrome caused by a partial
or complete deletion of the short arm of chromosome 5 (5p-). The main clinical fea-
tures include a high-pitched cry, facial asymmetry, microcephaly, round face at birth,
epicanthal folds, hypotonia, delayed growth and development.

Methods: We studied 14 Brazilian patients with CdCS using genomic array in order
to better define the 5p breakpoints and recognize copy number variations (CNVs)
that contribute to clinical manifestations associated with the syndrome.

Results: Array confirmed terminal deletions in 13 patients and an interstitial deletion
in one patient. It was also possible to map the breakpoints and associate a genomic
region of 4.7 Mb to the development of head circumference and cat-like cry. We also
found other CNVs concomitant to the 5p deletion including a 9p duplication, a 17q
deletion, and a 22q deletion in three different patients.

Conclusion: With advancements of molecular cytogenomic methods in the last two
decades, it was possible to evidence cryptic alterations and improve the genotype—
phenotype correlation. In this work, we describe a new genomic region associated
with microcephaly and cat-like cry and highlight the importance of precise delinea-
tion of Sp deletion breakpoints and detection of other CNVs in CdCS patients to im-
prove genotype—phenotype correlation to perform a complete clinical and molecular
diagnosis.
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Abstract

Mosaic trisomy 12 is a rare anomaly, and only 9 cases of live
births with this condition have been reported in the litera-
ture. The clinical phenotype is variable, including neuropsy-
chomotor developmental delay, congenital heart disease,
microcephaly, cutaneous spots, facial asymmetry, prominent
ears, hypotonia, retinopathy, and sensorineural hearing loss.
A 2-year-old female presented with neuropsychomotor de-
velopmental delay, prominent forehead, dolichocephaly,
patchy skin pigmentation, and unexpected over-growth at
birth. Cytogenetic analysis of her peripheral blood showed
normal results, suggesting the presence of a chromosomal
alteration in other tissues. Further studies using G-banding
and FISH performed on fibroblasts from both hyper- and hy-
popigmented regions identified a 47,XX,+12/46,XX karyo-

type. To the best of our knowledge, no patients with mosaic
trisomy 12 associated with overgrowth have been reported
to date. Congenital overgrowth and neonatal overgrowth
have been frequently linked to Pallister-Killian syndrome
(PKS; OMIM 601803). This case suggests the possibility of an
association of genes presentin the 12p region with fetal over-
growth, considering that chromosomal duplications could
lead to an increase in the production of aberrant transcripts
and disturbing gene dosage effects. This case highlights the
importance of cytogenetic analysis in different tissues to pro-
vide relevant information to the specific genotype/pheno-

type correlation. ©2019'S. Karger AG, Basel
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Abstract

Background: Bloom syndrome (BS) is a rare autosomal recessive chromosome insta-
bility disorder. The main clinical manifestations are growth deficiency, telangiectasic
facial erythema, immunodeficiency, and increased risk to develop neoplasias at early
age. Cytogenetic test for sister chromatid exchanges (SCEs) is used as a diagnostic
marker for BS. In addition, most patients also present mutations in the BLM gene,
related to defects in the DNA repair mechanism. However, the molecular mechanism
behind the pathogenicity of BS is still not completely understood.

Methods: We describe two patients confirmed with BS by SCE and molecular analy-
sis. Also, we performed the gene expression profile by the RNA-seq methodology
in mRNA transcripts for differential gene expression analysis using as a biological
condition for comparison BS versus health controls.

Results: We detected 216 differentially expressed genes related to immunologi-
cal pathways such as positive regulation and activation of B cells, immune effec-
tor process and absence of difference of DNA repair genes expression. In addition;
we also observed differentially expressed genes associated with apoptosis control,
such as BCL2L1, CASP7, CDKNIA, E2F2, ITPR, CD274, TNFAIP6, TNFRSF25,
TNFRSF13C, and TNFRSF17.

Conclusion: Our results suggest that the combination of altered expression of genes
involved in signaling pathways of immune response and apoptosis control may
contribute directly to the main characteristics observed in BS, such as recurrent
infections, growth failure, and high risk of cancer. Transcriptome studies of other
instability syndromes could allow a more accurate analysis of the relevant gene inter-
actions associated with the destabilization of the genome. This is a first description of

the profile of differential gene expression related to immunological aspects detected
in patients with BS by RNA-seq.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In central Brazil, in the municipality of Faina (state of Goias), the small and isolated village of Araras comprises a

Xeroderma pigmentosum genetic cluster of xeroderma pigmentosum (XP) patients. The high level of inity and the geographical

Genetic cluster isolation gave rise to a high frequency of XP patients. Recently, two founder events were identified affecting that

Founder mutations ity, with two independent mutations at the POLH gene, ¢.764 + 1 G > A (intron 6) and ¢.907 C > T;

;‘:"AH::(:;: p-Arg303* (exon 8). These deleterious mutations lead to the xeroderma pigmentosum variant syndrome (XP-V).

Ancestry Previous reports identified both mutations in other countries: the intron 6 mutation in six patients (four families)
from Northern Spain (Basque Country and Cantabria) and the exon 8 mutation in two patients from different
families in Europe, one of them from Kosovo. In order to investigate the ancestry of the XP patients and the age
for these mutations at Araras, we generated genotyping information for 22 XP-V patients from Brazil (16), Spain
(6) and Kosovo (1). The local genomic ancestry and the shared haplotype segments among the patients showed
that the intron 6 mutation at Araras is associated with an Iberian genetic legacy. All patients from Goids,
homozygotes for intron 6 mutation, share with the Spanish patients identical-by-descent (IBD) genomic seg-
ments comprising the mutation. The entrance date for the Iberian haplotype at the village was calculated to be
approximately 200 years old. This result is in agreement with the historical arrival of Iberian individuals at the
Goids state (BR). Patients from Goids and the three families from Spain share 1.8 ¢M (family 14), 1.7 ¢M (family
15), and a more significant segment of 4.7 ¢M within family 13. On the other hand, the patients carrying the
exon 8 mutation do not share any specific genetic segment, indicating an old genetic distance between them or
even no common ancestry.
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Abstract

Objective: The purpose of this study was to describe the genomic deoxyribonucleic
acid (DNA) methylation profile in fetuses with gastroschisis, determine whether the
profile was inherited, and investigate any possible correlations with maternal risk
factors.

Method: Genome-wide DNA methylation analysis of 96 blood samples was per-
formed using the Illumina Human Methylation 850K BeadChip. The blood samples
were collected as follows: 32 from the umbilical cord of fetuses with gastroschisis,
32 from their respective mothers, 16 from the umbilical cord of fetuses without
malformation, and 16 from their respective mothers.

Results: The differential DNA methylation analysis showed a significant difference
between the groups. The enrichment analysis resulted in 12 sites related to T-cell
activation (p = 0.0128). The sites with different methylation status contained 10
genes, three of which were related to the beta-2-microglobulin gene. The methyl-
ation profile observed in the fetuses with gastroschisis was not inherited from the
mothers. In addition, there was no association between maternal urinary tract
infection, smoking, and alcohol use and different methylated sites.

Conclusion: We established the methylation profile of gastroschisis fetuses, which
differs from that of normal fetuses. The profile was not inherited and did not

correlate with maternal risk factors.

Key Points

What is known about this topic?

* The etiology and pathogenesis of fetal gastroschisis and its association with environmental
factors are not clearly understood, and attempts to identify a biological marker have not
been successful. No previous investigation into the methylation patterns in pregnant
women carrying fetuses with gastroschisis has been published

What does this study add?

* This study provides the methylation pattern of fetuses with gastroschisis

Prenatal Diagnosis. 2020;1-8.
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Overcoming challenges for the unambiguous detection of copy number variations is essential to broaden our
understanding of the role of genomic variants in the clinical phenotype. With the improvement of software
and databases, whole-exome sequencing quickly can become an excellent strategy in the routine diagnosis
of patients with a developmental delay and/or multiple congenital malformations. However, even after a
detailed analysis of pathogenic single-nucleotide variants and indels in known disease genes, using whole-
exome sequencing, some patients with suspected syndromic conditions are left without a conclusive
diagnosis. These negative results could be the result of different factors including nongenetic etiologies,
lack of knowledge about the genes that cause different disease phenotypes, or, in some cases, a deletion or
duplication of genomic information not routinely detectable by whole-exome sequencing variant calling.
Although copy number variant detection is possible using whole-exome sequencing data, such analysis
presents significant challenges and cannot yet be used to replace chromosomal arrays for identification of
deletions or duplications. (J Mol Diagn 2020, 22: 1041—1049; https://doi.org/10.1016/
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Genomic rear deleti dupli inversions, insertions and translocations and may
NAHR be the cause of several genetic diseases. One of the most frequent mechanisms that generate these rearrange-
Alu elements ments is the Non-Allelic Homologous Recombination (NAHR). They are caused by a misalignment between
NGS regions of high level of similarity, like Low Copy Repeats (LCRs) and Alu seq We aimed to seq the

breakpoint of a patient with a single deletion on chromosome 22q13.2 in order to understand the genomic
structure of the region involved as well as elucidate the hanism behind this rearrangement. Investigating
breakpoints are of the utmost importance in the understanding the influence of the genomic architecture in
clinical assays. We flanked the breakpoint detected by array and then we captured the regions using Illumina
Nextera Rapid Capture Custom to sequence with Illumina MiSeq. We found a chimeric read on
Chr22:41,026,090, setting a 624,688 bp deletion on Chr22:41,026,112-41,650,780 (hg19). This deletion merges
the intronic region of MKL1 and RANGAP1 genes, on two different Alu sequences (AluSx and AluY, respectively).
The sequence of the breakpoint reveals that Alu elements are an important characteristic of the human genome

on generating rearrangements.
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