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Determinacao das alteragdes genémicas em pacientes com
malformacdes congénitas

RESUMO

As ACs sdo alteracOes visiveis nos cromossomos, classificadas como numeéricas e
estruturais. Atualmente o grande desafio da genética clinica é classificar e associar a
relevancia clinica dos desequilibrios genéticos ao fenotipo dos portadores. O trabalho tem
como objetivo principal caracterizar desequilibrio gendbmico sem diagnéstico sindrémico
previamente descritos pelas técnicas de citogenética classica, molecular visando apurar
0s pontos de quebras e genes inseridos na regido cromossdmica alterada por meio da
citogendmica em estudos de casos. Foram feitas analises por citogenética (bandamento
GTG), citogenética molecular (FISH) e citogenémica (array-CGH) em trés pacientes com
malformagfes congénitas ndo-sindromicas para definicdo diagndstica e maior
conhecimento sobre a correlacdo gendtipo-fenotipo. Foram redigidos estudos de casos de
trés pacientes portadores de MCs, atraso do desenvolvimento e deficiéncia intelectual. O
primeiro copilado de caso trata-se de paciente do sexo feminino com anomalias
esqueléticas, deficiéncia intelectual e atraso do desenvolvimento. O cari6tipo da paciente
é 46,XX[11]/47,XX,+mar[9]. A anélise de array-CGH revelou dois ganhos/duplicacdes
nas bandas cromossémicas 6p11.2g12 (10.335 Mb de tamanho) e 6q14.1q14.3 (10.765
Mb de tamanho). Por meio da técnica da FISH e os resultados do array-CGH a regiao
duplicada 6g14.1914.3 encontra-se inserida em um cromossomo marcador, oriundo do
cromossomo 6. Os sinais clinicos descritos na paciente foram semelhantes a outros
pacientes com duplicacdo da regido 6g14. Os genes PGM3, MYO6 e IMPGL1 foram
associados a alteragdes sensoriais, imunodeficiéncia e cardiomiopatia hipertrofica.
Poucos sdo o0s casos na literatura com pacientes descritos com duplicagdo envolvendo as
regides 6011-6q16. O segundo copilado de caso trata-se de paciente do sexo feminino
com dimorfismo facil, atraso do desenvolvimento e deficiéncia intelectual. O cari6tipo
apresentou o resultado: 46,XX, dup(12)(p13.1-p11.2). Por meio da técnica de array-CGH
foi detectado o ganho genético de aproximadamente 28 Mb na regido cromossémica
12p13.31-p11.1. A alteracdo cromossdémica observada na paciente é descrita como
duplicacédo 12p parcial. Os genes GRIN2B, ATF7IP, ALG10, SYT10, DNML1L, PKP2,
PIK3C2G, SCNN1A, PIANP e SOX5 foram sobrepostos a CNVs de ganho, classificadas
como patogénicos correlacionadas aos fendtipos de face dismorfica, convulsdes,
disfuncdo cognitiva e distdrbios do neurodesenvolvimento. A alteracdo presente na
paciente & similar aos sinais clinicos descritos em individuos na literatura. O terceiro
copilado de caso trata-se de paciente do sexo feminino com hemiface, incisivo central
nico, deficiéncia intelectual, atraso do desenvolvimento e deficiéncia na fala. O cariétipo
apresentou o resultado: 46,XX, t(1;14)(p36.2;923). A translocacdo aparentemente
equilibrada t(1;14) presente na paciente e do tipo de novo, com pouco casos recorrentes
na literatura. Por meio da técnica de array-CGH foram caracterizadas duas
perdas/dele¢bes cromossémicas, nas regides cromossoémicas 14913.1-q13.3 (2,1 Mb de
tamanho) e Xp22.31 (1,7 Mb de tamanho). A delecdo da regido cromossémica 14913 é
descrita como menor regido sobreposta (SRO) ao locus HPE8 para o espectro de
holoprosencefalia (HPE). Os genes EAPP, SNX6, TULIP1 e NKX2, séo descritos na
literatura como potenciais genes candidatos a HPE e doencas neuroldgicas. A
microdelecdo da regido cromossdmica Xp22.1 apresenta os genes VCX3A e STS
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descritos na literatura alterados em doengas neurolégicas. Os sinais clinicos presentes em
nossa paciente em similaridade com os descritos na literatura e alteracdo nas bandas
cromossomicas 14913.1-q13.3 permitem associagdo com a microforma de HPE. No geral,
a técnica de array-CGH que dispdem de resolucdes a nivel de kb, foi fundamental para a
elucidacdo dos achados gendmicos em todos os pacientes. Este estudo contribui com a
correlacdo gendtipo-fenotipo e consequentemente com a literatura cientifica a respeito
das alteracfes cromossdmicas ndo sindrémicas descritas nos copilados de caso.

Palavras-Chaves: Alteracbes cromossomicas, array-CGH, anomalias congénitas,
deficiéncia intelectual, atraso do desenvolvimento
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Determination of genomic changes in patients with congenital
malformations

ABSTRACT

The ACs are visible changes in the chromosomes, classified as numerical and structural.
Currently the great challenge of clinical genetics is to classify and associate the clinical
relevance of genetic imbalances with the phenotype of the carriers. The main objective
of this work is to characterize genomic imbalance without syndromic diagnosis
previously described by the classical and molecular cytogenetic techniques, in order to
determine the breakpoints and genes inserted in the chromosomal region altered by
cytogenetics in case studies. Cytogenetics (GTG banding), molecular cytogenetics
(FISH) and cytogenetics (array-CGH) were performed in three patients with non-
syndromic congenital malformations for diagnostic definition and greater knowledge on
genotype-phenotype correlation. Case studies of three patients with MCs, developmental
delay and intellectual disability were written. The first case file is a female patient with
skeletal anomalies, intellectual disability and developmental delay. The patient's
karyotype is 46, XX [11] /47, XX, + sea [9]. The array-CGH analysis revealed two gains
/ doublings in the chromosomal bands 6p11.2q12 (10,335 Mb in size) and 6gq14.1q14.3
(10,765 Mb in size). Through the FISH technique and the results of the array-CGH the
duplicate region 6014.1q14.3 is inserted in a chromosome marker, coming from
chromosome 6. The clinical signs described in the patient were similar to other patients
with duplication of the region 6gl4. The genes PGM3, MYO6 and IMPG1 were
associated with  sensory alterations, immunodeficiency and hypertrophic
cardiomyopathy. There are few cases in the literature with patients described with
duplication involving the 6g11-6q16 regions. The second case file is a female patient with
easy dimorphism, developmental delay and intellectual disability. The karyotype
presented the result: 46, XX, dup (12) (p13.1-p11.2). Using the array-CGH technique, the
genetic gain of approximately 28 Mb was detected in the chromosomal region 12p13.31-
pll.1. The chromosomal abnormality observed in the patient is described as partial
duplication. The genes GRIN2B, ATF7IP, ALG10, SYT10, DNM1L, PKP2, PIK3C2G,
SCNN1A, PIANP and SOX5 were superimposed on gain CNVs, classified as pathogenic
correlated to dysmorphic face phenotypes, convulsions, cognitive dysfunction and
neurodevelopmental disorders. The present alteration in the patient is similar to the
clinical signs described in individuals in the literature. The third case file is a female
patient with hemiface, single central incisor, intellectual disability, developmental delay
and speech deficiency. The karyotype presented the result: 46, XX, t (1; 14) (p36.2; q23).
The apparently balanced translocation t (1; 14) present in the patient is of the new type,
with few recurrent cases in the literature. By means of the array-CGH technique, two
losses / chromosomal deletions were characterized, in the chromosomal regions 14q13.1-
g13.3 (2.1 Mb in size) and Xp22.31 (1,7 Mb in size). The deletion of the 14q13
chromosomal region is described as a reduced overlap region (ORS) at the HPES8 locus
for the holoprosencephaly (HPE) spectrum. EAPP, SNX6, TULIP1 and NKX2 genes are
described in the literature as potential candidate genes for HPEs and neurological
diseases. The microdeletion of chromosomal region Xp22.1 presents the genes VCX3A
and STS described in the literature altered in neurological diseases. The clinical signs
present in our patient in similarity to those described in the literature and alteration in the
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14913.1-913.3 chromosomal bands allow association with the microform of HPE. In
general, the array-CGH technique that has resolutions at kb level was fundamental for the
elucidation of genomic findings in all patients. This study contributes to the genotype-
phenotype correlation and consequently to the scientific literature regarding the non-
syndromic chromosomal changes described in the case files.

Keywords: Chromosomal alterations, array-CGH, congenital anomalies, intellectual
deficiency, developmental delay
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1. Diagnostico de Desequilibrio Genémicos
1.1.1. Citogenética classica e molecular

Desde as primeiras observagdes microscépicas de cromossomos mitéticos em
humanos - no final dos anos 1800 - a citogenética passou por grandes desenvolvimentos
na anélise e classificagcdo dos cromossomos (MARTIN; WARBURTON, 2015). Dentre
0s principais marcos na citogenética, destaca-se o0 uso da colchicina, solucéo hipotdnica
e a cultura celular por meio de sangue periférico (SEABRIGHT, 1971; YUNIS, 1976).
Além do desenvolvimento de métodos para a visualizacdo dos padrbes de bandas nos
cromossomos, a exemplo o bandamento G, técnica baseada na aplicacdo de tripsina
utilizando a coloracdo com giemsa e 0 método de bandamento por alta resolucéo (GTG),
o qual utiliza cromossomos em prometafase, permitindo a facil identificacdo de anomalias
citogenéticas. Ambas as técnicas sdo utilizadas até hoje na rotina de laboratérios de
citogenética (RIEGEL, 2014; SEABRIGHT, 1971; YUNIS, 1976).

No entanto, o padrdo de bandamento dessas diferentes técnicas, limita-se a resolugdo
de 400-550-850 bandas, que permitem a identificacdo de rearranjos cromossémicos
estruturais de 3 até 10 Mb, além das limitagbes quanto a qualidade das metafases
preparadas, as caracteristicas opticas do microscopio e a experiéncia do profissional na
execucao das técnicas (RIEGEL, 2014).

A citogenética molecular, foi estabelecida no final da década de 1980 pela técnica
da Hibridizacéo in situ por Fluorescéncia (do inglés Fluorescence in situ Hybridization-
FISH), permitindo a identificacdo e a elucidacdo de rearranjos cromossomicos em
resolucGes de 100 Kb a 5 Mb (CUI; SHU; LI, 2016). O principio da técnica da FISH se
baseia na hibridizacdo do DNA alvo (cromossomos metafasicos e/ou nicleos interfasicos)
com sondas de DNA ou RNA especificas para certas regides cromossémicas marcadas
com fluorocromo (DUARTE, 2013).

A sonda DNA/RNA deve ser marcada com um nucleotideo conjugada ao
fluorocromo (marcacdo direta) e/ou a inclusdo de um nucleotideo a um hapteno néo
fluorescente (marcacéo indireta). Preferencialmente, antes da hibridizacao, a suspensédo
contendo os cromossomos em metéfase ou nlcleos interfasicos sdo enzimaticamente pré-

tratados, para aumentar o suporte a acessibilidade da sonda e a reducdo da quantidade de
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citoplasma, sendo entdo realizada a desnaturacdo e hibridizacdo da sonda com a sequéncia
alvo (RIEGEL, 2014; MARTIN; WARBURTON, 2015).

Diversos tipos de sondas da FISH, como sondas de sequéncias Unicas (locus-
especificas), sondas centroméricas (a-Satélites), sondas satélites (B-Satélites), sondas
subteloméricas, sondas de “pintura” cromossomica e sondas que marcam todo o
cromossomo sdo utilizadas nas analises cromossémicas para a deteccdo de microdelecdes
e microduplicacdes, diagndstico pré-natal rapido, rearranjos cripticos complexos e para a
identificacdo de material cromossémico de origem desconhecida (MCNEIL; RIED,
2008).

Por meio da técnica da FISH foram possiveis os diagnésticos pre-natal e pds-natal de
alteragdes cromossdmicas submicroscopicas, identificacdo de CNVs, identificacdo e
monitoramento de anomalias cromossomicas em cancer e identificacdo de doencgas
ocasionadas por infec¢do microbiana e parasita (CUI; SHU; LI, 2016).

Novos avancos da técnica da FISH foram propostos, a exemplo da Cariotipagem
Spectral (do inglés Spectral Karyotyping- SKY), possibilitando em apenas uma analise a
marcacdo de cada par cromossémico com espectro de cor diferente, utilizando diversas

combinag6es e proporgdes de fluorocromos (MCNEIL & RIED, 2008).

1.1.2. Citogenémica (array-CGH)

A nova percepcéo da citogenética é a varredura de todo o genoma humano para a
investigacdo de perdas e ganhos de material gendmico devido ao desenvolvimento da
técnica de Hibridizacdo Gendmica Comparativa (do inglés Comparative Genomic
Hybridization - CGH) pelos pesquisadores Kallioniemi et al. (1992), que inicialmente
desenvolveram a técnica direcionada a comparagdo entre as células cancerigenas de
tumores solidos e células normais, mediante a investigacdo de alteracdes genémica e
estrutural (do inglés Copy number variants — CNVs) (KALLIONIEMI et al., 1992;
TRASK; CANCER, 2002).

No entanto, a abordagem da técnica de CGH também pode detectar inequivocamente
ganho/duplicacdo e perda/delecdo em alteragdes cromossomicas desequilibradas por
meio do DNA das amostras ao invés de preparacdo de metafases cromossdmicas,
permitindo a aplicacdo em laboratorios de genética clinica (BRYNDORF et al., 1995).

No ano de 1997 foram desenvolvidas abordagens de micro-arranjos (do inglés

Chromosomal Microarray Analysis - CMA) ou array-CGH (aCGH), baseando em matriz
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por chips que substituem os cromossomos em metafases por sequéncias de DNA,
construidas a partir de milhares de clones de Bacterial artificial chromosome (BACSs), PI-
Based Artificial Chromosomes (PACs) ou oligonucleotideos que cobrem todo o genoma
humano, aderidas em ladminas de vidro, permitindo o aumento da resolucdo para a
deteccdo de alteragdes de CNVs e a viabilizagdo de informagGes mais detalhadas sobre
ganhos/duplicacdes e perdas/delecdes genémicas (Figura 1) (SOLINAS-TOLDO et al.,
1997). As primicias do array-CGH sdo essencialmente as mesmas do CGH, contudo
houve a melhoria do aumento da resolucdo capaz de alcancar alteracfes genémicas de até
75 kb em comparagdo ao CGH, que alcancava resolugéo de aproximadamente 3-5 Mb
(RIEGEL, 2014; SOLINAS-TOLDO et al., 1997).

A partir de entdo, diversas empresas comercializam a técnica de array-CGH em
diferentes plataformas e laminas/Chips que dispdem de maiores resolucdes (a nivel de
kb), possibilitando elevada taxa de deteccdo de alteracGes gendmicas (a depender da
distancia das sondas inseridas na lamina) (SIGGBERG et al., 2012).

Dentre as diferentes plataformas, o array-SNP (do inglés Single Nucletide
Polymorphism array) foi submetida a grandes avancos nos ultimos anos. Atualmente,
houve um aumento na resolucéo da informacao gerada devido a incorporagdo de milhares
de SNPs (sondas de oligonucleotideos), por meio de estudos de grandes escalas como o
Projeto HapMap (The International HapMap Consortium, 2003) e o Projeto 1000
Genomes (LE SCOUARNEC; GRIBBLE, 2012). O array-SNP comegou a ser usado
progressivamente em estudos de genotipagem e na deteccao de rearranjos gendmicos de
delecdo/duplicacdo, além da indicacdo de mosaicismo, regiGes extensas de perda de
heterozigosidade (LOH), dissomia uniparental (UPD), informagOes sobre CNVs e
determinacéo da origem parental de novas CNVs em trio amostral (CONLIN et al., 2010).

A limitacdo do array-CGH e array-SNP € a incapacidade de identificar alteracoes
cromossémicas equilibradas, como translocacdes e inversdes, além de serem técnicas de
custo financeiro relativamente alto e laborioso (RIEGEL, 2014).

A intepretacdo dos resultados do array-CGH representa grandes desafios para o
diagnostico, devido a elevada quantidade de informacao gendmica gerada e a necessidade
de plataformas de bioinformética no processamento dessas informagdes (SANLAVILLE
et al., 2005; WRIGHT et al., 2016).
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Figura 1: Comparacdo entre as técnicas de CGH (a esquerda) e array-CGH (a direita). Em ambas as
técnicas 0 DNA de um paciente (DNA teste) é rotulado com um fluorocromo emissor de fluorescéncia em
verde e 0 DNA de uma amostra normal (DNA de referéncia) é rotulado com um fluorocromo que emite
fluorescéncia em vermelho. Esses dois DNAs serdo convertidos em cromossomos em CGH e em uma
matriz de fragmentos de DNA (sondas) em array-CGH. A fluorescéncia é capturada usando uma camera
de captura de imagens em CGH e em array-CGH por meio de uma scanner e software especifico para o
calculo da quantidade do indice de fluorescéncia emitida entre os dois DNAs, representando os resultados
de forma gréfica. Em CGH a intensidade de fluorescéncia vermelha e verde sdo medidas ao longo do
cromossomo, calculando a razdo com base no coeficiente de intensidade verde/vermelho, obtendo-se assim
um perfil para cada cromossomo a partir da comparacdo de um ideograma que permite a localizacéo
citogenética da alteragdo cromossdmica. No array-CGH cada ponto corresponde a uma sonda de fragmento
de DNA fixado em uma matriz no chip conforme a posicdo cromossdmica no genoma. A razdo de
fluorescéncia € representada por coordenadas, normalmente a razéo para tanto o DNA marcado em verde
quanto o DNA marcado em vermelho é proxima de 1. A representacdo gréfica utiliza-se de log de 2 igual
a 0. Se essa razdo for inferior a -0,3 houve uma perda/delecéo, se a razdo for maior que +0,3 houve um
ganho/duplicacéo. Aqui é representado um perfil obtido em um paciente com perda proximal de 22q e um
ganho distal 22q (adaptado de acordo SANLAVILLE et al., 2005).
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1.2. Desequilibrio genémico na etiologia das malformacdes Congénitas

Malformacdes congénitas (MCs), anomalias congénitas ou defeitos congénitos
séo defeitos de morfogénese de 6rgéos ou distritos corporais, identificados no nascimento
(CORSELLO; GIUFFRE, 2012). Segundo a Organizacio Mundial da Satde - OMS (do
inglés World Health Organization- WHO), estima-se que cerca de 303.000 recém-
nascidos morram dentro de 4 semanas de vida a cada ano em todo o mundo devido & MCs.
No Brasil em 2010 foram registrados como portadores de MCs 0,8% dos nascidos Vivos,
sendo que as MCs mais frequentes sdo as relacionadas ao aparelho osteomuscular, do
sistema nervoso e dos 6rgdos genitais (BRASIL, 2010).

As MCs constituem biologicamente um grupo heterogéneo de distdrbios do
desenvolvimento embrio-fetal. Aproximadamente 0,06% das MCs envolvem
anomalidades cromoss6micas, sendo estas as principais causas de deficiéncia intelectual
e/ou atraso do desenvolvimento (KUMAR et al., 2010; NICOLA et al., 2010; QUEIROZ
etal., 2015).

1.2.1. Desequilibrio gendémico: Anomalidades cromossémicas

As anomalidades cromossémicas ou alteracfes cromossdmicas (ACs) compreendem
a categoria de doencgas genéticas em que ha alteracbes numérica e estrutural dos
cromossomos em relagdo ao cariétipo normal da espécie humana (KUMAR, 2008;
MOORE; BEST, 2001). A incidéncia global das ACs é de aproximadamente 1 em 154
nascidos vivos, e 0 impacto na medicina clinica e para a sociedade é dito como substancial
(THOMPSON & THOMPSON, 2018).

ACs estruturais (rearranjos envolvendo um ou mais cromossomos) séo relativamente
comuns. Dependendo do rearranjo cromossdmico estrutural podera levar ou ndo a
desequilibrio gendmico e consequentemente podem ter ou ndo ter efeito fenotipico
(MOORE; BEST, 2001). Os rearranjos estruturais séo classificados como balanceados
(trasnlocacbes e inversfes), se 0 genoma tiver o complemento normal de material
cromossémico ou desbalanceados (delecOes e duplicacdes), se houver material ausente
ou adicional (Figura 2) (THOMPSON & THOMPSON, 2018).

Geralmente, as ACs sdo identificadas em criancas que apresentam sinais clinicos
como MCs e/ou atraso do desenvolvimento e/ou deficiéncia mental e em casais com
recorrentes abortos espontaneos (SHAFFER; LUPSKI, 2000).
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Figura 1: llustracdo geral dos tipos de rearranjos cromossémicos estruturais. A: duplicacdo de fragmento
cromossdmico. B: translocagdes cromoss6micas, do tipo reciproca e robertsoniano. C: delecbes de
fragmentos cromossdmicos. D: formagéo do cromossomo em anel, e perda de fragmentos cromossdémicos.
E: InversGes cromossdmicas. Paracéntricas quando ndo envolve o centrémero. Pericéntrica quando a

inversdo envolve o centrémero (adaptado por Kumar et al., 2010).

1.2.2. Cromossomos marcadores e mosaicismo

Os cromossomos marcadores, também conhecidos como pequenos cromossomos
marcadores supernumerarios (SSMCs), sdo cromossomos estruturalmente anormais que
ndo podem ser identificados ou caracterizados pela citogenética convencional, sendo
entdo necessario a sua caracteriza¢do por técnicas citogenéticas moleculares (LIEHR;
CLAUSSEN; STARKE, 2004; JANG et al., 2016).

Séo classificados morfologicamente como cromossomos diminutos, com anel,
isdmero ou duplicacéo-invertida de cromossomos derivados. Muitos sSSMCs sdo oriundos
de um Gnico cromossomo, sendo 0s mais comuns derivados dos cromossomos X, 15 e 22
(BARTSCH et al., 2005).

Os sSMCs podem ser derivados de qualquer cromossomo humano, cerca de
aproximadamente 70% dos pacientes apresentam fenotipo clinico normal, sem o
desenvolvimento de qualquer doenca genetica decorrente da presenca do SSMCs,

enquanto que aproximadamente 30% dos casos com sSMCs apresentam caracteristicas



21

clinicas como alteracdo no padrdo de crescimento e desenvolvimento, assim como
problemas intelectuais (OU et al., 2013).

Os sSMCs podem apresentar um padrdo com mosaicismo somatico. Em
individuos portadores de cari6tipo 47,+mar, 0 mosaicismo 47,+mar/46 esta presente em
52% dos casos, excluindo sindromes relacionadas com o sSMCs (sindrome Pallister-
Killian - PKS (OMIM: 601803)) (CUI; SHU; LI, 2016; OU et al., 2013). Os sSCMs
podem estar presentes em diferentes taxas de mosaicismo e, dependendo do tecido
analisado, podera apresentar frequéncia em 5% das células. O mosaicismo somatico e
SSMC ndo possuem impacto clinico direto nos individuos portadores, no entanto podera
ser importante e informativo para o aconselhamento genético pré-natal (CUI; SHU; LI,
2016).

1.3. Variacéo Estrutural Genémica: Copy number variants - CNVs

As variantes estruturais sdo definidas como alteracbes genémicas maiores que
10.000 pb de comprimento. Sdo classificadas como a Variacdo do Numero de Copias (do
inglés Copy number variants - CNVs) e a Variagdo de Nucleotideo Unico (do inglés
Single Nucleotide Variation-SNVs) (CARVALHO; LUPSKI, 2016; WEISCHENFELDT
etal., 2013).

As CNVs sdo alteragfes no nimero de copias de um locus diferenciado do estado
dipléide normal, advindo da perda/dele¢des ou de ganhos/duplicacdes. Cerca de 240 Mb
do genoma humano refere-se as CNVs (CHOY et al., 2010). As CNVs foram descobertas
por lafrate et al. (2004) e Sebat et al. (2004), usando abordagens independentes, apds a
concluséo do projeto de mapeamento do Genoma Humano. A variabilidade em humanos
contribuida pelas CNVs esta entre 0,12% a 7,3%, as quais desempenham papéis cruciais
na expressao de genes e, cerca de, 41% delas sobrep6em a genes conhecidos (CHOY et
al., 2010).

A interpretacdo e classificacdo das CNVs sdo baseadas na distin¢do de
ganhos/duplicacdo e perdas/delecdo de variacbes gendmicas, uma vez que as
consequéncias clinicas potenciais diferem significativamente (DE LEEUW et al., 2012).
Sao consideradas benignas CNVs que apresentam variagdo gendémica normal. Ja& CNVs
de relevancia clinica incertas sdo classificadas como VOUS (Variante de significancia
incerta) (DE LEEUW et al., 2012). As CNVs clinicamente relevantes sdo classificadas

como variantes patogénicas, devido a produtos de rearranjos gendmicos preferenciais em
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loci de genes sensiveis a alteracdes na dosagem génica (CARVALHO & LUPSKI, 2016).
O atual cenério é elevar o conhecimento sobre as CNVs a medida que novos estudos
surgem esclarecendo os efeitos causais no fenotipo de determinos individuos por meio de
cadastro dessas varientes em repositorio de banco de dados onlines, auxiliando na
intepretacao e classificacdo das CNVs (KU et al., 2010).

Os repositdrios de bancos de dados publicos onlines oferecem fontes valiosas para
a orientacdo do genoma sao: navegadores do genoma humano como UCSC Genome
Browser (https://genome.ucsc.edu/); Ensembl Genome Browser
(http://'www.ensembl.org/index.html); Bancos de dados especificos de coletas de casos
individuais e de informacdes de controle sobre a correlacdo genétipo-fenoétipo, como o
banco de dados de Variacdo Genémica (do inglés Database Genomic Variation — DGV)
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), o DECIPHER (do inglés Database of Chromosomal
Imbalance and  Phenotype in  Humans Using Ensembl  Resources)
(https://decipher.sanger.ac.uk/) e European Cytogeneticists Association Register of
Unbalanced Chromosome Aberrations- ECARUCA
(http://ecaruca.radboudumc.nl:8080/ecaruca/),ClinVar(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/cli
nvar/), PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e Online Mendelian
Inheritance in Man - OMIM (http://omim.org/) (DE LEEUW et al., 2012).

Por meio da associacdo da técnica de array-CGH com os repositorios de bancos
de dados onlines, além do uso das técnicas de citogenéticas e FISH, é possivel a
caracterizacdo do desequilibrio genémico, em pacientes portadores de malformacdes
congénitas, atraso do desenvolvimento e deficiéncia intelectual, possibilitando a
correlacdo genética-clinica e consequentemente a elucidagdo do diagnostico (WRIGHT
etal., 2016).

Desta forma, o presente estudo visa caracaterizar desequilibrio genémico nao
sindrdmicas, poucos incidentes na literatura cientifica, por técnicas de citogenética
classica (bandamento GTG), citogenética molecular (FISH) e citogenémica (array-
CGH), na tentativa de estabelecer a correlacdo gendétipo-fenotipo e o diagnostico desses
achados, além de direcionar o aconselhamento genético para o risco de recorréncia destas

alteracBGes cromossdmicas as familias.
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, em revisdo ou enviados para publicagéo

concluimos que:

A implementacdo do array-CGH como teste genético em pacientes portadores de
MCs, deficiéncia intelectual, atraso do desenvolvimento e caracteristicas dismorficas
tem possibilitado o diagnostico com maior precisdo do que as demais técnicas
citogenéticas, bem como a identificacdo de novas sindromes de microduplicacfes e
microdelecGes.

A caracterizacdo de genes inseridos nas regides alteradas possibilitou a correlagdo
genotipo-fendtipo dos trés copilados de casos com genes inseridos em diferentes
regibes cromossdmicas, envolvidos em doencas do neurodesenvolvimento,
imunodeficiéncia, dismorfismo facial e doencas cardiacas. Assim como as
informac0es geradas pelas técnicas e intepretacdes dos resultados comparados com
pacientes similares disponiveis em repositérios de bancos de dados onlines,
permitiram correlacionar com CNVs classificadas como patogénicas sobrepostas a
tais genes;

As alteracBes cromossomicas descritas nos trés copilados de caso sdo poucos
incidentes na literatura cientifica, uma vez que a duplicacédo 6q apresenta pouco mais
de 6 casos descritos, a trissomia 12p cerca de 40 casos descritos e a delecdo na regido
14913 pouco mais de 10 casos na literatura. Assim, o trabalho contribui para o

conhecimento cientifico.



87

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BARTSCH, O. et al. Forty-two supernumerary marker chromosomes (SMCs) in 43 273
prenatal samples: Chromosomal distribution, clinical findings, and UPD studies.
European Journal of Human Genetics, v. 13, n. 11, p. 1192-1204, 2005.

BRASIL. DATASUS. Sistema de informac&o sobre nascidos vivos (Sinasc). Brasilia:
Ministério da Saide. Disponivel em:
<http://w3.datasus.gov.br/datasus/index.php?area=0205&VObj=http://tabnet.datasus.go
v.br/cgi/deftohtm.exe?sinasc/cnv/nv>. Acesso em: 17 nov. 2018.

BRYNDOREF, T. et al. Comparative genomic hybridization in clinical cytogenetics.
American journal of human genetics, v. 57, n. 5, p. 1211-20, 1995.

CARVALHO, C. M. B.; LUPSKI, J. R. Mechanisms underlying structural variant
formation in genomic disorders. Nature Publishing Group, 2016.

CHOY, K. W. et al. The impact of human copy number variation on a new era of
genetic testing. BJOG: An International Journal of Obstetrics and Gynaecology, V.
117, n. 4, p. 391-398, 2010.

CONLIN, L. K. et al. Mechanisms of mosaicism, chimerism and uniparental disomy
identified by single nucleotide polymorphism array analysis. Human Molecular
Genetics, v. 19, n. 7, p. 1263-1275, 2010.

CORSELLO, G.; GIUFFRE, M. Congenital malformations. Journal of Maternal-Fetal
and Neonatal Medicine, v. 25, n. SUPPL. 1, p. 25-29, 2012.

CUI, C.; SHU, W.; LI, P. Fluorescence In situ Hybridization: Cell-Based Genetic
Diagnostic and Research Applications. Frontiers in Cell and Developmental Biology,
v. 4, n. September, p. 1-11, 2016.

DE LEEUW, N. et al. Diagnostic interpretation of array data using public databases and
internet sources. Human Mutation, v. 33, n. 6, p. 930-940, 2012.

DUARTE, S. J. A. Citogendmica Aplicada a Pratica Médica. Editora: Leslie Domenici
Kulikowski. Ano: 2013.

KALLIONIEMI, A. et al. Cytogenetic Analysis. Science, v. 258, n. 5083, p. 818-820,
1992.

KU, C. S. et al. The discovery of human genetic variations and their use as disease
markers: past, present and future. Journal of human genetics, v. 55, n. 7, p. 403-15,
2010.

KUMAR, D. Disorders of the genome architecture: a review. Genomic medicine, v. 2,
n. 3-4, p. 69-76, 2008.

KUMAR V et al: Robbins and Cotran pathologic basis of disease, ed 8, Philadelphia:
Saunders, 2010.

JANG. W., et al. Identification of small marker chromosomes using microarray
comparative genomic hybridization and multicolor fluorescent in situ hybridization.
Molecular Cytogenetics, v. 9, n. 1, p. no pagination, 2016.



88

LE SCOUARNEC, S.; GRIBBLE, S. M. Characterising chromosome rearrangements:
Recent technical advances in molecular cytogenetics. Heredity, v. 108, n. 1, p. 75-85,
2012.

LIEHR, T.; CLAUSSEN, U.; STARKE, H. Small supernumerary marker chromosomes
(sSMC) in humans. Cytogenetic and Genome Research, v. 107, n. 1-2, p. 55-67,
2004.

MARTIN, C. L.; WARBURTON, D. Detection of Chromosomal Aberrations in
Clinical Practice: From Karyotype to Genome Sequence. Annual Review of Genomics
and Human Genetics, v. 16, n. 1, p. 309-326, 2015.

MCNEIL, N.; RIED, T. Novel molecular cytogenetic techniques for identifying
complex chromosomal rearrangements : technology and applications in molecular
medicine. n. September 2000, p. 1-14, 2008.

MOORE, C. M.; BEST, R. G. Chromosomal Genetic Disease: Structural Aberrations.
Encylopedia of Life Sciences, v. 1, p. 1-8, 2001.

NICOLA, P. D. R. DE et al. A utilizagdo da Internet na notificacao dos defeitos
congenitos na Declaracao de Nascido Vivo em quatro maternidades publicas do
municipio de Sao Paulo, Brasil. Cad Saude Publica, v. 26, n. 7, p. 1383-1390, 2010.

OU, J. et al. Characterization of three small supernumerary marker chromosomes
(sSMC) in humans. The Journal of Maternal-Fetal & Neonatal MedicineOnline)
Journal The Journal of Maternal-Fetal & Neonatal Medicine The Journal of
Maternal-Fetal and Neonatal Medicine, v. 26, n. 261, p. 1476-7058, 2013.

QUEIROZ, C. et al. Prevaléncia de nascidos vivos com anomalias congénitas no
municipio de Sdo Paulo. Rev. Soc. Bras. Enferm. Ped., p. 7-12, 2015.

RIEGEL, M. Human molecular cytogenetics : From cells to nucleotides. v. 1, p. 194—
209, 2014.

SANLAVILLE, D. et al. La CGH microarray : principe et applications en pathologie
constitutionnelle Microarray CGH : principle and use for constitutional disorders. v. 12,
p. 1515-1520, 2005.

SEABRIGHT, M. a Rapid Banding Technique for Human Chromosomes. The Lancet,
v. 298, n. 7731, p. 971972, 1971.

SHAFFER, L. G.; LUPSKI, J. R. Chromosomal Rearrangements in H Umans. Annual
review of genetics, v. 34, p. 297-329, 2000.

SIGGBERG, L. et al. High-resolution SNP array analysis of patients with
developmental disorder and normal array CGH results. BMC Medical Genetics, v. 13,
2012.

SOLINAS-TOLDO, S. et al. Matrix-based comparative genomic hybridization:
Biochips to screen for genomic imbalances. Genes Chromosomes and Cancer, v. 20,
n. 4, p. 399-407, 1997.

TRASK, B. J.; CANCER, F. H. HUMAN CYTOGENETICS : AND COUNTING. v. 3,
n. October, 2002.

THOMPSON&THOMPSON. Genetics in Medicine: Chapter 05: Principles of Clinical
Cytogenetics and Genome Analysis. EIGHTH EDITIONISBN: 978-1-4377-0696-3.



89

2018.

WEISCHENFELDT, J. et al. Phenotypic impact of genomic structural variation:
insights from and for human disease. Nature Reviews Genetics, v. 14, n. 2, p. 125—
138, 2013.

WRIGHT, D. et al. Validation of a Chromosomal Microarray for Prenatal Diagnosis
Using a Prospective Cohort of Pregnancies with Increased Risk for Chromosome
Abnormalities. Genetic Testing and Molecular Biomarkers, v. 00, n. 00, p.
gtmb.2016.0117, 2016.

YUNIS, J. J. High resolution of human chromosomes. Science, v. 191, n. 4233, p. 1268
LP-1270, 1976.





